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ВВЕДЕНИЕ 

Целью учебного курса "Основы биотехнологии растений" является 

формирование у студентов базисных представлений о биотехнологии 

размножения растений (включая культуры клеток, тканей, органов и кло-

нов растений), микроклональном размножении растений, методах полу-

чения культур in vitro растений, генной инженерии растений, методах 

получения трансгенных растений, молекулярных основах агробактери-

альной и биобаллистической трансформации растений, коинтегративных 

и бинарных векторах, используемых в генной инженерии растений, мар-

керных и селективных генах, используемых при получении трансгенных 

растений, конститутивных, индуцибельных и тканеспецифичных промо-

торах, используемых при получении трансгенных растений, питательных 

средах используемых для культивирования растений, фитогормонах, пра-

вилах стерильной работы. Современная биотехнология растений предла-

гает принципиально новые возможности для формирования ценного для 

жизнедеятельности человека генетического разнообразия растений по-

средством отбора форм и клонов особей с искомыми признаками.  

Термин «биотехнология» ввел в 1917 г. венгерский инженер Карлом 

Эреки, при этом охарактеризовал все виды работ, при которых из сырье-

вых материалов с помощью живых организмов производятся те или иные 

продукты. По определению академика А.А. Баева (1984), биотехнология – 

это использование живых организмов и их систем в промышленных це-

лях. Поэтому несмотря на то, что большие материальные затраты и дли-

тельное время уходит на фундаментальные исследования, основной це-

лью биотехнологии является получение коммерческого продукта, рента-

бельного производства и, следовательно, того, что необходимо людям в 

большей или меньшей степени. 

Биотехнология формировалась как междисциплинарная наука и яв-

ляется на сегодняшний день самостоятельной, интенсивно развивающей-

ся отраслью. Ее биологическая составляющая относится к сфере про-

мышленной микробиологии и биохимии, а молекулярная – к областям 

молекулярной биологии, молекулярной генетики и энзимологии нуклеи-

новых кислот. Благодаря этому сочетанию стало возможным более де-

тальное изучение внутриклеточных процессов клетки, систем наследова-

ния и экспрессии генов. Усовершенствование методов клеточной и моле-

кулярной биотехнологии позволило управлять наследственностью и жиз-

недеятельностью животных, растений и микроорганизмов, создавать ор-

ганизмы с новыми полезными для человека свойствами, ранее не наблю-

давшимися в природе. 

Современные биотехнологические разработки во многом связаны с 

культивированием (выращиванием) в стерильных условиях in vitro расти-
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тельных и животных клеток, тканей и органов, изолированных от донор-

ного организма. Такие разработки основаны на результатах многочислен-

ных исследований в области физиологии, биохимии, генетики, молеку-

лярной биологии, клеточной и генной инженерии организмов как в есте-

ственных условиях in vivo, так и в условиях экспериментов in situ.  

Выделяют следующие основные направления биотехнологии расте-

ний, разрабатываемые на основе методов культуры in vitro с целью созда-

ния эффективных систем совершенствования растений в нужных челове-

ку направлениях. 

Одно из таких направлений – селекционное, дающее возможность 

ускоренно создавать новый исходный материал для получения сортов с 

ценными хозяйственными признаками, устойчивых к абиотическим и 

биотическим факторам окружающей среды.  

Существующие в этой области биотехнологии, основанные на при-

менении методов культивирования in vitro клеток, тканей и органов, 

можно условно разделить на две группы.  

Первая группа – вспомогательные для традиционной селекции био-

технологии: оплодотворение in vitro (для преодоления программной несо-

вместимости, когда невозможно осуществить оплодотворение в естест-

венных условиях в силу, например, физиологических и морфологических 

причин), культивирование незрелых гибридных зародышей (преодоление 

постгамной несовместимости после оплодотворения в силу неразвитости 

эндосперма), получение гаплоидов в культуре in vitro пыльников, криосо-

хранение в жидком азоте изолированных клеток, тканей и органов, эм-

бриокультура (выращивание in vitro разновозрастных зародышей) у отда-

ленных межродовых гибридов, обычно нежизнеспособных.  

Это направление предусматривает, например, получение гаплоид-

ных растений в культуре in vitro пыльников. Гаплоиды представляют со-

бой клоны, сохраняющие генотип исходных хозяйственно ценных донор-

ных растений. Основное преимущество их использования состоит в воз-

можности быстрого получения гомозиготных линий с признаками, опре-

деляющимися рецессивными генами, а отсутствие доминантности у гап-

лоидов позволяет ускорить отбор необходимого генотипа по качествен-

ным и количественным признакам его фенотипа. Это позволяет ускорить 

селекционный процесс в несколько раз и получать новые сорта за 2-3 года 

вместо 10-15 лет в традиционной селекции. Кроме того, в настоящее вре-

мя использование гаплоидных растений – одна из немногих возможно-

стей закрепить в ряду поколений гетерозисный эффект исходной ценной 

гибридной линии. 

Вторая группа биотехнологий включает самостоятельные, незави-

симые от традиционной селекции разработки получения новых форм и 

сортов растений: клеточная селекция с использованием каллусных тканей 
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(отбор в селективных условиях генетически модифицированных мутант-

ных клеток и сомаклональных вариантов с искомыми признаками), сома-

тическая гибридизация (слияние изолированных протопластов соматиче-

ских клеток филогенетически отдаленных видов и получение неполовых 

гибридов). 

Работы в области селекционной биотехнологии ведутся главным об-

разом на представителях семейств злаковых, крестоцветных, пасленовых 

и бобовых, а также различных плодовых культурах. 

Важное направление биотехнологических разработок направлено на 

использование методов культуры in vitro для оздоровления посадочного 

материала от вирусных инфекций и размножения полученных растений 

(так называемое клональное микроразмножение). В данном случае ис-

пользуются культуры меристем, поскольку меристемные ткани, как пра-

вило, не заражены вирусами и микоплазмами. Успехи в этих биотехноло-

гических исследованиях достигнуты на декоративных цветочных и пло-

дово-ягодных культурах, а также картофеле и ряде древесных пород. 

Кроме того, это направление используется при разработке способов со-

хранения редких и исчезающих видов растений. С этим направлением 

связаны биотехнологии криосохранения клеток (главным образом мери-

стематических), семян, пыльцы, зародышей растений в так называемых 

криобанках для сохранения пула генов редких и исчезающих растений. 

Ещё одно направление биотехнологических разработок основано на 

способности изолированных клеток продуцировать в условиях in vitro 

биологически активные вещества вторичного синтеза (алкалоиды, сте-

роиды, гликозиды, гормоны и др.), ценные для медицины, ветеринарии, 

фармакологии, парфюмерии и других отраслей промышленности. Как 

правило, вторичные вещества получают из каллусных тканей in vitro. 

Продуктивность культивируемых клеток может значительно превышать 

продуктивность интактных (природных) растений.  

Началом развития метода культуры in vitro растений считают рабо-

ты по выращиванию на растворах сахарозы изолированных сегментов 

ряда высших растений, проведенные на рубеже XIX-XX веков герман-

скими исследователями Фёхтингом и Габерландом, пытавшимися куль-

тивировать в растворе сахарозы различные растительные ткани. Так, 

Фёхтинг (1892 г.) в своих исследованиях сделал попытку установить ми-

нимальный размер экспланта для формирования каллуса. Он выращивал 

тонкие срезы корня свеклы и одуванчика, сегменты стебля тополя на пес-

ке с применением водопроводной воды без стерильных условий. Эти ис-

следования показали, что каллус образуется при толщине среза не менее 

1,5 мм. Габерландт (1902 г.) впервые высказал идею о возможности куль-

тивирования in vitro изолированных клеток растений. Он наблюдал со-

хранение живыми клеток мезофилла листа в течение нескольких дней. Но 
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для культивирования он выбрал ассимилирующие зеленые клетки – зре-

лые и высокодифференцированные, утратившие способность к меристе-

матической деятельности, поэтому результаты его экспериментов оказа-

лись отрицательными. Не достигнув экспериментальных успехов, эти 

выдающиеся исследователи высказали ряд идей и гипотез, подтвержден-

ных значительно позже. Фёхтинг при изучении полярности пришел к вы-

воду, что это явление свойственно не только органам растения, но и от-

дельной клетке. Габерландт выдвинул гипотезу о тотипотентности любой 

живой клетки. 

Длительный период (1902-1931 гг.) ряд исследователей пытались 

создать подходящую среду и благоприятные условия для выращивания 

изолированных органов, тканей и клеток. Так, американский ученый Уайт 

(1931 г.) показал способность каллусов к неограниченному росту при пе-

реносе на свежие питательные среды.  

Бурное развитие исследований в этом направлении биологической 

науки приходится на 1932-1940 гг., когда были опубликованы первые 

результаты, полученные исследователями разных стран. Так, француз-

ский исследователь Готре (1932 г.), продолжив работы Уайта, продемон-

стрировал возможность длительного культивирования в условиях in vitro 

тканей многих видов растений. Независимо друг от друга американский 

исследователь Робинс (1932 г.) и германский ученый Котте (1932 г.) вы-

явили возможность культивирования меристемы корня томатов и кукуру-

зы на твердых питательных средах. Эти открытия дали новый толчок ра-

ботам в области культуры in vitro. 

После некоторого застоя в предвоенные и особенно в годы Второй 

мировой войны новый виток развитие метода получило в 1950-1960 гг. С 

открытием в 1955 г. нового класса фитогормонов – цитокининов (в част-

ности кинетина) была получена возможность стимулировать деление кле-

ток кусочка ткани сердцевинной паренхимы табака, лишенной проводя-

щих пучков и камбия. В зависимости от концентрации и соотношения 

стимуляторов роста оказалось возможным усиливать деление клеток экс-

планта, поддерживать рост каллусной ткани, индуцировать тот или иной 

путь морфогенеза (работы Скуга и Миллера, 1957 г.). В этот период было 

оценено положительное действие натуральных экстрактов типа эндос-

перма кокосового ореха, каштана, кукурузы для поддержания неоргани-

зованного клеточного роста и стимуляции процессов морфогенеза в куль-

туре in vitro каллусных тканей и клеточных суспензий. 

В монографии Готре (1959 г.) были обобщены результаты проведен-

ной к этому времени в условиях in vitro работы на 142 видах растений в 

лабораториях разных стран. Тогда же была сформулирована идея разра-

ботки методов культуры in vitro клеток, тканей и органов как перспектив-

ных экспериментальных биологических систем для проведения работ по 
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генетическому улучшению растений. Мурасиге и Скугом (1962 г.) была 

разработана достаточно универсальная питательная среда, пригодная для 

культивирования клеток многих видов растений. В этот же период был 

разработан метод клонального микроразмножения растений в условиях in 

vitro с использованием меристемной культуры. Основоположник данного 

направления – французский ученый Морель, получивший оздоровленный 

посадочный материал орхидей и картофеля. 

В 1960-1970 гг. быстрое развитие методов мутагенеза, электрослия-

ния изолированных протопластов, глубинного культивирования клеток, 

клеточной селекции in vitro, результаты исследований по получению гап-

лоидных растений in vitro у разных видов, проведенные главным образом 

в странах Европы, а также в США, Канаде и Советском Союзе, получение 

новых фундаментальных знаний в области клеточной биологии позволи-

ли в 80-х гг. приступить к осуществлению целевых биотехнологических 

программ по ускорению и увеличению результативности разработок в 

различных областях растениеводства на основе экспериментальных сис-

тем in vitro.  

Эти работы продолжаются по настоящее время в разных странах, в 

том числе России (биотехнологические центры в Москве, Санкт-

Петербурге, Новосибирске, Уфе и других городах). Интерес к методам 

культуры in vitro как основе биотехнологий возрастает в разных странах 

благодаря широкому использованию фундаментальных знаний в различ-

ных областях биологии растений. Разрабатываются новые направления – 

клеточная и молекулярная биотехнология для сельского хозяйства и про-

мышленности. 

В теоретическом аспекте биотехнологические исследования направ-

лены на поиск эффективных путей увеличения реализации морфогенети-

ческого потенциала клеток, тканей и органов, на выявление роли в этом 

генотипических, физиологических, биохимических, цитологических, эм-

бриологических и иных факторов и их взаимодействий в процессе морфо-

генеза in vitro. 

Основой любого экспланта, используемого в биотехнологических 

исследованиях, являются клетки. Успех применения методов культуры in 

vitro клеток, тканей и органов растений во многом основывается на гра-

мотном использовании особенностей биологии культивируемых клеток, 

обеспечивающем оптимизацию физиологических процессов нормального 

деления и дифференциации клеток, регенерации из них полноценных 

растений.  

В настоящее время клеточная биотехнология имеет в своем распо-

ряжении ряд методов, основными из которых, помимо культивирования 

клеток и тканей отдельных растений, являются:  
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1) методы клонального микроразмножения, включающие индук-

цию органогенеза и соматического эмбриогенеза;  

2) методы изолирования протопластов и получения соматических 

гибридов;  

3) методы получения гаплоидных растений и производных от них 

дигаплоидов;  

4) методы генетической трансформации с последующей регенера-

цией модифицированных растений.  

Основой методов культуры изолированных клеток и тканей расте-

ний является уникальное свойство растительных клеток – тотипотент-

ность. Под ним подразумевается способность растительной клетки при 

определенных условиях вторично дифференцироваться и под влиянием 

внешних условий выбирать тот или иной путь морфогенеза. Морфогенез 

является сложным процессом, регуляция которого осуществляется на 

клеточном, тканевом и организменном уровнях. В этом процессе участ-

вуют взаимозависимые факторы, определяющие процессы деления, рас-

тяжения, дифференциации, старения и гибели клеток. В ходе морфогенеза 

возникают сформированные заново ткани и органы, и соответствующие 

этому процессы носят названия, отражающие существо морфогенеза - 

гистогенез, ризогенез, геммогенез (образование листьев или побегов), 

флоральный геммогенез (образование цветков и (или) отдельных элемен-

тов цветка) и соматический эмбриогенез.  

Полученное в результате морфогенеза in vitro растение носит на-

звание растения-регенеранта. В настоящее время при использовании 

современных методологических подходов растение любого вида может 

быть теоретически регенерировано из каллусной ткани. 

Важнейшей задачей в развитии биотехнологии растений следует 

назвать  выяснение вопроса о том, каким образом из одной клетки фор-

мируется организм с разными типами тканей, т.е. необходимо исследо-

вать молекулярно-генетические и физиологические основы онтогенеза 

растений.  

Установление путей устойчивой фиксации энергии квантов света в 

химических соединениях, роли фотосинтеза в продукционном процессе, 

выяснение донорно-акцепторных отношений в растительном организме, 

особенности взаимоотношений с симбионтами, раскрытие механизма 

биологической фиксации азота, молекулярного диалога между растения-

ми и микроорганизмами, все это является основой для разработки спосо-

бов получения и применения биопрепаратов.  

Выяснение молекулярных механизмов устойчивости растений к 

различным неблагоприятным условиям: засолению, высоким и низким 

температурам, действию тяжелых металлов и другим стрессовым воздей-

ствиям поможет созданию растений с новыми свойствами.  
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Раскрытие сигнальных систем клеток растений и их роли в регуля-

ции онтогенеза, участия в формировании механизмов способствующих 

повышению адаптации растений к неблагоприятным факторам является 

одним из приоритетных направлений тем исследований в физиологии и 

биотехнологии сельскохозяйственных растений.  

Интересным с научной и практической точки зрения является изу-

чение особенностей физиологии трансгенного растения и проблем биоло-

гической безопасности создаваемых конструкций. Создание и изучение 

генно-модифицированных объектов открывает возможности и перспекти-

вы их использования в растениеводстве, медицине, кормопроизводстве и 

питании человека. 
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ГЛАВА 1. ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ  

БИОТЕХНОЛОГИИ РАСТЕНИЙ 

 

Зелёные растения отличаются от всех других форм живых существ 

способностью использовать в качестве источника энергии солнечный 

свет и преобразовывать его энергию в химическую (свободную) энергию 

органических соединений, т. е. осуществлять процесс фотосинтеза. Бла-

годаря этому зелёные растения способны использовать для своего пита-

ния неорганические соединения, лишённые существенных запасов легко 

мобилизуемой свободной энергии. Специфические свойства растений 

тесно связаны с особенностями их общей анатомо-морфологической 

структуры. Это позволяет растению взаимодействовать с большими объ-

ёмами почвы и воздуха как источниками питания. Кроме того, у растения 

на протяжении почти всей жизни не прекращается рост, т.к. наряду со 

старыми имеются молодые ткани (меристемы), сохраняющие способ-

ность к образованию новых клеток.  

Рост - это процесс необратимых изменений в растительном орга-

низме связанный с увеличением размеров растения: высоты, длины кор-

ня, ширины листа и т.п. Число клеток при росте увеличивается.  

Под развитием подразумевают качественные морфологические и 

физиологические изменения, которые происходят в течение жизни расти-

тельного организма. Рост и развитие - взаимосвязанные проявления еди-

ного процесса жизни, но они не тождественны. 

Другая специфическая особенность зелёных растений – отсутствие 

у них постоянной внутренней среды: температура тканей, содержание в 

них кислорода, углекислого газа и др. параметры могут меняться. В силу 

этого приспособление растений к изменяющимся условиям внешней сре-

ды (адаптация) осуществляется принципиально иным путём, чем у жи-

вотных. 

Н.Г. Холодный (1939) в росте типичной растительной клетки отме-

чал три последовательно сменяющие друг друга фазы: эмбрионального 

роста, растяжения и внутренней дифференцировки. 

Первая фаза (эмбриональная) характеризуется непрерывным деле-

нием клеток. Клетки мелкие, с очень тонкими стенками, вакуолей нет или 

зачаточные. Дочерние клетки, достигнув величины материнских клеток, 

снова  делятся. Необходимо, чтобы к ним был приток веществ для обра-

зования новых клеток. Обычно делящиеся клетки находятся в верхушках  

(апексах) стебля и корня, составляя меристематические ткани. 

Ниже конусов нарастания эмбриональные клетки перестают де-

литься и переходят во вторую фазу роста – фазу растяжения. Главное 

отличие ее от первой - образование больших вакуолей за счет воды, уве-

личивающих размер клеток. Последние сильно вытягиваются (наблюда-
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ется наибольший рост органа). Увеличение размера клетки сопровожда-

ется также некоторым нарастанием количества цитоплазмы и клеточной 

стенки. 

После фазы растяжения клетка вступает в фазу дифференциации и 

приобретает индивидуальные черты. Результат этого процесса можно 

увидеть, например, при образовании проводящей системы: возникает 

прокамбий, который дифференцируется на флоэму, ксилему и камбий. Во 

флоэме дифференцируются ситовидные элементы и клетки-спутницы, в 

ксилеме - паренхимные клетки и трахеиды. В этом примере клетки при-

обретают анатомические различия в связи с выполняемыми функциями, 

растет их многообразие. Благодаря специфичной изменчивости клеток 

возникают различные ткани. 

В отличие от клеток животных большинство клеток растений по-

сле анатомической дифференцировки легко переходят к делению. Такой 

процесс называют дедифференцировкой (потерей специализации). При 

механическом повреждении растения, а также в условиях эксперимента 

дедифференцировка приводит к образованию каллуса - ткани, обладаю-

щей быстрым ростом, и без строгой пространственной организации вере-

тен деления. 

В каллусной культуре можно вызвать образование новых органов: 

корней, стеблей, листьев. Из большинства клеток можно получить новый 

организм (это невозможно для клеток животных). 

Практически любая клетка многоклеточного организма содержит 

полный набор генов, необходимый для формирования организма, но не 

каждая клетка может дать начало целому организму. Свойство клетки 

реализовать имеющуюся генетическую информацию и дать начало цело-

му организму называют тотипотентностью (лат. totalis - общий, целый; 

potentia - способность). Однако не все клетки, входящие в состав расте-

ния, обуславливают рост организма в целом, поскольку рост происходит 

только в определенных зонах - меристемах. Имеется целый ряд различ-

ных типов меристем. Для осевых органов: стеблей и корней характерны 

апикальные меристемы, т.е. рост этих органов в длину происходит толь-

ко в верхушечных зонах. Апикальные меристемы побега и корня пред-

ставляют собой не только образовательные ткани, но и главные коорди-

нирующие центры, влияющие на морфогенетические процессы в целом 

растении. Латеральные (боковые) меристемы образуют слои  клеток 

вдоль побега и корня. В основании междоузлий и листьев локализованы 

интеркалярные (вставочные) меристемы. 

На рост растений оказывают влияние продукты жизнедеятельности 

других растений (явление аллелопатии), микроорганизмов (антибиотики, 

регуляторы роста) и факторы внешней среды. 
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Свет. Растения воспринимают свет не только как источник энер-

гии, но и в качестве сигнала, характеризующего условия среды. В клетках 

имеются рецепторные молекулы фитохрома, опосредующие действие 

света на морфогенез. Фитохром состоит из двух белковых субъединиц и 

хромофора - незамкнутого тетрапиррола, относящегося к группе фикоби-

линов. Фитохром синтезируется в форме Ф660, поглощающей красный 

свет. Под действием красного света он переходит в активную форму 

Ф730, поглощающей дальний красный свет. Под действием дальнего 

красного света и в темноте Ф730 превращается в Ф660. Фитохром изме-

няет проницаемость клеточных мембран, регулирует движение хлоропла-

стов и влияет на синтез ферментов и стимуляторов роста гиббереллинов и 

цитокининов. 

Температура. Различают три основные температурные точки: ми-

нимальная температура, при которой начинается рост, оптимальная - наи-

более благоприятная для роста и максимальная, при которой рост пре-

кращается. В зависимости от приспособленности к температурному ре-

жиму различают теплолюбивые (минимальная температура выше 10 
о
С, 

оптимальная 30-40 
о
С) и холодостойкие (минимальная температура 0-5 

о
С, оптимальная 25-30 

о
С) растения. 

Газовый состав. Растениям необходим кислород, так как дыхание 

поставляет энергию для ростовых процессов, и углекислый газ, который в 

ходе фотосинтеза восстанавливается до органических веществ. Избыток 

углекислого газа на короткое время повышает растяжимость клеточных 

стенок и  стимулирует рост клеток (эффект «кислого роста»). 

Водный режим. Недостаточное снабжение растений водой задер-

живает рост побегов и кратковременно стимулирует с последующим тор-

можением рост корней. 

Минеральное питание. Для нормального роста необходимо доста-

точное снабжение всеми питательными элементами. Избыток азота, на-

пример, стимулирует рост вегетативной массы, но замедляет процессы 

дифференцировки и формирование цветков. 

Нормальные растительные клетки в культуре могут существовать в 

двух видах: в виде суспензии в жидкой питательной среде и на поверхно-

сти твердой питательной среды в виде каллуса. Для выращивания расти-

тельных объектов в условиях in vitro (с лат. — «в стекле») необходимы 

следующие компоненты:  

 макроэлементы;  

 микроэлементы;  

 источники углерода;  

 витамины;  

 регуляторы роста.  



14 

 

Минеральная основа питательных сред для культивирования изо-

лированных клеток и тканей должна включать все необходимые растени-

ям макроэлементы (азот, фосфор, серу, калий, кальций, магний, кремний, 

железо) и микроэлементы (бор, марганец, цинк, медь, молибден и др.).  

Макроэлементы 

Азот – один из важнейших элементов, необходимых для нормаль-

ного роста и развития растений. В культуральных средах основными ис-

точниками азота являются аммонийные (NH4
+
) и нитратные (NО3

–
) фор-

мы, хотя известно, что некоторые культуры могут использовать и азот, 

содержащийся в аминокислотах. Азот входит в состав аминокислот (бел-

ков), нуклеиновых кислот, пигментов (хлорофиллы), алкалоидов, гормо-

нов и других органических соединений. Дефицит азота характеризуется 

хлоротичностью, угнетением роста и замедлением общих темпов разви-

тия растения в целом. Большое значение для роста сеянцев имеет форма 

солей азота: аммиачные и нитратные формы азота. 

Фосфор входит в состав нуклеиновых кислот, белков, фосфолипи-

дов, фосфорных эфиров сахаров, нуклеотидов, фитина и других соедине-

ний. В растительных тканях он содержится в органической форме в виде 

ортофосфорной кислоты и ее солей. Трехзамещенные фосфорные соли 

плохо растворимы в воде и мало доступны для растений, тогда как двух-

замещенные, еще больше однозамещенные кальциевые и магниевые соли 

ортофосфорной кислоты или фосфорные соли калия, натрия и аммония 

хорошо растворимы в воде и поглощаются корневой системой растений. 

Поэтому фосфор обычно добавляют к питательным средам в виде фосфа-

та калия (КН2РО4) или фосфата натрия (NaH2PО4). Основное соединение, 

в виде которого запасается фосфор в растительных тканях, – фитиновая 

кислота. На ранних этапах развития, особенно в асептических условиях, 

сеянцы и растения-регенеранты наиболее чувствительны к недостатку 

фосфора. Особенно богаты фосфором быстрорастущие ткани, в клетках 

которых интенсифицированы метаболические процессы (меристемы). 

Визуальными признаками недостатка фосфора могут служить пурпурный 

оттенок вегетативных органов и замедленный рост. 

Калий – главный потенциалобразующий ион в процессах электро-

генеза растительной клетки. В растении калий находится в основном в 

ионной форме, имеет очень высокую подвижность и хорошо реутилизи-

руется. На сегодня известно более 60 ферментов, для нормальной работы 

которых нужны ионы калия. Важную роль играет калий в процессах по-

глощения и транспорта воды по растению, поскольку влияет на водный 

потенциал растительных клеток. Калий в питательные среды иногда вно-

сят в виде хлорида (КСl), однако чаще в виде нитрата калия (KNО3) или 

фосфата калия (КН2РО4). Калий необходим для поддержания на опти-

мальном уровне процессов роста и развития, прямо или опосредованно 
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участвуя в биосинтезе основных классов органических соединений. Де-

фицит калия тормозит процессы деления и растяжения клеток, что приво-

дит к образованию розеточных форм растений, угнетает проявление до-

минирующего эффекта апикальной почки, а также снижает интенсив-

ность фотосинтетических процессов, прежде всего вследствие уменьше-

ния скорости оттока ассимилятов. Недостаток данного элемента слабо 

проявляется визуально. Как правило, это пятнистость или изменение 

морфологии листа (скручивание, изорванный край).  

Кальций играет важную роль в клеточном метаболизме – связывает 

побочные токсичные продукты белкового обмена (образуя с щавелевой 

кислотой - оксалат кальция). В клетке в основном используется как 

строительный материал. В форме пектата кальция включается в клеточ-

ные стенки и в такой форме способствует проницаемости последних и 

транспорту углеводов и аминокислот по растению. Кальций имеет важное 

значение в процессах клеточной сигнализации как вторичный посредник. 

Очень чувствителен к флуктуациям концентраций цитозольного кальция 

цитоскелет. Кальцийзависимое функционирование цитоскелета имеет 

место в таких процессах, как внутриклеточное движение цитоплазмы 

(циклоз), клеточное деление, рост клеток растяжением. Кальций вводится 

в состав среды в виде хлорида кальция СаС12, нитрата кальция Ca(NО3)2 

или сложного фосфата кальция Са10(РО4)6(ОН)2. Манипулируя с концен-

трациями кальция, нужно четко представлять биоэкологические особен-

ности растительного объекта, так как известно, что растения принято ус-

ловно делить на три группы по отношению к солям кальция: кальциефи-

лы, кальциефобы и нейтральные виды. Эти особенности биологии необ-

ходимо учитывать при составлении питательных сред. Кроме того, как 

правило, двудольные растения содержат в своих тканях значительно 

больше этого элемента, чем однодольные. Кальций не реутилизируется, а 

накапливается в старых тканях растений. Визуальным признаком недос-

татка кальция в асептической культуре могут быть отмершие кончики 

корней и верхушки побегов. При кальциевом дефиците резко возрастает 

текучесть мембран, как следствие – нарушаются процессы мембранного 

транспорта и биоэлектрогенеза, тормозится деление и растяжение клеток, 

изменяются процессы корнеобразования. Может происходить также де-

формация формы листовых пластинок; их кончики вначале белеют, а за-

тем отмирают. 

Сера вводится в состав сред в виде сульфатов различных элемен-

тов и может поглощаться растениями только в окисленной форме в виде 

иона - SО4
2–

. В растениях сера может находиться как в окисленной, так и 

в восстановленной формах. В основном этот элемент транспортируется в 

надземные, зеленые части растений. Сера не реутилизируется, поэтому 

может в значительных количествах накапливаться в стареющих частях 
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растений. Сульфгидрильные группы входят в состав аминокислот (цисте-

ин, метионин), витаминов (липоевая кислота, биотин, тиамин), липидов, 

кофермента А. Одна из важнейших функций серы – формирование тре-

тичной структуры белков путем образования ковалентных связей ди-

сульфидных мостиков между остатками цистеина. Внешними симптома-

ми серного дефицита могут служить вновь образуемые бледные побеги. 

При ее отсутствии тормозятся процессы роста и развития, фотосинтеза, 

синтеза белков и др. Сера поддерживает нормальное развитие корневой 

системы. 

Магний добавляют к средам в виде сульфата (MgSО4•7Н2О). Имен-

но этот химический элемент придает зеленую окраску молекулам хлоро-

филла, следовательно – и фотосинтезирующим частям растений в целом. 

В семенах большая часть магния находится в виде фитина. Участие маг-

ния в процессе обмена веществ связано с его способностью регулировать 

работу ряда ферментов: он является кофактором почти всех ферментов, 

катализирующих перенос фосфатных групп, необходим для работы мно-

гих ферментов гликолиза, цикла Кребса, а также спиртового и молочно-

кислого брожения. Недостаток этого элемента может вызывать хлороз 

листьев. Магниевое голодание в первую очередь сказывается на фосфор-

ном обмене, следовательно, и на общей энергетике растения, структуре 

пластид, вызывает серьезные нарушения в биосинтезе белка. 

Железо в составе белковых молекул железо может находиться как 

в гемовой (цитохромы, пероксидаза, каталаза), так и в негемовой (в со-

ставе железосодержащих кластеров) формах. В связи с тем что железо 

принимает непосредственное участие в биосинтезе хлорофиллов и функ-

ционировании основных элементов электрон-транспортных цепей дыха-

ния и фотосинтеза, при его недостатке на молодых листовых пластинках 

могут появляться признаки хлороза, особенно между жилками листа. 

Кроме того, железо задействовано в процессах фотосинтеза и дыхания 

(переходя из трехвалентной формы в двухвалентную). Основная масса 

железа запасается в хлоропластах в виде особой формы фосфопротеида – 

фитоферритина, который является транспортабельным и может переме-

щаться по растению. В состав питательных сред этот элемент обычно 

включают в форме сульфата (FeS04 • 7Н2О). Чтобы оптимизировать дос-

тупность железа для растений, его вводят в виде хелатов [FeО4 или Fe2O4 

+ ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота) или её натриевая соль Na 

ЭДТА (трилон Б - C10H16N2O8Na2 • Н2О)] – наиболее доступной форме для 

усвоения растительными тканями. 

Кремний  в растительных организмах используется в основном как 

строительный материал для клеточных стенок, обеспечивая их прочность 

и эластичность. И хотя он практически никогда не вводится специально в 

состав питательных сред, длительное отсутствие кремния в питательной 
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среде может повлечь серьезные нарушения в структуре клеточных орга-

нелл. 

Микроэлементы 

Медь для большинства культур необходима в концентрациях 0,025-

0,020 мг/л. Подобно железу, она связывается с ферментами и участвует в 

окислительно-восстановительных превращениях. Половина меди, нахо-

дящейся в растении, сконцентрирована в хлоропластах в виде пластоциа-

нина. Кроме того, медь входит в состав некоторых растительных фермен-

тов (аскорбатоксидаза, полифенолоксидаза, супероксиддисмутаза, цито-

хромоксидаза), участвует в биосинтезе пигментов; переходя из однова-

лентного состояния в двухвалентное, принимает участие в энергетиче-

ских процессах. При недостатке меди снижается эффективность процес-

сов дыхания и фотосинтеза, нарушается лигнификация клеточных оболо-

чек. Ее дефицит провоцирует чахлый рост, темно-зеленый цвет растений 

с последующим развитием некрозов, хлороз кончиков листьев, отклоне-

ния в морфологическом развитии, отмирание апексов побегов, потерю 

тургора. В среды медь вводят в основном в виде сульфата (CuSО4 • 5Н2О). 

Цинк в растениях необходим для дыхания, участвует в белковом, 

углеводном и нуклеиновом обменах, влияет на образование аминокисло-

ты триптофана, повышает содержание фитогормонов, влияющих на нако-

пление биомассы растений, – гиббереллинов. Цинк добавляют к пита-

тельным средам как сульфат (ZnS04 • 7Н2О). В растения поступает в виде 

катиона Zn
2+

. Выступает в роли кофермента в биосинтезе хлорофиллов и 

некоторых ауксинов (необходим для синтеза триптофана – предшествен-

ника ИУК). Дефицит визуально проявляется в изменении цвета листовых 

пластинок (они приобретают желтоватый оттенок) и нарушении нор-

мального развития корневой системы. Излишек этого элемента токсичен.  

Марганец входит в состав тилакоидных мембран и участвует в фо-

толизе воды в составе одного из полипептидов. Кроме того, марганец 

способствует детоксикации активных форм кислорода (АФК), являясь 

составной частью каталитического центра ферментов Мn-

супероксиддисмутазы. На сегодняшний день известно более 30 фермен-

тов, для активации которых необходимы ионы Мn
2+

. При недостатке мар-

ганца существенно снижается выделение кислорода в процессе фотосин-

теза и количество углеводов в тканях, на листьях между жилками появ-

ляются признаки хлороза. В среды этот элемент добавляют как кристал-

логидрат сульфата (MnS04 • Н2О). 

Молибден в растения поступает в виде МоО4
2–

 и концентрируется в 

основном в надземной части молодых растущих органах растения. В ли-

стьях он сконцентрирован в основном в хлоропластах. Молибден прини-

мает непосредственное участие в процессах преобразования азота в ус-

вояемые (аммиачные) формы, поэтому его иногда называют микроэле-
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ментом азотного обмена. При недостатке молибдена в растениях накап-

ливаются в большом количестве нитраты. В среды для культуры тканей 

добавляют молибдат натрия (Na2MoО4 • 2Н2О). Это микроэлемент, пере-

дозировки которого в культуре in vitro могут быть крайне токсичны. При 

закислении сред доступность молибдена снижается. Его дефицит может 

изменять морфологию побегов и угнетать рост вплоть до полной оста-

новки.  

Бор – в растительных тканях может находиться в свободной форме 

и в виде комплексов с органическими соединениями. Этот важный мик-

роэлемент принимает участие в делении клеток и азотном обмене, регу-

лирует процессы транспорта воды, углеводов и гормонов, усиливает рост 

пыльцевых трубок. В клетках связывается с полисахаридами клеточных 

стенок. Он принимает участие в метаболизме фенолов, углеводов, нук-

леиновых кислот, ауксинов, в формировании структуры клеточных сте-

нок, регуляции процессов роста и развития. Двудольным растениям бор 

необходим на протяжении всего онтогенеза, тогда как однодольные могут 

обходиться без него вплоть до наступления репродуктивной фазы. К 

культуральным средам добавляют в виде борной кислоты (Н3ВО3). Изли-

шек бора токсичен и может вызвать гибель растения. Дефицит бора про-

является в виде отмирания апикальных меристем, деформации и хлорозов 

листовых пластинок, нарушения анатомического строения осевых орга-

нов растения.  

Кобальт в растительном организме может находиться в ионной 

форме и как порфириновое соединение (цианокобаламин). Растения не 

способны к синтезу витамина В12, поэтому его вводят экзогенно в виде 

кристаллогидрата (СоС12 • 6Н2О). Симптомы недостатка кобальта сходны 

с таковыми при азотном голодании. 

Хлор растения усваивают в небольших количествах. В среды он 

вводится в виде хлорида кальция (СаСl2 • 2Н2О). Необходим для процес-

сов фотосинтеза (фотолиз воды) и поддерживает нормальный рост расте-

ний (регуляция осмотического давления). При дефиците листья поника-

ют, листовые пластинки желтеют. Стойкий дефицит, как и излишек, лета-

лен.  

Йод добавляют к средам в виде йодида калия (KI). Входит в состав 

некоторых аминокислот, необходим в следовых количествах. 

Поскольку питание большинства культивируемых тканей является 

гетеротрофным, то обязательным компонентом питательных сред явля-

ется источник углерода, который является необходимым строительным 

компонентом и источником энергии. В большинстве сред, используемых 

для культур растительных тканей, таким источником является сахароза и 

глюкоза, обычно в концентрациях 20 - 40 г/л. Сахароза в результате авто-
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клавирования при стерилизации сред гидролизуется до более доступных к 

усвоению моносахаридов.  

Существуют автотрофные культуры обладающие значительной 

интенсивностью фотосинтеза, разработаны условия их культивирования, 

что позволяет поддерживать автотрофный рост в течение 5 – 7 пассажей. 

Однако, даже в случаях получения автотрофных культур для нормального 

роста хлорофиллоносных тканей необходимы экзогенные углеводы.  

В состав большинства питательных сред для культивирования кле-

ток и тканей растений входят витамины: тиамин, рибофлавин, биотин, 

пантотеновая кислота, пиридоксин, аскорбиновая кислота.  

Важнейшую роль в росте культуры тканей играют витамины груп-

пы В (тиамин, пиридоксин, никотиновая кислота), мезоинозит. Иногда в 

среду добавляют Са-пантотенат и холинхлорид.  

Тиамин (витамин В1) - участвует в процессах превращения углево-

дов (входит в состав пируватдекарбоксилазы). К среде вводится в количе-

стве 0,1 - 10 мг/л. Витамин В1 участвует в процессе роста корней. Много-

кратные пассажи (посевы клеток) кончиков корней без него невозможны. 

Для роста корней, помимо питательных веществ и тиамина, необходимы 

и другие витамины. При автоклавировании тиамин расщепляется на пи-

римидин и тиазол. Для роста корней томата достаточно одного тиазола, а 

для некоторых фитопатогенных грибов – только пиримидина (при необ-

ходимости организм сам синтезирует второй компонент тиамина). 

Пиридоксин (витамин В6) - входит в состав ферментов декарбокси-

лирования и переаминирования аминокислот. В среды вводится 0,1 - 1 

мг/л В6. Пиридоксин усиливает рост корней, например, у томатов и мор-

кови. 

Никотиновая кислота (витамин РР) - входит в состав окислитель-

но-восстановительных ферментов дегидрогеназ. В питательную среду РР 

вводится в концентрации 0,5 - 1 мг/л. В никотиновой кислоте нуждаются 

корни некоторых растений. Она встречается постоянно у высших и низ-

ших растений. 

Аскорбиновая кислота (витамин С) важна для стимуляции роста 

побегов. Введение аскорбиновой кислоты ускоряет укоренение черенков 

и стимулирует прорастание пыльцы. Действие аскорбиновой кислоты 

основано на ее окислительно-восстановительных свойствах: в окисленной 

форме аскорбиновая кислота превращается в вещество, тормозящее рост 

растений.  

Наиболее благоприятное влияние на рост культуры изолированных 

тканей имеет добавление к среде смеси витаминов. Чаще всего использу-

ют смеси витаминов Уайта (состоит из 3 компонентов), Мореля (6 компо-

нентов), Хендерсона (10 компонентов). 
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Содержание фитогормонов обычно является определяющим фак-

тором для успешного роста культур клеток растений, наиболее часто ис-

пользуют ауксины и цитокинины. Поскольку различные клетки и ткани в 

культуре резко отличаются по способности к автономному синтезу и ме-

таболизму отдельных групп фитогормонов, поэтому их рост в различной 

степени зависит от наличия и концентрации регуляторов роста в пита-

тельной среде. В зависимости от потребности в экзогенных ауксинах и 

цитокининах выделяют несколько групп тканей:  

 ткани, растущие на средах только с ауксинами (например, экс-

планты корня топинамбура, корней цикория);  

 ткани, требующие для роста введение в среду только цитокини-

нов (культура корешка белого турнепса);  

 ткани, для роста которых необходимы и ауксины и цитокинины 

(большинство культивируемых тканей);  

 ткани, растущие на средах с растительными экстрактами сложно-

го состава (культура моркови - кокосовое молоко);  

 опухолевые ткани, способные расти на средах без регуляторов 

роста. 

Для роста большинства тканей в условиях in vitro необходимы и 

ауксины, и цитокинины. В качестве ауксинов для получения и поддержа-

ния культур тканей чаще всего используются ИУК в концентрации 1 – 30 

мг/л, НУК в концентрации 0,1 – 2 мг/л, 2,4-Д в концентрациях менее 1 

мг/л. Показано, что ИУК в культуре клеток 300 раз менее активна, чем 

2,4-Д и в 30 раз менее активна, чем НУК. В качестве источников цитоки-

нинов в искусственных питательных средах используют кинетин, БАП, 

зеатин. БАП и зеатин проявляют более высокую активность в поддержа-

нии роста изолированных тканей и индукции органогенеза по сравнению 

с кинетином. Оптимум концентраций ауксинов и цитокининов, необхо-

димых для роста культур клеток и тканей, у разных видов растений силь-

но варьирует. В каждом конкретном случае оптимальное их соотношение 

определяется экспериментальным путем.  

В качестве источников гиббереллинов в составе культуральных 

сред используют гибберелловую кислоту, как наиболее доступную для 

индукции побегообразования у цитрусовых и поддержания роста суспен-

зионных культур.  

Абсцизовую кислоту применяют при культивировании протопла-

стов. Для индукции первичного каллуса и реже для поддержания его рос-

та иногда к питательной среде добавляют растительные экстракты или 

соки неопределенного состава, обладающие активирующими рост свой-

ствами. Как правило, это эндоспермы незрелых зародышей и весенняя 

пасока некоторых деревьев. Наибольшей ростактивирующей способно-
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стью обладает кокосовое молоко – жидкий эндосперм кокосового ореха. 

Добавление в среду 5–10 % кокосового молока за 21 день приводило к 

увеличению сырого веса эксплантов моркови в 80–100 раз. Однако в на-

стоящее время таких добавок стараются избегать в связи с трудностями 

воспроизведения результатов и наличия в них неизвестных факторов рос-

та.  

Питательные среды могут также включать и антиоксиданты: ас-

корбиновую кислоту, глутатион, дитиотриэтол, диэтилтиокарбамат, по-

ливинилпирролидон.  

Для приготовления твердых питательных сред в качестве уплот-

няющего вещества используют агар в конечной концентрации 6 – 10 г/л. 

Он образует с водой гель, плавящийся при 100 С и затвердевающий при 

45 С. Агар теряет способность образовывать гель в кислой среде. Неко-

торые компоненты агара могут отрицательно влиять на рост культуры. 

Поэтому при работе с культурами клеток растений важно использовать 

агар хорошего качества, пригодный для бактериологических работ. Такие 

нежелательные примеси можно удалить промыванием агара дистиллиро-

ванной водой. В то же время в составе агара обнаружены витамины и 

другие факторы роста. В последнее время нашли применение и другие 

гелеобразующие вещества: гельрит, биогели.  

В нативных условиях растительная клетка функционирует в узких 

пределах колебаний кислотности среды. Большинство культур изолиро-

ванных тканей растет на средах с рН 5,5–5,8. Обычно рН готовой среды 

устанавливается с помощью 10 % -ного или 1 н раствора KOH или NaOH 

или 1 н HCl перед автоклавированием. Однако надо учитывать, что после 

автоклавирования рН среды может снижаться в результате гидролиза са-

харозы.  

От состава питательной среды в значительной мере зависит успех 

выращивания клеток, тканей, органов растений. Поэтому разработке и 

совершенствованию состава сред уделялось и уделяется много внимания. 

Поскольку клетки и ткани различных растений растут и функционируют 

в различных метаболических условиях, то, по-видимому, никогда не бу-

дет создана универсальная питательная среда. Скорее совершенствование 

питательных сред должно идти в направлении разработки их специфиче-

ского состава по отношению к объекту, группе объектов или соответст-

венно целям и задачам, стоящим перед исследователями.  

В настоящее время выпускают несколько типов готовых сред в ви-

де сухих порошков, содержащих все необходимые элементы, за исключе-

нием регуляторов роста, сахарозы и агара. Коммерческие среды весьма 

удобны для обычного культивирования. Однако у них есть ряд недостат-

ков: они дороги, а их применение ограничено для исследований, в кото-

рых необходимо варьирование компонентов сред.  
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На сегодняшний день известно большое число различных по со-

ставу питательных сред. Наиболее часто используемой средой по праву 

можно назвать среду Мурасиге и Скуга. Эта среда была разработана фи-

зиологами растений Тошио Мурасиге и Фольке К. Скугом в 1962 году, во 

время поисков Мурасиге нового фитогормона. Эта среда содержит хоро-

шо сбалансированный состав питательных веществ и отличается от дру-

гих соотношением аммонийного и нитратного азота. Она подвергается 

разным модификациям, что реже относится к макро- и микроэлементам 

минеральной основы и чаще касается набора витаминов, гормональных и 

других регуляторных факторов.  

Среда Мурасиге и Скуга дает хорошие результаты при каллусооб-

разовании у большинства растений, хорошо поддерживает неорганизо-

ванный каллусный рост и вызывает индукцию морфогенеза у большинст-

ва двудольных. Число после букв МС (например, МСО или MS0 (МС-

ноль) обозначает концентрацию сахарозы в среде. Например, MS0 не со-

держит сахарозы, а MS20 содержит сахарозу в концентрации 20 г/л 

Среда Гамборга и Эвелега (среда В-5) используется при культиви-

ровании клеток и тканей бобовых растений и злаков.  

Среда Уайта служит для укоренения побегов и нормального роста 

стеблевой части после регенерации.  

Среда Нич и Нич рекомендуется для индукции андрогенеза в куль-

туре пыльников, а также морфогенеза у злаков.  

Среда Као и Михайлюка применяется для культивирования еди-

ничных (или с малой плотностью высева) изолированных протопластов и 

клеток.  

Для успешного культивирования изолированных клеток и тканей 

растений необходимо соблюдать определенные физические условия вы-

ращивания. Температурный фактор оказывает значительное влияние на 

рост в условиях in vitro, активность ферментов, часть из которых является 

необходимой для метаболизма источников питания и др.  

Температура в камерах фитотрона в большинстве лабораторий 

поддерживается на уровне 26 ± 1 С, для культуры тканей тропических 

растений она может достигать 30 С. В случае индукции морфогенеза 

температуру понижают до 18 – 20 С.  

Условия освещения также оказывают влияние на рост изолирован-

ных клеток, тканей и органов растений. Большинство каллусных тканей 

не нуждается в свете, так как они не имеют хлоропластов и питаются ге-

теротрофно. Исключение составляют некоторые зеленые каллусы, такие, 

как каллусные ткани мандрагоры. Большинство же каллусных тканей 

получают в темноте, или при рассеянном свете. Детерминированные к 

морфогенезу ткани переносят на свет и далее культивируют их при осве-
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щенности 1000–4000 лк. Культивирование изолированных меристем и их 

микроразмножение также происходит на свету.  

Кроме интенсивности освещенности на культуру ткани и ее физио-

логические особенности влияет качество света. Свет разной длины вол-

ны регулирует процессы первичного и вторичного метаболизма. Также 

необходимо учитывать фотопериод, который требуется для данного куль-

тивируемого объекта.  

Влажность в культуральной комнате должна составлять 60 – 70 %. 

Более сухой воздух способствует усыханию питательной среды в пробир-

ках и колбах, если они закрыты ватными пробками, изменению ее кон-

центрации и нарушению условий культивирования. Наилучший световой 

и температурный режимы, а также режим оптимальной влажности можно 

создать с помощью климатических камер.  

При поверхностном и суспензионном выращивании клеточных по-

пуляций большое значение имеют условия аэрации и состав газов. Хотя 

оптимальные условия газового режима в культуре клеток и тканей оста-

ются малоизученными, известно, что в зависимости от газовой смеси (ки-

слород, азот, углекислота) резко изменяется как интенсивность клеточно-

го деления, так и процессы дифференцировки и формообразования. Та-

ким образом, культивирование клеток и тканей зависит от многих усло-

вий внешней среды, и действие их не всегда хорошо известно. Поэтому 

при введении в культуру нового вида растений необходимо тщательно 

изучить влияние физических факторов на рост и физиологические харак-

теристики этой культуры. 

Фитогормоны и их физиологическая роль в регуляции роста и 

развития растения 

К числу физиологических программ, регулируемых фитогормона-

ми, относится рост и морфогенез растений, переход растений к цветению, 

плодоношение, развитие и созревание семян, их прорастание, старение 

растений, опадение листьев, покой клубней, почек, семян и многое дру-

гое. В последние годы наука достигла больших успехов в понимании то-

го, как гормоны регулируют жизнь растений, вызывая переключение ге-

нетических программ, определяющих последовательность этапов разви-

тия, а также ответ растений на внешние воздействия. Все, что известно 

сегодня о механизме действия фитогормонов, крайне важно для понима-

ния механизмов регуляции роста и развития растений, реализации их он-

тогенетической программы, а также реакции растения на стрессовые воз-

действия. Эти знания крайне важны для решения практических задач 

сельского хозяйства и биотехнологии, то есть для получения полезных 

продуктов растительного происхождения в поле, в лаборатории и в про-

мышленных условиях. Однако многие вопросы о действии фитогормонов 
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остаются еще не выясненными и представляют собою увлекательные за-

дачи для будущих исследований. 

Ауксины 

Ауксины стали известны раньше других растительных гормонов. 

Они были открыты в начале ХХ ст. голландским исследователем Ф. Вен-

том (1928), хотя впервые гипотеза о существовании у растений ростового 

вещества была выдвинута еще в 1880 г. Ч. Дарвином. В 1935 г. Ф. Кегль 

идентифицировал его как индолил-3-уксусную кислоту (ИУК). Большой 

вклад в изучение механизма действия ауксина внес советский ученый Н. 

Г. Холодный. ИУК и его производные обнаружены во всех органах рас-

тений. Особенно высоко их содержание в развивающихся почках, актив-

ном камбии, проводящих пучках, пыльце, формирующихся семенах.  

Химическая структура.  

Природные ауксины могут быть 

разделены на две группы – это ауксины, 

содержащие систему колец индола, и 

ауксины без индольных колец. Наиболее 

распространенным ауксином, широко 

применяющимся в растениеводстве, 

является индолил-3-уксусная кислота - 

ИУК (см. рисунок). Кроме ИУК в расти-

тельных тканях обнаружены другие со-

единения индольной природы, обла-

дающие ауксиновой активностью (4-

хлориндолил-3-уксусная кислота, индо-

лил-3-ацетальдегид, индолил-3-ацетонитрил, индолил-3-пировиноградная 

кислота). Наряду с ауксинами индольной природы в растениях, встреча-

ются также ауксинактивные соединения иной структуры (фенилуксусная 

кислота, фенилацетамид, -ситостерол, кампестерол и другие раститель-

ные стеролы). Кроме свободной ИУК в тканях присутствуют и связанные 

ее формы, которые делятся на два типа – низкомолекулярные (конъюгаты 

с глюкозой, миоинозитом, аспартатом, глутатаматом) и высокомолеку-

лярные комплексы (ИУК-глюканы и ИУК-гликопротеины). Содержание 

связанной ИУК обычно на 1–2 порядка превышает количество свободно-

го ауксина. Связанные формы служат для инактивации излишков ИУК, ее 

запасания и в ряде случаев для защиты при транспортировке по расте-

нию.  

Метаболизм. У высших растений ИУК синтезируется главным об-

разом в верхушечной меристеме главного побега. Основным ее предше-

ственником является аминокислота триптофан. У большинства растений 

процесс образования происходит в три стадии:  
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1) дезаминирования, в ходе, которого триптофан под действием 

трансаминазы превращается в индолил-3-пируват;  

2) декарбоксилирования индолилпирувата до индолил-3-

ацетальдегида под действием декарбоксилазы α-кетокислоты;  

3) окисления, в течение которого альдегиддегидрогеназа, кофер-

ментом которой является НАД, окисляет индолил- 3-ацетальдегид до 

ИУК.  

Инактивация ИУК происходит путем окисления или образования 

связанных форм. Окислительное разрушение ИУК может осуществляться 

энзиматически и неэнзиматически. Энзиматическое окисление ИУК про-

текает либо специфически (с помощью ИУК-оксидазы), либо неспецифи-

чески (полифенолоксидазой, которая, кроме ИУК, может работать с раз-

нообразными фенольными соединениями). Неэнзиматическое фотоокис-

ление ИУК осуществляется под влиянием ультрафиолетовых лучей (280 

нм).  

Транспорт. Передвижение ауксина по растению отличается ярко 

выраженной полярностью. В побеге он перемещается от верхушки к ос-

нованию (базипетально), а в корне – от основания к кончику (акропеталь-

но). Такой полярный транспорт ИУК вероятнее всего идет по живым 

клеткам паренхимы проводящих пучков и имеет скорость в среднем 10–

15 мм/ч. В основе транспорта ауксина лежат активные процессы, а не 

простая диффузия. На роль белков–переносчиков ИУК претендует про-

дукт гена PIN. Насосы, работающие с ИУК, по-видимому, связаны с ци-

тоскелетом и при изменении внешних факторов, например, освещения, 

могут быстро передвигаться на теневую сторону.  

Физиологическая роль. ИУК является одним из основных гормонов 

высших растений и вызывает самые разнообразные физиологические эф-

фекты:  

Рост клеток растяжением. Стимуляция клеточного растяжения – 

давно известный и наиболее изученный эффект ауксина. Очень высокие 

(сверхоптимальные) концентрации ауксина вызывают торможение роста. 

Явление роста растяжением у отрезков колеоптилей или стеблей исполь-

зуют как чувствительный биотест на ауксиновую активность;  

Деление клеток. Совместно с цитокининами ауксины вызывают 

стимуляцию деления клеток. Установлено, что ауксин необходим для 

перехода клетки из фазы G1 в S-фазу клеточного цикла, цитокинин – для 

завершения этой фазы и прохождения последующих фаз G2, М и цитоки-

неза. Ауксин стимулирует синтез ДНК, РНК, белка;  

Апикальное доминирование. Роль ауксинов в апикальном домини-

ровании можно показать экспериментально. Если удалить верхушку по-

бега, рост боковых побегов активизируется. Однако достаточно наложить 

на срез агаровый блок с ауксином, и пробуждения боковых почек не про-
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изойдет. Растение воспринимает агар с ауксином так же, как активно рас-

тущую верхушку побега;  

Ризогенез. Обработка ауксинами вызывает закладку придаточных 

корней на стебле и боковых корней на главном корне (ризогенез). Этим 

эффектом часто пользуются в сельском хозяйстве, обрабатывая трудно-

укореняемые черенки растворами ауксинов. 

Дифференциация проводящих элементов ксилемы. Под действием 

ауксина формируются проводящие ткани, преимущественно ксилема;  

Тропизмы. Регулируемый ауксином процесс растяжения клеток 

важен не только для роста колеоптилей и побегов проростков, но и для 

ориентации их по отношению к свету (фототропизм) и к силе тяжести 

(геотропизм). Здесь ауксину принадлежит важная роль в регуляции не-

одинаковой скорости роста клеток с разных сторон стебля и корня;  

Стимуляция роста бессемянных плодов. При обработке бессемян-

ных плодов раствором ауксина усиливается приток к ним питательных 

веществ, способствуя разрастанию околоплодника;  

Индукция образования этилена. В высоких концентрациях ауксины 

стимулируют синтез гормона-антагониста – этилена.  

Гиббереллины 

Это самый обширный класс растительных гормонов. В настоящее 

время их известно более 100, многие, из которых не обладают физиоло-

гической активностью в растениях. Поскольку большинство из гибберел-

линов – кислоты, их принято обозначать как ГК или GA3 (гибберелловая 

кислота или Gibberellic Acid) с соответствующим индексом, который при-

сваивается каждому новому соединению по мере открытия и идентифи-

кации. Например: ГК24, ГК53 и т.д. Наиболее распространен гиббереллин 

ГК3 (формула представлена на рис). Гиббереллины и ГК-подобные веще-

ства найдены у бактерий и грибов, бурых и зеленых водорослей, папо-

ротников, у голосеменных и покрытосеменных растений. У высших рас-

тений наиболее богаты гиббереллинами незрелые и прорастающие семе-

на, молодые растущие листья, меристематические ткани побегов, апи-

кальные зоны корней, молодые плоды.  

Химическая структура. Наиболее распространенными активными 

гиббереллинами являются GA1, GA3, GA4 и GA7, более слабой активно-

стью обладают GA5 и GA6, кото-

рые, тем не менее, играют клю-

чевую роль в гиббереллин-

зависимой индукции цветения 

однодольных. Среди прочих 

гиббереллинов большинство яв-

ляются предшественниками в 

биосинтезе активных гибберел-
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линов либо продуктами их инактивации. 

В отличие от ауксинов, критерием отнесения вещества к группе 

гиббереллинов является скорее соответствие определенной химической 

структуре нежели наличие биологической активности. Гиббереллины 

представляют собой производные энт-гиббереллана и являются дитерпе-

ноидами. Гиббереллины могут иметь тетра- или пентациклическую 

структуру (дополнительное пятичленное лактонное кольцо) и соответст-

венно содержат 20 (C20-гиббереллины, например ГК12) или 19 (C19-

гиббереллины) атомов углерода. Гиббереллины неустойчивы и быстро 

разрушаются в кислой или щелочной среде. 

В растениях гиббереллины могут находиться не только в свобод-

ной, но и в связанных формах (гликозидов, глюкозилэфиров и др.). Осо-

бенно много связанных форм гиббереллинов в семенах.  

Метаболизм. Основное место синтеза гиббереллинов – молодые 

листья. Синтезируются они, как и все изопреновые соединения, из аце-

тил-КоА через мевалоновую кислоту и геранилгераниол. Непосредствен-

ным предшественником гиббереллинов является энт-каурен. Синтез гиб-

бреллина идет в три этапа:  

1) Образование энт-каурена. Циклазы, катализирующие этот про-

цесс, присутствуют только в пропластидах меристематических тканей 

побегов. Энт-каурен покидает пластиду и дальнейший синтез идет в ЭПР 

и цитозоле.  

2) Окисление энт-каурена до ГА12-альдегида с участием моноокси-

геназ, локализованных в ЭПР и включающих цитохром Р450.  

3) Окисление ГА12-альдегида с образованием гиббереллина – ГА12, 

а затем и других гиббереллинов.  

На данном этапе биосинтез гиббереллинов разделяется на парал-

лельные ветви, которые путем модификации радикалов и замыканием 

дополнительных циклов внутри молекул приводят ко всему разнообра-

зию гиббереллинов. Большинство реакций завершающей стадии проис-

ходит в цитоплазме и связано с процессами гидроксилирования, катали-

зируемого различными растворимыми диоксигеназами. Биосинтез гиббе-

реллинов контролируется многими факторами. Образование активных 

гиббереллинов зависит от длины дня, спектрального состава света, уров-

ня ауксинов. Последовательность реакций биосинтеза может нарушаться 

в ряде пунктов под действием так называемых ингибиторов роста (ретар-

дантов). Ретарданты хлорхолинхлорид, фосфон Д блокируют реакцию 

конденсации геранилгераниолдифосфата в копалилдифосфат, фосфон Д, 

кроме того задерживает реакцию образования каурена. Эти вещества 

сильно тормозят рост растений в длину, что в конечном итоге приводит к 

карликовости. Карликовость может быть преодолена введением гиббе-

реллинов. Инактивация гиббереллинов, как и большинства растительных 
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гормонов, может осуществляться за счет образования связанных форм. 

Кроме того, в растениях существуют специфические оксидазы, которые 

необратимо переводят гиббереллины в неактивные соединения. Экзоген-

ные гиббереллины сравнительно долго остаются активными при введе-

нии в растительные ткани в отличие от ауксинов.  

Транспорт. Передвижение гиббереллинов по растению осуществ-

ляется пассивно. Они транспортируются как по ксилеме, так и по флоэме, 

что было показано в опытах с меченой ГК15. 

Физиологические эффекты.  

Удлинение стебля. Это наиболее характерный эффект, который 

гиббереллины вызывают в растениях. Особенно сильные ответные реак-

ции получены при изучении роста мутантов-карликов и розеточных форм 

растений, обрабатываемых гибберелинами.  

Прерывание покоя семян. Один из самых ранних эффектов, вызы-

ваемых гиббереллинами – это мобилизация запасных питательных ве-

ществ при прорастании семян. Обработка гиббереллином может вызы-

вать прекращение покоя и у других органов, например, у покоящихся 

почек.  

Стимуляция образования партенокарпических плодов. Гибберел-

лины стимулируют разрастание завязей, что приводит к образованию 

партенокарпических плодов. В отличие от ауксина гиббереллин способен 

вызвать партенокарпию у косточковых.  

Стимуляция цветения. Гиббереллин индуцирует цветение длинно-

дневных растений. Для вегетативной фазы таких растений, как правило, 

характерен розеточный рост, т. е. укороченный стебель, и переход к гене-

ративной фазе сопровождается сильным ростом осевого побега (стрелко-

ванием). В этих процессах гиббереллин играет определяющую роль. 

Проявление пола у растений. С помощью гиббереллина можно вы-

звать изменение пола у растений, при этом результат зависит от вида и 

даже генетической линии.  

Торможение старения. В некоторых случаях ГК способны задер-

живать старение листьев и плодов.  

Цитокинины 

Цитокинины были названы так в связи с их способностью стиму-

лировать цитокинез (клеточное деление). Больше всего цитокининов об-

наруживается в развивающихся семенах и плодах растений, а также в 

меристематических тканях.  

Химическая структура. Все природные цитокинины являются 

производными аденина, у которого аминогруппа в шестом положении 

замещена различными радикалами. Зеатин, впервые выделенный из куку-

рузы, выступает в качестве преобладающей формы цитокининов в расти-

тельных тканях. Он может быть представлен в двух формах – цис- и 
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транс-, которые взаимно превращаются друг в друга 

под действием фермента зеатинизомеразы. Более вы-

сокой биологической активностью характеризуется 

транс-зеатин, однако и цис-зеатин может выполнять 

определенную физиологическую роль (см. рисунок). 

Среди других важнейших природных цитокининов 

следует назвать изопентениладенин (ИПА) и дигид-

розеатин. В составе тРНК обнаружены нуклеотиды, 

обладающие цитокининовой активностью. Небольшим цитокининопо-

добным действием характеризуется дифенилмочевина, молекула, которой 

не содержит адениновой системы колец. Цитокинины в клетке присутст-

вуют в свободной и связанной формах.  

Метаболизм. Основным местом синтеза цитокининов вегетирую-

щего растения являются апикальные меристемы корней. Они образуются 

из азотистого основания аденина. К аденину присоединяется боковая 

изопентенильная группа, что приводит к образованию цитокининового 

скелета. Первым (и уникальным) ферментом в синтезе цитокининов явля-

ется цитокининсинтаза (изопентенилтрансфераза), катализирующая пере-

нос изопентенильной группы от изопентенилпирофосфата на аденозин-

монофосфат. Далее происходит последовательное удаление фосфатной 

группы и рибозы. Самый простой из цитокининов – изопентениладенин. 

Другие цитокинины образуются за счет модификации изопентенильного 

фрагмента (гидроксилирование, окисление, восстановление). Разрушение 

цитокининов осуществляет фермент цитокининоксидаза, который пре-

вращает зеатин, зеатинрибозид и изопентениладенин в аденин или его 

производные. Аденин может окисляться ксантиноксидазой до мочевой 

кислоты.  

Транспорт. В растении цитокинин транспортируется в акропеталь-

ном направлении с ксилемным током. В отличие от ауксинов, цитокини-

ны транспортируются пассивно и неполярно.  

Физиологические эффекты.  

Индукция деления клеток. Цитокинины индуцируют деление кле-

ток, однако их действие наблюдается лишь в присутствии ауксина. Впер-

вые это было показано на культуре ткани сердцевины стебля табака, ко-

торая нуждалась в цитокинине для активации клеточного деления. Цито-

кинины стимулируют репликацию ДНК и регулируют переходы из фазы 

G1 в S и из G2 в фазу митоза.  

Активация роста растяжением у семядолей двудольных растений. 

У изолированных семядолей редиса, огурца, тыквы, в высечках листьев 

редиса, фасоли и др. цитокинины стимулируют увеличение размера кле-

ток за счет растяжения, не влияя на деление.  
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Регуляция процессов морфогенеза в культуре тканей. Тесное взаи-

модействие между ауксином и цитокинином характерно также для про-

цессов дифференцировки. При повышенных концентрациях цитокининов 

в питательных сред для культур растительных клеток и тканей индуциру-

ется побегообразование.  

Задержка старения листьев. Иногда цитокинины называют гор-

монами «омоложения» растительных тканей. Обработка ими растений 

предотвращает распад хлорофилла и деградацию внутриклеточных 

структур у изолированных листьев. В основе этого явления лежит аттра-

гирующий эффект цитокининов.  

Снятие апикального доминирования. Если боковые почки, разви-

тие которых в норме коррелятивно заторможено, обработать цитокини-

ном, то они распускаются даже у растений с выраженным апикальным 

доминированием, например, у подсолнечника. Таким образом, цитокини-

ны снимают апикальное доминирование, вызванное ауксинами.  

Подавление роста боковых корней. Цитокинины подавляют рост 

боковых корней, поскольку повышение их концентрации в растении сви-

детельствует о благополучном развитии корневой системы, являющейся 

основным местом их синтеза.  

Образование проводящих тканей. В зоне дифференцировки корня 

цитокинины способствуют образованию преимущественно элементов 

флоэмы.  

Стимуляция прорастания семян. Естественное окончание покоя 

многих семян сопряжено с повышением уровня цитокининов, которое 

необходимо для прорастания. Цитокинины также способны прерывать 

покой спящих почек древесных растений, клубней (бегония).  

Регуляция цветения и формирования пола у растений. Цитокинины 

влияют на закладку и развитие генеративных органов у растений. Показа-

но, что при обработке цитокининами ускоряется зацветание некоторых 

длиннодневных и короткодневных видов. Следует отметить, что в про-

цессах дифференцировки генеративных органов цитокинины взаимодей-

ствуют с гиббереллинами. Цитокинины играют важную роль в формиро-

вании пола у цветка. Они способствуют формированию женских цветков 

у конопли, шпината, огурца, кукурузы. 

Открывание устьиц. Цитокинины активируют открывание устьиц, 

а также работу нижнего концевого двигателя.  

Стимуляция роста бессемянных плодов. Подобно ауксинам и гиб-

береллинам цитокинины способствуют росту бессемянных плодов, в ос-

нове которого лежит аттрагирующий эффект данных фитогормонов.  

Абсцизовая кислота 

Наблюдения за процессами развития растений привели исследова-

телей к выводу, что, помимо гормонов-активаторов (ауксины, гибберел-
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лины и цитокинины), в растительном организме должны существовать 

вещества, ответственные за торможение ростовых процессов. К таким 

гормонам относится абсцизовая кислота (АБК). АБК имеется у всех по-

крытосеменных и голосеменных растений, а также у папоротников, хво-

щей и мхов. У водорослей и печеночных мхов она отсутствует, и ее 

функции выполняет лунуларовая кислота. Особенно много АБК содер-

жится в старых листьях, зрелых плодах, покоящихся почках и семенах.  

Химическая структура. Абсцизовая кислота относится к ряду се-

сквитерпенов (С15), родственному мо-

нотерпенам и дитерпенам (включая 

гибберелловую кислоту) (см. рис.). В 

молекуле АБК присутствует один 

асимметричный атом углерода в кольце 

и поэтому молекула проявляет оптиче-

скую изомерию. Она может существовать в двух стереоизомерных (энан-

тиомерных) формах: в форме (+), или правовращающей, и в форме (–), 

или левовращающей. Синтетическая АБК представляет собой рацемиче-

скую смесь их равных количеств.  

Изучение биологической активности рацемата показало, что инги-

бирующая активность право- (+) и левовращающей (–) форм одинакова, 

однако в растительных тканях присутствует преимущественно (+) АБК. 

Природная форма абсцизовой кислоты имеет 2-цис, 4-транс-

конфигурацию боковой цепи, и ее называют просто абсцизовой кислотой, 

а 2-транс, 4-транс-изомер называют 2-транс- абсцизовой кислотой. В рас-

тениях найдена связанная форма АБК – сложный эфир абсцизовой кисло-

ты и D-глюкозы (абсцизил--D-глюкопиранозид). Он обладает вдвое 

меньшей биологической активностью, чем АБК. К природным соедине-

ниям, которые проявляют сходную с АБК биологическую активность, 

относится пиретрозин, выделенный из хризантем, ксантоксин. Пиретро-

зин обладает высокой цитотоксичностью, ингибирует растяжение коле-

оптилей пшеницы. Высокая биологическая активность ксантоксина свя-

зана с его превращением в АБК.  

Метаболизм. АБК синтезируется в листьях, корневом чехлике. 

Прямой синтез АБК из более простых предшественников (трех С5-

звеньев) показан только для фитопатогенных грибов. У растений она син-

тезируется через более сложные предшественники и обычно ее рассмат-

ривают как продукт специфической деградации каротиноидов. Первые 

этапы биосинтеза АБК связаны с виолаксантиновым циклом и протекают 

в хлоропластах. Образовавшийся транс-виолаксантин в конечном итоге 

расщепляется на два неравных фрагмента: С15 (ксантоксин) и С25. С25-

фрагмент быстро деградирует, а ксантоксин в цитоплазме превращается в 

абсцизовый альдегид. Для последнего этапа биосинтеза АБК необходим 



32 

 

молибденсодержащий белок, который катализирует превращение абсци-

зового альдегида в АБК. Примечательно, что молибденовый кофактор у 

этого фермента общий с нитратредуктазой и ксантиндегидрогеназой. При 

мутациях, затрагивающих синтез молибденового кофактора, наблюдается 

плейотропный эффект: растение не может восстанавливать нитрат и не 

способно конвертировать абсцизовый альдегид в кислоту. Инактивация 

АБК начинается с процесса гидроксилирования, протекающего на мем-

бранах эндоплазматического ретикулума. Первым продуктом реакции 

гидроксилирования является 6-оксиметилабсцизовая кислота, которая, 

по-видимому, спонтанно перестраивается в фазеевую кислоту и далее 

превращается в дигидрофазеевую кислоту.  

Транспорт. В разных органах растения наблюдается как базипе-

тальный, так и акропетальный транспорт АБК. Обнаружено ингибирова-

ние транспорта АБК анаэробиозом, разобщающими агентами, низкой 

температурой. Экзогенная АБК быстро проникает в ткани и свободно 

распространяется по растению во всех направлениях.  

Физиологические эффекты.  

Торможение роста растений. Хорошо известным эффектом АБК 

является торможение роста растений. Она выступает антагонистом аук-

синов, гиббереллинов и цитокининов: у колеоптилей овса АБК быстро (в 

течение 5 мин) тормозит действие ИУК на усиление роста растяжением, 

подавляет способность гиббереллина индуцировать синтез -амилазы в 

алейроновых слоях зерновок ячменя и устраняет задерживающее дейст-

вие цитокинина на старение листьев.  

Поддержание покоя семян. АБК – сильный ингибитор прорастания 

семян и роста почек и накапливается в них при переходе в состояние фи-

зиологического покоя. Явление покоя имеет очень большое значение для 

растений, поскольку позволяет им переждать неблагоприятные условия 

среды.  

Участие в механизмах стресса. АБК нередко называют гормоном 

осмотического стресса, поскольку ее концентрация сильно изменяется 

при водном дефиците, засолении и охлаждении. При возникновении вод-

ного дефицита в почве активируется синтез АБК в корнях и повышается 

ее содержание в ксилеме. Это служит растению сигналом, который при-

водит к закрыванию устьиц и снижению транспирации.  

Опадение листьев, цветков и плодов. Абсцизовая кислота стиму-

лирует опадение семядолей, листьев у хлопчатника, а также опадение 

цветков и зрелых плодов у винограда, маслин, цитрусовых и яблок (анти-

ауксиновое действие). Однако показано, что АБК отвечает за листопад 

только при засухе.  
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Этилен 

Этилен - первый из обнаруженных газообразных растительных 

гормонов, обладающий очень широким спектром биологических эффек-

тов.  

Метаболизм. Наибольшая скорость образования этилена наблюда-

ется в стареющих листьях и в созревающих плодах. Его синтез начинает-

ся с аминокислоты метионина. В результате его взаимо-

действия с АТФ образуется S-аденозилметионин, который 

превращается в 1-амино-циклопропан-1- карбоновую ки-

слоту (АЦК) с помощью АЦК-синтазы. АЦК можно рас-

сматривать как неактивную транспортную форму этилена, 

а количество образовавшегося этилена зависит от экспрессии гена АЦК-

синтазы. Гены, контролирующие синтез АЦК-синтазы, активируются при 

различных стрессовых воздействиях (механическое повреждение, резкие 

колебания температуры, засуха, анаэробиоз), а также гормональными 

сигналами (ауксин и сам этилен). Разрушение АЦК с образованием эти-

лена представляет собой ферментативный процесс. Этот этап требует 

наличия кислорода и катализируется ферментом АЦК-оксидазой. Однако 

в этилен превращается не вся АЦК, часть ее может образовывать очень 

устойчивую конъюгированную форму – N-малонил-АЦК. Источником 

пополнения запасов метионина в клетках является цикл Янга, в ходе ко-

торого СН3– S-группа, остающаяся от метионина после синтеза АЦК, 

вновь используется для его образования. Этилен легко окисляется до эти-

ленгликоля.  

Физиологические эффекты. Спектр физиологических процессов, 

контролируемых в растении этиленом, очень широк и включает созрева-

ние плодов и старение тканей, прорастание семян и рост клеток растяже-

нием, развитие цветков и эпинастию, образование корневых волосков и 

защиту от патогенов.  

Формирование и созревание плодов. Свойство ускорять созревание 

плодов было обнаружено у этилена еще в 20-е гг. прошлого века и с тех 

пор его широко используют.  

Замедление удлинения стебля. Хорошо изученной физиологиче-

ской реакцией растений на этилен является «тройной эффект»: замедле-

ние роста в длину стебля, его утолщение и горизонтальный рост. Эти от-

ветные реакции показаны для всех двудольных растений, а также для ко-

леоптилей и мезокотилей злаков.  

Регуляция прорастания семян. У многих видов растений перед 

прорастанием семян резко возрастает содержание этилена.  

Эпинастия. Индукция эпинастии, т. е. опускания листьев, связана с 

тем, что скорость роста клеток на верхней стороне черешка выше, чем на 
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нижней. Эпинастические движения листьев наблюдаются также при зато-

плении.  

Ускорение старения листьев и цветков. Характерным процессом, 

который активирует этилен, является ускорение старения листьев. Другой 

тип фитогормонов – цитокинины – тормозят этот процесс. Поэтому ста-

рение листьев зависит от соотношения концентраций этилена и цитоки-

нинов. Помимо листьев, этилен также ускоряет старение цветков и пло-

долистиков. Если же цветки обработать ингибиторами синтеза этилена, 

их цветение будет происходить более длительное время. На практике для 

ускорения цветения, например, ананаса и манго применяют обработку 

этиленом – через 6 – 12 ч индуцируется почти 100 %-ное зацветание рас-

тений.  

Регуляция формирования пола. Обработка этиленом также способ-

на влиять на формирование пола у двудомных растений, стимулируя, на-

пример, у огурцов образование большего числа женских цветков.  

Опадение листьев. Процесс опадения листьев определяется соот-

ношением в тканях двух гормонов – этилена и ауксина. По мере старения 

листа содержание этилена возрастает, а интенсивность транспорта и гра-

диент концентрации ИУК снижаются, что повышает чувствительность 

клеток-мишеней зоны отделения к этилену.  

Устойчивость к фитопатогенам. В ответ на внедрение фитопато-

генов в листьях многих растений начинается синтез защитных веществ, 

индуцированный этиленом. К ним относятся ингибиторы протеиназ, ко-

торые при попадании в желудок теплокровных или насекомых и вызыва-

ют сильные нарушения пищеварения. Под действием этилена растения 

могут вырабатывать фитогемаглютины. В высокой дозе фитогеммаглю-

тины смертельны. В случае инфекции самый сильный ответ – реакция 

сверхчувствительности. Пораженная клетка «отключает» систему защиты 

от активных форм кислорода, образуется очень много разных видов пере-

кисей, супероксид-анионов и других свободных радикалов, в результате 

чего клетка гибнет. Но вместе с ней гибнет и попавший в растение пато-

ген. В развитии реакции сверхчувствительности важную роль играют 

также салициловая и жасминовая кислоты, которые синтезируются и при 

действии этилена.  

Образование аэренхимы и придаточных корней. Этилен вызывает 

образование аэренхимы и придаточных корней у злаков при затоплении 

растений, что помогает перенести им возникающий в этих условиях не-

достаток кислорода.  

Регуляция роста корней. Этилен тормозит рост главного и стиму-

лирует образование боковых корней.  
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Брассиностероиды 

Вещество стероидной природы, обладающее ростостимулирующей 

активностью у растений, впервые было выделено в 1979 г. Для получения 

всего лишь 4 мг такого вещества, назван-

ного брассинолидом, пришлось собрать 

около 10 кг пыльцы рапса. В настоящее 

время выявлено более 60 соединений сте-

роидной природы, обладающих сходной 

биологической активностью и называемых 

брассиностероидами. Концентрация брас-

синостероидов наиболее высока в моло-

дых тканях (этиолированных проростках, 

меристемах, флоральных примордиях), а также развивающейся пыльце.  

Метаболизм. Биосинтез брассиностероидов идет по мевалонатно-

му пути и включает общие для других терпеновых соединений (гибберел-

линов, абсцизовой кислоты) стадии. Первым специфическим продуктом, 

из которого происходит биосинтез остальных брассиностероидов, являет-

ся 24-метиленхолестерол, превращающийся в кампестерин и кампеста-

нол. От кампестанола расходятся две параллельные ветви биосинтеза, 

которые в итоге заканчиваются брассинолидом – физиологически актив-

ным брассиностероидом.  

Транспорт. Брассиностероиды – высокогидрофобные молекулы, 

но зарегистрировано образование гидрофильных гликозидов, сульфатов и 

ацилпроизводных брассиностероидов. Именно в форме таких гидрофиль-

ных производных брассиностероиды транспортируются по растению.  

Физиологические эффекты.  

Стимуляция роста растяжением. Одной из особенностей брасси-

ностероидов является способность стимулировать ростовые процессы в 

очень низких концентрациях. Стимулирующее действие брассиностерои-

дов на ростовые процессы связано с активацией процессов деления и рас-

тяжения клеток.  

Регуляция процессов клеточной дифференцировки. Брассиносте-

роиды регулируют процессы клеточной дифференцировки. Наряду с аук-

синами, брассиностероиды необходимы для запуска синтеза таких фер-

ментов, как фенилаланинаммиаклиаза (ФАЛ) и гидроксилаза коричной 

кислоты, участвующих в лигнификации клеточных стенок при образова-

нии элементов ксилемы.  

Ингибирование образования боковых корней. Действие на корне-

вую систему брассиностероидов и ауксинов заметно различается: если 

ауксины стимулируют образование боковых корней, то брассиностерои-

ды ингибируют их образование.  
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Участие в процессах фотоморфогенеза. Полагают, что брассино-

стероиды выполняют функцию репрессоров светозависимых генов мор-

фогенеза.  

Повышение устойчивости растений к стрессовым воздействиям. 

Экзогенная обработка брассиностероидами оказывает влияние не только 

на процессы роста и развития растений, она может повышать их устойчи-

вость к таким стрессовым воздействиям, как резкие колебания темпера-

туры, засухи, засоление, аноксия и воздействие патогенов. В больших 

дозах брассиностероиды сдерживают рост и повышают устойчивость к 

неблагоприятным внешним факторам, что позволяет рассматривать их 

как перспективную для практического применения в растениеводстве 

группу фитогормонов.  

Жасмонаты 

Впервые жасминовая кислота была выделена из эфирного масла 

жасмина крупноцветкового, где она присутствует в виде летучего эфира – 

метилжасмоната (см. рис.), еще в 1962 г., но физиологическое действие 

этого вещества на растения было обнаружено в 1980-х гг. Кроме жасми-

новой кислоты, в растениях обнаружены другие соединения, близкие по 

структуре и выполняющие те же функции, что и 

жасмонаты. Это кукурбиновая кислота из тыквы и 

тубероновая кислота из картофеля. У животных и 

некоторых растений очень близкими по структуре 

и биосинтезу являются простагландины. Содер-

жание жасминовой кислоты в тканях растений 

возрастает при таких механических раздражениях, 

как изменение тургорного давления при водном 

дефиците, движение усиков, взаимодействие кор-

невых волосков с частицами почвы. Концентрация жасминовой кислоты 

наиболее высока в зонах клеточного деления, молодых почках, цветках, 

тканях околоплодника, в гипокотильном крючке бобовых растений.  

Метаболизм. Биосинтез жасминовой кислоты начинается с гидро-

лиза фосфолипидов при активации фосфолипазы А. Далее освободившая-

ся из липидов линоленовая кислота под действием липоксигеназы пре-

вращается в перекисное производное и под действием соответствующих 

ферментов формирует пятичленный цикл, служащий основой для образо-

вания жасмоната. Установлено, что жасмонаты повышают активность 

липоксигеназы, стимулируя свой собственный биосинтез. Жасминовая 

кислота может метилироваться, переходя в физиологически активный 

метилжасмонат, но возможно и гликозилирование, и тогда жасмонат пе-

реходит в неактивную (запасную) форму. Этерификация жасминовой ки-

слоты придает ей летучесть. Предполагают, что метилжасмонат (как и 
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этилен) через воздушную фазу способен воздействовать на отдаленные 

ткани растения и на соседние растения.  

Физиологические эффекты. Жасмонаты участвуют в двух прини-

ципиально различных регуляторных процессах: сдерживают вегетатив-

ный рост и усиливают реакции иммунного ответа.  

Изменение биосинтеза белка. При воздействии жасмонатами в те-

чение 24 часов и менее подавляется биосинтез белков, связанных с фото-

синтезом (например, РБФК), разрушается хлорофилл. К уникальной фи-

зиологической реакции, запускаемой жасмонатами, относится синтез ве-

гетативных запасных белков (VSP). По-видимому, с помощью жасмона-

тов растение создает новые временные депо нерастворимых азотных со-

единений, регулирует донорно-акцепторпные отношения в азотном мета-

болизме. Параллельно с VSP наблюдается синтез белков, характерных 

для водного дефицита. Появление этих белков в тканях сопровождается 

ослаблением флоэмного тока, закрытием устьиц (перекрывающаяся реак-

ция с АБК).  

Повышение устойчивости растений к фитопатогенам. Повреж-

денные фитопатогенами ткани отличаются очень высокой концентрацией 

жасминовой кислоты, которая вызывает синтез экстенсинов (происходит 

упрочнение клеточной стенки и замедление роста, что неблагоприятно 

для патогенов), белков-тионинов (небольшие богатые цистеином белки, 

связывающиеся с мембранными структурами патогена с токсическим эф-

фектом), фитоалексинов (индуцибельных защитных соединений), сали-

циловой кислоты и короткого пептида системина.  

Салициловая кислота 

Салициловая кислота (СК) впервые была выделена из ивы (Salix) 

еще в XIX ст. О физиологическом эффекте салицилатов в растениях стали 

говорить только в 1980-е годы, когда было подробно изучено явление 

термогенеза у ароидных. Термогенез – это способность организма выра-

батывать тепло для поддержания постоянной температуры тела и обеспе-

чения работы всех его систем. 

Метаболизм. Биосинтез салицилата в растениях начинается с ак-

тивизации ФАЛ. При этом фенилаланин превращается в транс-коричную 

кислоту, которая в результате последовательных 

окислений дает бензойную кислоту – непосредст-

венную предшественницу салицилата. СК может 

образовывать метиловый эфир и (или) связываться 

с глюкозой под действие глюкозилтрансферазы. 

Однако, если β-D-глюкозил-салицилат – неактив-

ное соединение, то метилсалицилат является мо-

бильным летучим предшественником, который 

легко превращается в тканях-мишенях в СК.  



38 

 

Физиологические эффекты.  

Регуляция термогенеза салициловой кислотой относится к частной 

физиологии семейства ароидных и некоторых других растений.  

Повышение устойчивости растений к фитопатогенам. Салицило-

вая кислота относится к фитогормонам, которые обеспечивают растению 

устойчивость к повреждению различными патогенами. В ответ на обра-

ботку растений салициловой кислотой начинается синтез PR-белков 

(pathogenesis related proteins). Их делят на несколько классов. Белки PR-1 

класса отвечают за проявление системной устойчивости (т. е. устойчиво-

сти во всем растении далеко от непосредственного места контакта с пато-

геном). PR-1 белки токсичны для многих грибов, хотя механизм токсиче-

ского действия пока еще не достаточно изучен. PR-2 белки оказались β-

1,3-глюканазами, расщепляющими глюканы клеточной стенки растений и 

некоторых грибов на более короткие фрагменты. Фрагменты глюканов 

также способны вызывать иммунную реакцию растительных клеток. PR-3 

класс белков – хитиназы, которые расщепляют хитин клеточных стенок 

грибов. Появление низкомолекулярных продуктов деградации хитина 

является сигналом о том, что в место повреждения попали гифы гриба. К 

PR-4 классу относят гевеинподобные белки, которые отвечают за «склеи-

вание» латекса при повреждениях. Заметим, что эти физиологические 

ответы частично перекрываются с ответами на этилен и жасминовую ки-

слоту.  

Изменение активности ферментов. Салициловая кислота может 

связываться с некоторыми Fe-содержащими белками (например, с катала-

зой). При взаимодействии с салицилатом активность каталазы падает, 

концентрация перекиси водорода и других активных форм кислорода 

растет. К этому же эффекту приводит взаимодействие салицилата с ас-

корбатоксидазой. Повышение концентрации активных форм кислорода 

стимулирует образование новых порций салициловой кислоты, что при-

водит к усилению эффекта. В крайнем выражении обработка салициловой 

кислотой может вызвать гибель клеток (запускается реакции сверхчувст-

вительности). Таким образом, салицилат, в отличие от других гормонов, 

непосредственно участвует в аллостерической регуляции работы ряда 

ферментов. Для развития физиологического ответа, как правило, необхо-

дима достаточно высокая концентрация салицилата (до 10
–3

 –10
–5

 моль/л), 

поэтому часто дискутируют о том, стоит ли включать салициловую ки-

слоту в список растительных гормонов.  

Фузикокцин 

К природным регуляторам роста относится и фузикокцин, откры-

тый как токсин, выделяемый патогенным грибом Phusicoccum amygdali. 

Сейчас известно более 15 соединений этой группы, которые обозначают-

ся буквами: А, В, С и т. д.  
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Химическая природа. Фузикокцины относятся к терпеноидам. Ос-

новной фузикокцин цветковых растений обозначается буквой А и пред-

ставляет собой дитерпен с молекулярной 

массой 680 и формулой С36Н56О12. В клетках 

высших растений его содержится 10
-5

—10
-8

 

г/кг сырой массы. 

Физиологические эффекты. Фузикок-

цин по своему действию на клетки похож на 

ауксин.  

Стимулирует растяжение клеток 

корней, стеблей, колеоптилей, листьев, при-

чем даже активнее, чем ИУК. 

Стимулирует прорастание семян, по-

вышает всхожесть семян при повышенных и пониженных температурах, 

избыточном увлажнении, при засолении. 

Открывание устьиц в присутствии и в отсутствие света (антаго-

нист АБК). Это связано с тем, что он активирует работу Н -АТФазы и 

калиевых каналов на плазмалемме. Под действием фузикокцина протоны 

выбрасываются из клетки в ее свободное пространство, а в клетку посту-

пают осмотически активные вещества (ионы, сахара и др.).  

Стимуляция транспорта в клетки ионов кальция, хлора, глюкозы, 

аминокислот, а также дыхание клеток и корнеобразование. 

Антистрессовое влияние. Замачивание семян в растворе фузикок-

цина (0,68 мг/л), а также опрыскивание им в фазу кущения растений ози-

мых пшениц, ржи или ячменя (0,34 мг/л) повышает их морозоустойчи-

вость благодаря лучшему развитию фотосинтетического аппарата у обра-

ботанных растений и накоплению ими большего количества сахаров в 

клетках. Лучше развивается и эндоплазматический ретикулум. Фузикок-

цин защищает растения риса при засолении, повышает устойчивость 

клубней картофеля к некоторым заболеваниям. 

Олигосахарины 

Роль коротких углеводных молекул – олигосахаридов – в регуля-

ции физиологических процессов у растений обсуждают с конца 1980-х 

годов, когда было обнаружено, что продукты деградации клеточной стен-

ки паразитического гриба фитофторы могут вызвать специфичную им-

мунную реакцию у растений. Даже небольших перестроек углеводного 

скелета было достаточно, чтобы этот эффект исчез. Те олигосахариды, 

которые вызывали физиологический эффект, были названы олигосахари-

нами. Таким образом, каждый олигосахарин является олигосахаридом, 

однако не каждый олигосахарид – олигосахарин. Олигосахарины образу-

ются как продукты расщепления полисахаридов клеточной стенки. Фак-

тором, вызывающим расщепление, могут быть как собственные фермен-
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ты растительных клеток, так и ферменты грибов или бактерий. В состав 

олигосахаринов могут входить ксилоза, рамноза (см. рисунок), галактоза, 

остатки уроновых кислот. Иногда в состав олигосахаринов входит много 

атомный спирт инозит, остаток которого происходит из гликолипидов 25 

мембран. Короткие фрагменты хитина, обра-

зующиеся под действием растительных хи-

тиназ при грибной инфекции, также являют-

ся олигосахаринами, хотя они происходят из 

чужеродного объекта. 

 Физиологические эффекты. Помимо 

участия в развитии специфичной иммунной 

реакции растений в ответ на патогенны, оли-

госахарины, как физиологически активные 

олигосахариды, регулируют протекание и других процессов.  

Стимуляция клеточного деления в культуре in vitro. Было обнару-

жено, что олигосахаридная фракция суспензионной культуры клена сти-

мулирует деление клеток у многих объектов в культуре in vitro.  

Стимуляция созревания плодов. Еще один физиологический эф-

фект, в котором участвуют фрагменты клеточной стенки растений – со-

зревание плодов. При этом ферменты, разрушающие разнообразные гли-

каны клеточной стенки, высвобождают активные олигосахарины, кото-

рые способны стимулировать дальнейшее созревание.  

Образование клубеньков у бобовых растений. Специфические оли-

госахарины используются как сигнальные молекулы при узнавании сим-

бионтов в системе Rhizobium – растение-хозяин. Без обмена олигосахари-

нами клубеньки бобовых растений не образуются.  

Полипептидные гормоны  

 Первый полипептидный гормон, получивший название системина, 

был обнаружен у растений в 1991 г. В настоящее время выделены и оха-

рактеризованы и другие короткие пептиды, которые играют важную сиг-

нальную функцию у растений. Как правило, они синтезируются в клетках 

в виде более крупных белков-предшественников, а затем в результате 

протеолитических реакций происходит «созревание» коротких пептидов. 

Они выходят из клетки в апопласт и оказывают физиологическое дейст-

вие на другие клетки. Системин представляет собой полипептид, состоя-

щий из 18 аминокислот. Контроль за биосинтезом системина осуществля-

ет жасминовая кислота.  

Физиологическая роль системина заключается в обеспечении сис-

темного ответа на механическое повреждение и проникновение патогенов 

в растение: индукция синтеза ингибиторов протеиназ и фитоалексинов. 

Идентифицирован рецептор системина, представляющий собой полипеп-

тид с молекулярной массой 160 кДа и локализованный в плазмалемме. Из 
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суспензионной культуры аспарагуса был выделен еще более короткий 

пептид (всего 4–5 аминокислот), в состав которого входил сульфатиро-

ванный тирозин. Добавление этого пептида вызывало увеличение скоро-

сти деления клеток in vitro, повышало митотический индекс. Этот пептид 

был назван фитосульфокином. Фитосульфокин обнаруживается в местах 

активного деления клеток, способствуя органогенезу (образованию ли-

стьев, боковых корней и т. д.).  

Другие обнаруженные короткие пептиды регулируют достаточно 

специфичные функции в растениях. Так, пептид CLAVATA 3, содержащий 

78 аминокислот, синтезируется в верхних слоях центральной зоны мери-

стемы (делящихся клетках). Он необходим для регуляции размера апи-

кальной меристемы побега у арабидопсиса. Короткий пептид SCR из 53–

57 аминокислот выделяется прорастающим пыльцевым зерном у капусты. 

Для каждой линии капусты характерен свой особый вариант SCR-

пептида. Рецептор к SCR находится в тканях рыльца, и при узнавании 

пептида развитие пыльцевой трубки останавливается. Таким способом 

капуста избегает самоопыления.  

 

Негормональные регуляторы роста 

Природные регуляторы роста. Помимо фитогормонов, в растени-

ях имеются природные соединения негормональной природы, регули-

рующие рост. Это некоторые фенолы, фенолкарбоновые кислоты, обла-

дающие ауксиновой активностью, производные мочевины, которым при-

сущи свойства цитокининов, и некоторые виды витаминов.  

Соединения фенольной природы (кофейная, хлорогеновая, корич-

ные кислоты и др.) не передвигаются по сосудам, накапливаются в клет-

ках в больших количествах, действуют там же, где образуются и дейст-

вуют в концентрациях, в 2–3 раза больших, чем гормоны. Однако они 

способны оказывать сильное ингибирующее, а в некоторых случаях и 

стимулирующее действие на рост. Ауксины и фенольные ингибиторы 

имеют общего предшественника – шикимовую кислоту. Фенолкарбоно-

вые кислоты (кофейная, феруловая, синаповая) защищают ауксины от 

разрушения ИУК-оксидазой, другие фенольные соединения, наоборот, 

вызывают уменьшение синтеза ИУК и ускорение ее распада.  

Синтетические регуляторы роста. Со времени открытия природ-

ных ауксинов было получено много синтетических веществ, обладающих 

сильным ауксиноподобным действием. Они относятся к разным классам 

соединений: производные индола (индолил-3-пропионовая кислота, ин-

долил-3-масляная кислота); хлорзамещенные феноксипроизводные (2,4-

Д, 2,4,5-Т и др.); производные нафтилалкилкарбоновых кислот (1-НУК 

или ее калиевая соль, 2- нафтоксиуксусная кислота); производные бен-

зойной кислоты; производные пиколиновой кислоты. Синтетические ана-
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логи эффективно связываются с рецепторами ауксина, однако слабо 

взаимодействуют с системой транспорта или окислительной деградации 

естественных ауксинов.  

Высокой биологической активностью характеризуются кинетин 

(фурфуриладенин) и 6-бензиламинопурин (6-БАП), которые являются 

синтетическими аналогами природных цитокининов.  

В группу регуляторов роста с ретардантным эффектом относятся - 

хлормекватхлорид (ССС, (хлористый (2-хлорэтил)-триметиламмоний), 

тринексапак-этил, хлорид-N,N-диметил-N(2-хлорэтил)гидразиния, 2-

хлорэтилфосфоновая кислота.   

В группу регуляторов роста, обладающих комплексным воздейст-

вием на растения относятся - 1-хлорметилсилатран, 2-(1,3-диоксоланин-2) 

фуран, 2-метил-4-димегиламинометилбензимидазол-5-ол-дигидрохлорид, 

2- оксо-2,5-дигидро-фуран, 5-этил-5-гидроксиметил-2(фурил-2)-1,3 диок-

сан, α-аминоглутаровая и α -аминоуксусная кислоты, аммоний диметил-

фосфорнокислый, арахидоновая кислота, ацетиленовый спирт, гидрокси-

коричная кислота, дигидрокверцетин, меламиновая соль 

бис(оксиметил)фосфиновой кислоты, соли гуминовых кислот, сукцинат 

хитозаний глютаминия, ортокрезоксиуксусной триэтаноламмониевая 

соль, поли- бета- гидроксимасляная кислота, тритерпеновые кислоты, 

этан-1,2-карбоновая кислота.  

Отдельную группу составляют продукты жизнедеятельности мик-

роорганизмов Acremonium lichenicola, Cylindrocarpon magnusianum, 

Preudomanas aureofaciens, Pseudoonas fluorescens. 

Механизмы взаимодействия фитогормонов 

Взаимодействие гормонов можно рассматривать в двух планах – 

метаболическом и функциональном. Метаболическая взаимосвязь заклю-

чается в том, что одни фитогормоны влияют на метаболизм других фито-

гормонов. С другой стороны, наблюдается строгая согласованность в ме-

ханизмах действия фитогормонов на функциональную активность клеток 

и тканей. Для включения или поддержания тех или иных физиологиче-

ских программ необходимо определенное качественное сочетание и ко-

личественное соотношение фитогормонов - их функциональная взаимо-

связь.  

Метаболическая взаимосвязь фитогормонов. Многие фитогормо-

ны имеют общих химических предшественников. Так, гиббереллины, 

цитокинины, АБК, брассиностероиды синтезируются из мевалоновой 

кислоты; ИУК, этилен – из аминокислот триптофана и метионина. Это 

может сказываться в регуляции определенных физиологических меха-

низмов растения. В зависимости от условий внешней среды (длины дня, 

температуры, влажности) из вещества-предшественника может образо-

ваться тот или иной фитогормон. Известно, что фитогормоны могут сти-
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мулировать или ингибировать синтез другого гормона. Известно, что 

ИУК индуцирует синтез этилена и способствует синтезу цитокининов. 

Действие ГК, часто сопровождается увеличением уровня содержания 

ауксина. Гиббереллин увеличивает продукцию этилена. Цитокинины 

усиливают синтез ИУК и снижают уровень содержания свободной АБК в 

тканях. Под влиянием цитокининов увеличивается синтез гиббереллинов 

и этилена. Этилен тормозит транспорт ИУК и содействует увеличению 

уровня содержания АБК. Конкретные механизмы всех этих взаимодейст-

вий пока неизвестны. В ряде случаев действие одного фитогормона на 

метаболизм других фитогормонов осуществляется не непосредственно, а 

является следствием механизма их действия на функциональную актив-

ность тканей.  

Функциональное взаимодействие фитогормонов. Взаимодействие 

может иметь характер синергизма, антагонизма или аддитивности. Си-

нергетический эффект проявляют цитокинины и ауксины при индукции 

клеточного деления в ткани каллуса. Действие одних гормонов часто ан-

тагонистично действию других. ИУК усиливает поступление питатель-

ных веществ в верхушку стебля, но подавляет рост пазушных почек. Уве-

личение концентрации цитокининов в верхушке стебля тормозит дейст-

вие ИУК, поэтому начинают расти боковые почки. Гиббереллин усилива-

ет рост стебля, АБК наоборот – тормозит. Абсцизовая кислота подавляет 

синтез и выделение α-амилазы, индуцированной гиббереллином; Ингиби-

рующее действие абсцизовой кислоты могут снять цитокинины. Цитоки-

нины усиливают синтез хлорофиллов в листьях, а АБК тормозит этот 

процесс, стимулируют процесс старения и отпадения листьев. ИУК вме-

сте с цитокининами ускоряет рост листьев, а АБК ингибирует ростовые 

процессы.  

Таким образом, характер и тип роста зависят от соотношения в 

тканях фитогормонов, как стимулирующих, так и ингибирующих росто-

вой процесс. Механизмы регуляции соотношение фитогормонов в зави-

симости от условий внешней среды заложены в генотипе растения и яв-

ляются предметом пристального изучения.  

Основные принципы использования экзогенных фитогормонов. Для 

успешного применения фитогормонов необходимо учитывать следую-

щее.  

Во-первых, экзогенные гормоны оказывают действие лишь тогда, 

когда в растении существует недостаток эндогенных гормонов. Если в 

клетках растения много эндогенных ауксинов, то вероятно обработка эк-

зогенным гормоном может не дать результата или, наоборот, привести к 

обратному действию.  

Во-вторых, клетки должны быть восприимчивы к фитогормонам и 

это связано с общим состоянием клетки. На определенной фазе роста 
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клетка может быть восприимчива к введению данного гормона, а на дру-

гом – нет. Компетентность клетки определяется наличием в ней соответ-

ствующих рецепторов.  

Практическое применение фитогормонов и синтетических регуля-

торов роста в растениеводстве началось с 40-х гг. XX в. Они успешно 

используются в плодоводстве и садоводстве, для борьбы с полеганием 

хлебных злаков, для предотвращения прорастания клубней, корнеплодов 

и луковиц во время их хранения, для борьбы с сорной растительностью и 

для многих других целей.  

В последнее время вместо ИУК и зеатина часто используют их 

синтетические аналоги. Это обусловлено целым рядом причин: в пита-

тельную среду добавляют оптимальное для развития каждой конкретной 

культуры соотношение экзогенных фитогормонов; однако пассируемые 

ткани содержат какое-то количество эндогенных гормонов, вследствие 

чего в начальный период культивирования создается избыток регулято-

ров роста. Позднее, по мере инактивации регуляторов роста, концентра-

ция их постепенно снижается и к концу культивирования становится ни-

же оптимальной. В связи с этим в любой культуре почти всегда отмеча-

ются колебания концентраций регуляторов роста на протяжении периода 

культивирования, что негативно сказывается на скорости роста. Чем ин-

тенсивнее инактивируется гормон, тем выше амплитуда колебаний. Син-

тетические аналоги гормонов в растительных организмах инактивируют-

ся намного медленнее, что, соответственно, значительно сокращает ам-

плитуду колебаний концентраций фитогормонов и положительно сказы-

вается на росте культур растительных тканей in vitro. 

Ауксин и его синтетические аналоги используются при вегета-

тивном размножении трудно укореняемых видов деревьев. Обычно ис-

пользуют не саму ИУК, которая быстро разрушается, а ее синтетические 

заменители: 2,4-Д, 1-НУК и ИМК, особенно две последние, так как они 

относительно стабильны и не фитотоксичны, а также другие производные 

нафталиновой кислоты и фенола: фенилуксусная, феноксиуксусная и дру-

гие кислоты..  

β-Индолилуксусная кислота (ИУК, индолил-3-уксусная кислота; 

C10H9NO2) часто применяется для укоренения микрочеренков in vitro (в 

дальнейшем может угнетать корнеобразование). На ювенильных этапах 

развития основным источником ИУК является эндосперм и семядоли, 

которые обеспечивают гормонами надземную и подземную части расте-

ния. ИУК – главный гормон растений и во многом именно она обуслов-

ливает апикальное доминирование и аттрагирующий эффект.  

β-Индолилмасляная кислота (ИМК, индолил-3-масляная кислота; 

C12H13NO2) – еще один гормон укоренения, обычно используемый куль-

тиваторами. Может синтезироваться в растениях природным путем, од-
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нако существует и искусственный аналог. В составе сред структурно бо-

лее устойчива, чем ИУК, поэтому предпочтительна для индукции корне-

образования in vitro (в дальнейшем может угнетать их формирование). 

α-Нафтилуксусная кислота (НУК, 1-нафтилуксусная кислота; 

C12H10O2) – также промотор корнеобразования, который часто использу-

ют для поддержания стабильного роста каллуса (дальше может угнетать 

корнеобразование). 

2,4-Дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д; С8Н6Сl203) – синтети-

ческий ауксин, который получил наибольшее распространение на практи-

ке. Обычно способствует делению клеток, тем самым поддерживая хоро-

ший рост культуры. Это соединение широко используется при размноже-

нии in vitro для инициации роста каллуса. Однако в некоторых случаях 

было отмечено ингибирующее действие 2,4-Д на образование тех или 

иных вторичных соединений в каллусах. Известно, что 2,4-Д разобщает 

процессы окислительного фосфорилирования и тем самым нарушает 

обеспечение митоза энергией. Следовательно, эти вещества препятствуют 

началу митоза, но не удвоению хромосом, т. е. митоз не наступает, но 

объем ядер увеличивается. Следует отметить, что во многих случаях важ-

ное значение имеет используемая концентрация 2,4-Д. 

Дикамба (3,6-дихлор-2-метоксибензойная кислота; С8Н6С12О3) – 

синтетический регулятор роста типа ауксина, который используется как 

гербицид. В асептической культуре в основном применяют для инициа-

ции каллусообразования. 

Ауксины обычно используются в средах либо в комбинациях с ци-

токининами (на стадии мультипликации), либо без них (если необходимо 

укоренить растения).  

Цитокинины и его синтетические аналоги наряду с ауксином, 

является обязательным фактором, необходимым для получения культуры 

дедифференцированной каллусной ткани. Используя кинетин, можно ре-

гулировать направление морфогенеза в культуре изолированных тканей. 

Добавление цитокининов к питательным средам способствует формиро-

ванию более коротких побегов с крепкими стеблями, что может быть по-

лезным в период перед высадкой в субстрат. Обычно вносятся в среды 

для укоренения. Особенно четко проявляется потребность в цитокининах 

для образования каллуса при использовании ИУК. Когда же в среду вво-

дят 2,4-Д, она резко уменьшается либо совсем исчезает. Однако в ряде 

случаев через несколько пассажей потребность в них может полностью 

исчезнуть. Вероятно, это связано с увеличением способности к синтезу 

растениями собственных цитокининов. 

Зеатин (C10H13N50) часто используют как альтернативу цитокини-

нам типа 2-изопентиладенина (2-IP), бензиладенина (БА) или кинетина. 

Молекулярные структуры зеатина и кинетина сходны. Зеатин – домини-
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рующий вид цитокининов в растительных тканях; равно как и другие ци-

токинины, может содержаться в растениях в форме рибозидов, риботидов 

или гликозидов, являющихся транспортной или запасной формой гормо-

на. 

6-Бензиламинопурин  (6-БАП; C12H11N5) синтетическое соединение 

используется в культуре ткани чаще других цитокининов, как промотор 

пробуждения пазушных почек, для процессов клонального размножения, 

однако известно, что это препятствует нормальному корнеобразованию. 

Поэтому в работе часто практикуется промежуточное культивирование на 

средах со сниженной концентрацией БАП, после чего регенеранты пере-

водят на среды для укоренения. 

БПА, или ПБА (N-бензил-9-(2-тетрагодропиранил) аденин; 

C17H19N5О) – синтетический регулятор роста цитокининового типа, кото-

рый иногда используют для увеличения объема каллусной массы или 

инициации пазушных почек. 

2-IP (N6-(2-изопентил) аденин; C10H13N5) – искусственный компо-

нент прописей многих сред для культуры тканей высших растений. Ини-

циирует активное деление клеток и их последующий нерегулируемый 

рост. Первоначально был обнаружен у некоторых штаммов 

Corynebacterium fasscians. 

Кинетин (6-фурфуриламинопурин; C10H9N5O) – регулятор роста, 

который был выделен из молок сельди. Часто используется в средах как 

промотор деления клеток (увеличивает частоту митозов в меристемах). В 

низких концентрациях это вещество сокращает продолжительность ин-

терфазы. 

Гиббереллины – группа природных соединений. Удлинение стеб-

лей под действием гиббереллинов достигается вследствие резкой актива-

ции процессов деления и растяжения клеток интеркалярных меристем. 

Ауксины на этот процесс не влияют; в свою очередь, гиббереллины не 

действуют или оказывают слабое действие на рост изолированных меж-

доузлий, сильно реагирующих на обработку ауксином. 

Абсцизовая кислота синтезируется во всех органах растения, кон-

центрация активной формы АБК, определяется процессами ее синтеза, 

метаболизма компартментации и транспорта. Угнетает рост и образова-

ние растворимых фенольных соединений и лигнина в клетках. Образова-

ние in vitro соматических эмбриоидов часто происходит с различными 

морфологическими нарушениями. В этом случае добавление в среду АБК 

нормализует эмбриогенез. Торможение роста, вызываемое АБК, сопро-

вождается подавлением синтетических процессов и ускорением старения 

тканей. 

Ancymidol (C15H16N2О2) – коммерческий препарат, ретардант с ци-

токининовым эффектом, известный под названием A-Rest. Иногда его 
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используют, чтобы сократить количество нежелательных боковых побе-

гов или инициировать рост почек у некоторых культур. 

Пара-хлорфеноксиуксусная кислота (С8Н7СlО3) – ауксиноподоб-

ный регулятор роста.   

Этилен (С2Н4) – природное соединение, которое не является ком-

понентом сред, при культивировании в асептических условиях надо учи-

тывать, что растения in vitro также активно его продуцируют; это может 

иметь нежелательные последствия в виде относительной замкнутости 

сосудов для культивирования. Известно, что витрифицированные (овод-

ненные) культуры выделяют значительно больше этилена. Поскольку 

синтез этилена индуцируется в стрессовых условиях (in situ – критиче-

ские температуры, патогены, засуха, аноксия; in vitro – длительные пас-

сажи), его иногда называют стрессовым гормоном. Этилен способен уг-

нетать процесс полярного транспорта ауксина и таким образом влиять на 

динамику содержания ауксинов в тканях. 

Paclobutrazol (DL-1,2,4-триазол-3-аланин) – ретардант с цитокини-

новым эффектом; добавляется в культуральные среды на последней ста-

дии выращивания для оптимизации адаптации пробирочных растений. 

Phloroglucinol (1,3,5-триоксибензол), согласно данным некоторых 

авторов, обладает бактерицидными свойствами; может иногда поддержи-

вать рост отдельных культур. Кроме того, может использоваться как ан-

тиоксидант и при обработке витрифицированных растений. 

TIBA (2,3,5-трийодобензойная кислота) может замедлять образова-

ние нежелательного каллуса и поддерживать рост некоторых культур; 

блокирует транспорт ауксинов в растительных тканях. 

Фузикокцин – значительно стимулирует прорастание светочувстви-

тельных семян в темноте и рост зародышей, действуя на них более эф-

фективно, чем гиббереллины и БА. Показана его способность полностью 

нейтрализовать ингибирующее действие на прорастание семян красного 

цвета видимого излучения, неблагоприятных температур и осмотического 

давления, а также АБК. 
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ГЛАВА 2. БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ КАК ОСНОВА  

БИОТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ РАСТЕНИЙ-РЕГЕНЕРАНТОВ 

В КУЛЬТУРЕ IN VITRO 

 

Клетка – элементарная единица жизни, в которой протекают все 

физиологические процессы, как у одноклеточных, так и у многоклеточ-

ных организмов, включая обмен веществ, рост и размножение.  

Можно выделить некоторые основные особенности биологии рас-

тительной клетки, используемые при их культивировании in vitro.  

Во-первых, это высокая пластичность клеток растений, т.е. их 

способность развиваться в альтернативных направлениях в различных 

условиях, в том числе in vitro.  

Во-вторых, каждой растительной клетке (не только гамете, но и 

соматической, а также клеткам животных) свойственен феномен тоти-

потентности – свойство развиваться в целый организм на основе обла-

дания клеткой всеми морфогенетическими возможностями (т.е. всем по-

тенциалом), присущими исходной особи. Это способность клетки полно-

стью реализовывать наследственную программу онтогенетического раз-

вития в условиях in vitro, вплоть до образования фертильных взрослых 

особей. В основе тотипотентности растительных клеток лежит факт со-

хранения в них полной базовой структуры ДНК особи в ходе дальнейшей 

дифференциации и специализации составляющих его клеток и тканей.  

В то же время тотипотентность растительных клеток не есть нечто 

абсолютное, и продемонстрировать тотипотентность некоторых высоко-

специализированных клеток растений, например, клеток симпласта фло-

эмы, утративших плазмалемму, чрезвычайно трудно. 

Тотипотентность меристематических клеток реализуется в ходе их 

деления и дифференциации, тогда как тотипотентность специализирован-

ных клеток реализуется посредством дедифференциации с последующей 

новой дифференциацией. В основе де- и дифференциации клеток лежат 

процессы, связанные с изменением состояния хроматина и изменением 

дифференциальной активности генов.  

В свойстве тотипотентности заключается одно из основных отли-

чий клеток растений от клеток высших животных, для которых, как пра-

вило, невозможна способность восстановить целый организм. 

Тотипотентность растительной клетки делает возможным осуще-

ствление генетической программы развития целого организма растения 

из его единичной, отобранной в условиях in vitro, клетки и получение 

растения. В настоящее время реализация этого феномена с помощью ме-

тодов культуры in vitro достигается с высокой воспроизводимостью. 

Понятие «тотипотентность растительной клетки» теоретически 

предложено Габерландтом (Германия) в 1902 г. Согласно Габерландту, 
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любая клетка растения может дать начало новому организму, и если этого 

не наблюдается, то только потому, что материнский организм подавляет 

потенциал клетки к развитию. Изоляция клетки от материнского орга-

низма способствует проявлению этого потенциала. 

Понятие «тотипотнтность растительной клетки» было разработано 

в цикле работ российских исследователей Раисы Георгиевны Бутенко 

(работы 1964-1999 годов) и Татьяны Борисовны Батыгиной (работы 1978-

2014 годов). Так, Т.Б. Батыгиной показано, что конечный результат тоти-

потентности клетки, способы и формы ее реализации могут быть различ-

ными, в зависимости от степени тотипотентности, которая определяется в 

первую очередь той тканью или органом, из которой была взята клетка.  

В литературе, посвященной изучению клеток животных, можно 

встретить также понятия «плюрипотентность», «мультипотентность», 

«омнипотентность» клеток. Все эти термины связаны с потенциями кле-

ток к развитию. 

С понятием «тотипотентная клетка» тесно связано понятие «ство-

ловая клетка». Признаками стволовых клеток являются их относительный 

покой (низкая метаболическая активность, растянутость клеточного цик-

ла) и, как следствие, редкие деления по сравнению с окружающими клет-

ками; свойство самоподдержания, т.е. создания пула клеток, главным об-

разом, благодаря симметричным делениям и системе межклеточных 

взаимодействий; способность к пролиферации и образованию клеток-

предшественников за счет асимметричных делений при действии опреде-

ленных сигналов; способность к переключению программы развития, что 

обеспечивается различными молекулярно-генетическими механизмами. 

Исходя из этих критериев, у растений к стволовым клеткам можно отне-

сти клетки камбия, апикальных меристем побега и корня, а также генера-

тивных органов (пыльник, семяпочка) на самых ранних стадиях развития. 

Третьей особенностью растительных клеток, во многом обуслов-

ленной их тотипотентностью, можно считать способность к морфогенезу 

–  развитию многоклеточного организма путем дифференциации с обра-

зованием тканей и органов. Иначе говоря, растительная клетка способна 

при определенных условиях вторично дифференцироваться и под влия-

нием внешних условий «выбирать» тот или иной путь морфогенеза. Та-

ким образом, основу морфогенеза составляют деления клеток и их диф-

ференциация.  

Понятие «морфогенез», относящееся к образованию и дифферен-

циации органов и тканей, тесно связано с понятием «онтогенез» - инди-

видуальным развитием организма от зарождения до естественного отми-

рания. Таким образом, события морфогенеза как бы вложены в события 

индивидуального развития. Высказано мнение, что индивидуальное раз-
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витие живых организмов, их микро- и макроэволюцию можно рассматри-

вать как реализацию морфогенетического потенциала клеток. 

Рассмотрим подробнее важное для биотехнологии понятие морфо-

генеза in vitro. 

Пути морфогенеза в культуре in vitro и определяющие их фак-

торы 

Морфогенез in vitro – процесс дифференциации клеток в культуре 

in vitro, осуществляемый несколькими путями. 

Существует следующая смена направления развития клеток при 

морфогенетических процессах in vitro: дифференциация → дедифферен-

циация → вторичная дифференциация. Каждое из направлений осущест-

вляется через деление клеток, хотя очевидно, что не сами деления, а со-

бытия, происходящие внутри клеток в промежутках между делениями, 

ответственны за выбор направления развития. Эти события относятся к 

изменению состояния хроматина, которое, в свою очередь, определяет 

состояние дифференциации клетки. Таким образом, деления клеток и их 

дифференциация составляют основу морфогенеза у растений. 

Дифференциация – комплекс процессов возникновения структур-

ных и функциональных различий между однородными клетками и тканя-

ми, приводящий к их специализации. Дедифференциация – комплекс 

процессов перехода специализированных, неделящихся клеток к образо-

ванию недифференцированных делящихся клеток.  

Дифференциация рассматривается как последовательность слож-

ных явлений: появление у клетки морфогенетической компетенции, ста-

новление детерминации и активация. 

Детерминация означает приобретение развивающейся живой сис-

темой состояния готовности к реализации наследственных потенций и 

выбора определенного пути развития из нескольких потенциально воз-

можных. Вступление клетки на определенный путь развития сопровожда-

ется одновременным ограничением возможности развития в других на-

правлениях. Клеточный материал считается детерминированным, если 

способен после переноса в условия in vitro развиться в орган, который 

обычно образуется из него в естественных условиях in vivo. Детермина-

ция как процесс развития клетки (клеток) предопределена спецификой 

организма и оценивается как центральное событие в ходе индивидуально-

го развития организма. Различают автономную детерминацию, происхо-

дящую за счет внутренних сигналов самой развивающейся системы, и 

индуцированную детерминацию, происходящую в результате индукции – 

влияния внешних факторов-индукторов (физиологически активных сти-

мулирующих веществ, физических или химических воздействий).  

Индуцированное развитие, как правило, лишь временно зависит от 

вызывающего фактора, после окончания периода детерминации для даль-
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нейшего развития по выбранному пути нет необходимости в присутствии 

первоначального индуктора. При этом внешний фактор может вызвать 

детерминацию для дальнейшего развития лишь у той системы, которая 

обладает определенной компетенцией. Компетенция – способность клет-

ки воспринимать индуцирующее воздействие и специфически на него 

реагировать. Активация – проявление внешних признаков, характерных 

для детерминированного пути развития. В основе процесса активации 

лежит изменение активности генов. В большинстве случаев все эти собы-

тия (индукция, детерминация, активация) тесно связаны и их трудно от-

делить друг от друга по времени возникновения.  

Генетическая детерминированность морфогенетических процессов 

означает, что на молекулярном уровне они могут быть описаны как про-

цесс скоординированной в пространстве и времени смены синтезируемых 

в клетке РНК и белков.  

Исследованиями последних лет идентифицированы многие ключе-

вые гены, ответственные за детерминацию клеток и органов, дифферен-

циацию клеток и тканей в листьях и цветках. Выдающиеся успехи, дос-

тигнутые в изучении генов-переключателей развития, позволили прибли-

зиться к пониманию как взаимодействия генов развития и пространствен-

но-временной регуляции развития, так и регуляции на уровне экспрессии 

генов взаимоотношения клеток и тканей в процессе морфогенеза. Быстро 

накапливается информация о взаимодействии белков – продуктов экс-

прессии гомеозисных генов между собой и с регуляторными участками 

различных генов. 

В биотехнологии как практической науке важно уметь направлять 

культивируемые клетки по нужному пути морфогенеза in vitro. Различают 

следующие пути морфогенеза in vitro растительных клеток. 

Гистогенез – гистологическая дифференциация, ведущая к обра-

зованию различных тканей. Главным образом, это сосудистая ткань – 

трахеи и трахеиды ксилемы, ситовидные трубки и клетки-спутницы фло-

эмы. В ряде случаев экспериментально индуцируется формирование 

млечников, волокон, трихом. Гистогенез считается тупиковым путем 

морфогенеза и не используется в биотехнологической практике. 

Органогенез – образование монополярных (имеющих один апекс – 

или побега, или корня) органов, связанных с исходным организмом сосу-

дистой системой. Убедительно показана важнейшая роль баланса вводи-

мых в состав питательной среды фитогормонов ауксина и кинетина: пре-

обладание ауксина приводит к формированию корней, кинетина – форми-

рованию почек, равное их содержание – к формированию каллуса.  

Органогенез подразделяется на такие типы, как геммогенез – обра-

зование почки (рис. 1а), ризогенез – образование корня (рис. 1б). Экспе-

риментально можно создать условия для формирования сосудистой сис-
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темы между почкой и корнем. Тем самым почка и корень объединяются в 

так называемую гемморизогенную структуру, обладающую двумя апек-

сами – побега и корня. Такой тип органогенеза называют гемморизогене-

зом. Подробнее этот вопрос рассмотрен ниже. 

Особый интерес биотехнологов вызывает именно гемморизогенез, 

в оптимальных условиях культуры in vitro приводящий к формированию 

растения-регенеранта. Ризогенез и геммогенез считаются тупиковыми 

путями морфогенеза.  

 

 

А    Б 

Рис. 1. Типы органогенеза в морфогенном зародышевом каллусе 

пшеницы: А – геммогенез, Б – ризогенез. По: Круглова, Сельдимирова, 

2011 

 

Эмбриоидогенез (соматический эмбриогенез) – образование би-

полярных (имеющих два апекса – побега и корня) эмбриоидов, или сома-

тических зародышей, не соединенных общей сосудистой системой с ма-

теринским организмом. Эмбриоиды в оптимальных условиях культиви-

рования in vitro могут развиваться и прорастать в растения-регенеранты 

через стадии, соответствующие стадиям зиготического эмбриогенеза in 

vivo. 

Инициация и развитие эмбриоидов из соматических тканей в куль-

туре растительных клеток были впервые независимо друг от друга описа-

ны Стюардом (1958 г.) и Райнертом (1958 г.) для культуры моркови 
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Daucus carota. Начиная с этого времени работы по эмбриоидогенезу in 

vitro проводятся достаточно интенсивно. 

Многочисленные экспериментальные данные позволили выделить 

два пути возникновения эмбриоидов в культуре in vitro. При прямом эм-

бриоидогенезе клетки экспланта уже компетентны (эмбриодогенно де-

терминированы) к развитию по пути эмбриоидогенеза, необходимы лишь 

подходящие условия in vitro для реализации их потенциала. Непрямой 

эмбриоидогенез состоит из двух этапов:  

1) дедифференциация специализированных клеток экспланта и 

формирование неорганизованного каллуса;  

2) приобретение отдельными клетками каллуса эмбриоидогенного 

состояния для инициации развития по пути эмбриоидогенеза.  

В этом случае клеточная программа развития должна быть уста-

новлена вновь путем дифференциации неэмбриоидогенных клеток или 

индуцирована в эмбриоидогенно детерминированных клетках. При пря-

мом или непрямом эмбриоидогенезе происходит индукция эмбриоидо-

генно детерминированных клеток, поэтому не существует особых разли-

чий между этими двумя процессами, существует лишь разница во време-

ни приобретения эмбриоидогенной компетенции.  

Интересно, что эмбриоиды при определенных обстоятельствах мо-

гут формироваться и в естественных условиях in vivo на разных структу-

рах и органах: у некоторых злаков – из зародыша и нуцеллуса, у некото-

рых луков – из интегументов, у некоторых орхидных – из листа и корня. 

В основе такого размножения в природе также лежит исключительное 

свойство растительных клеток – их тотипотентность. 

В последние годы предприняты значительные усилия для иденти-

фикации генов, экспрессия которых изменятся в ходе морфогенеза in 

vitro. Рассмотрим кратко некоторые из них. К генам, которые вовлечены в 

ранние стадии репрограммирования изначальной клетки, относится се-

мейство генов SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE). 

Гены семейства BBM (BABY BOOM) усиливают регенерацию in vitro, а 

также индуцируют образование эмбриоидов на проростках. Ген WUS 

(WUSCHEL) кодирует транскрипционный фактор, который регулирует 

пул стволовых клеток в стеблевой меристеме; считается, что ген WUS 

может репрограммировать развитие клетки. Биотехнологическую слож-

ность составляет тот факт, что один и тот же эксплант в зависимости от 

условий культивирования in vitro способен развиваться по различным 

путям морфогенеза in vitro. Это хорошо установлено, например, в культу-

ре in vitro пыльников цветковых растений (рис. 2). 

При решении конкретных биотехнологических задач важно знать, 

по какому пути морфогенеза направить развитие растений в эксперимен-

тальной системе культуры in vitro. Например, скрининг сомаклональных 
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вариантов основан на получении генетически гетерогенных растений-

регенерантов из культивируемых тканей, в то время как клональное мик-

роразмножение растений требует идентичности потомства (клонов) и 

родительских форм. 

Для управления путями морфогенеза эксплантов в условиях куль-

туры in vitro важно знать взаимосвязанные факторы, определяющие диф-

ференциацию тотипотентных клеток растений по различным путям мор-

фогенеза.  

 

 
 

Рис. 2. Схема возможных путей морфогенеза in vitro в культуре 

пыльников цветковых растений. По: Батыгина, 1987 

 

К основным факторам, влияющим на морфогенез эксплантов in 

vitro, относят следующие:  

1. Генотип донорного растения,  

2. Эксплант, вводимый в культуру in vitro,  

3. Состав питательной среды, 

4. Физические факторы культивирования in vitro. 
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Более подробно эти факторы будут рассмотрены в следующей гла-

ве. 

Знания об особенностях и факторах, способствующих морфогенезу 

и регенерации конкретных видов растений, позволяют сделать сложней-

ший процесс морфогенеза управляемым и направить развитие тотипо-

тентных клеток по нужному биотехнологическому пути (как правило, это 

органогенез и эмбриоидогенез) с целью регенерации полноценных расте-

ний. 

В системах культуры in vitro, функционирующих на основе раз-

личных путей морфогенеза и реализующихся в процессе регенерации 

растений, можно эффективно решать биотехнологические задачи по по-

лучению новых форм растений и разнообразных растительных продук-

тов.  
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ГЛАВА 3. КУЛЬТУРА IN VITRO ИЗОЛИРОВАННЫХ  

КЛЕТОК, ТКАНЕЙ И ОРГАНОВ РАСТЕНИЙ 

 

Биотехнология растений основана на методах культуры in vitro 

клеток, тканей и органов. Под культурой (культивированием) in vitro (от 

лат. «в стекле») понимается выращивание клеток, тканей и органов на 

искусственной питательной среде в асептических условиях. Эти методы 

лежат в основе изучения биологии клетки, существующей вне организма. 

Культура клеток высших растений может рассматриваться с трех точек 

зрения – как уникальная биологическая система, как модель в физиоло-

гии, биохимии и генетике растений и как инструмент для разнообразных 

исследований и биотехнологии. Популяциям растительных клеток, выра-

щиваемым в искусственных условиях, присущи специфические особен-

ности, благодаря которым культура клеток и тканей растений представля-

ет новую экспериментально созданную биологическую систему. Отличия 

культивируемых клеток от клеток организма, часто специально усилен-

ные путем создания биохимических мутантов, гибридных или трансфор-

мированных клеток, помогают глубже проникнуть в механизмы процес-

сов, происходящих в растении. В качестве биологической модели клетки 

in vitro представляют интерес для физиологов и биохимиков растений, а 

также генетиков. На основе культивируемых клеток и тканей высших 

растений в настоящее время созданы и активно развиваются перспектив-

ные, принципиально новые технологии для различных отраслей промыш-

ленности и сельского хозяйства. 

Культуры клеток высших растений имеют две сферы применения: 

1. Изучение биологии клетки, существующей вне организма, обу-

славливает ведущую роль клеточных культур в фундаментальных иссле-

дованиях по генетике и физиологии, молекулярной биологии и цитологии 

растений. Культуры клеток и тканей могут служить адекватной моделью 

при изучении метаболизма и его регуляции в клетках и тканях целого 

растения. 

2. Культивируемые клетки высших растений могут рассматривать-

ся как типичные микрообъекты, способные перейти к программе разви-

тия, при которой из культивируемой соматической клетки возникает це-

лое растение, способное к росту и размножению.  

На основе культивируемых тканей и клеток растений созданы но-

вые технологии по следующим направлениям: 

1. Получение биологически активных веществ растительного про-

исхождения: традиционных продуктов вторичного метаболизма; синтез 

новых необычных соединений, благодаря генетической изменчивости 

культивируемых клеток; биотрансформация химических веществ. 
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2. Ускоренное клональное микроразмножение растений, позво-

ляющее из одного экпланта получать сотни тысяч генетически идентич-

ных растений в год. 

3. Получение безвирусных растений. 

4. Эмбриокультура и оплодотворение in vitro часто применяются 

для преодоления постгамной несовместимости или щуплости зародыша, 

для получения растений после отдаленной гибридизации.  

5. Антерные культуры – культуры пыльников и пыльцы использу-

ются для получения гаплоидов и дигаплоидов. 

6. Клеточный мутагенез и селекция. Тканевые культуры могут 

производить регенеранты, фенотипически и генотипически отличающие-

ся от исходного материала в результате сомаклонального варьирования. 

7. Криоконсервация и другие методы сохранения генофонда. 

8. Иммобилизация растительных клеток. 

9. Соматическая гибридизация на основе слияния растительных 

протопластов. 

10. Конструирование клеток путем введения различных клеточных 

органелл. 

11. Генетическая трансформация на хромосомном и генном уров-

нях. 

12. Изучение системы «хозяин – паразит» с использованием виру-

сов, бактерий, грибов и насекомых. 

Каллус как основа создания клеточных культур in vitro 

Каллусом называют гетерогенную структуру, состоящую первона-

чально из групп неорганизованных и способных к пролиферации дедиф-

ференцированных клеток, а затем вторично дифференцированных клеток, 

имеющих морфогенетические потенции, которые реализуются различны-

ми путями морфогенеза in vitro. 

Такие дедифференцированные клетки иногда называют «меристе-

миодными» - аналогами истинных меристематических клеток. Каллусная 

клетка имеет свой цикл развития и повторяет развитие любой клетки (де-

ление, растяжение, дифференциация, старение, гибель). Однако в данном 

случае дифференциация является вторичной.  

Способность к каллусогенезу как в естественных условиях in vivo, 

так и в культуре in vitro обнаружена у представителей всех порядков и 

классов растений. Для растений в условиях in vivo каллус является тка-

нью, возникающей в исключительных обстоятельствах (обычно при ме-

ханических травмах или под влиянием микроорганизмов) и функциони-

рующей непродолжительное время. Эта ткань защищает место поране-

ния, накапливает питательные вещества для регенерации или регенерации 

утраченного органа.  
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Первые работы, посвященные получению каллуса in vitro из изо-

лированных частей растений (cегментов мезофилла листа) и изучению 

каллусогенеза появились еще в конце XIX-начале XX веков. Накоплен-

ные впоследствии данные позволили разработать основные этапы работы 

по индукции каллусогенеза у различных растений и выявить особенности 

каллусных клеток. 

Для получения первичного каллуса от растений отделяют эксплан-

ты – органы или фрагменты органов. Способность к образованию каллуса 

зависит от генотипа донорного растения (выделяют способные и неспо-

собные к каллусогенезу виды и даже сорта донорных растений), возраста 

экспланта и в меньшей степени определяется условиями культивирования 

in vitro.  

Стадия развития (возраст) донорного растения, из которой получен 

эксплант – существенный фактор для инициации формирования каллуса. 

Онтогенетически молодые экспланты (незрелые пыльники и семяпочки, 

незрелые зародыши, семядоли, гипокотили, семена) продуцируют каллу-

сы с более высокой долей морфотипов, способных к регенерации расте-

ний, по сравнению с более зрелыми эксплантами. Характерно, что потен-

циал развития может варьировать даже в пределах одного органа.  

Семена представляют собой хороший исходный материал в сле-

дующих случаях: 1) для получения каллуса путем посадки целых семян 

на агаризованную среду; 2) для получения из прорастающих семян, по-

мещенных на агаризованную среду без гормонов, стерильных корней, 

побегов или листьев, которые затем используются как экспланты; 3) для 

изолирования тканей зародышевого корня и зародышевой почки непо-

средственно из семян и дальнейшего их использования в качестве экс-

планта.  

Особенности дедифференциации клеток экспланта и каллусогенеза 

зависят от характеристик составляющих его тканей. Клетки запасающей 

паренхимы корня и стебля, мезофилла листа и других специализирован-

ных тканей, эксплантированных на питательную среду, содержащую ми-

неральные соли, источники углерода, витамины и гормоны, должны де-

дифференцироваться, т.е. потерять структуру, характерную для их спе-

цифических функций в растении и вернуться к состоянию делящейся 

клетки. Как правило, на стадии G1 клетки могут выйти из цикла деления 

(митотического цикла) и перейти в дифференцированное состояние и со-

ответственно на этой же стадии вернуться в цикл при дедифференциации 

и индукции их к делению. При изучении молекулярных механизмов де-

дифференциации, действия гормонов и других факторов, индуцирующих 

деление, небезразлично, в какой фазе клеточного цикла клетка перешла к 

вторичной дифференциации, т.е. с какой фазы ей предстоит двигаться 

повторно по циклу.  
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Важно учитывать, что эксплант, используемый для получения кал-

луса, является фрагментом органа и включает ткани, клетки которых раз-

лично дифференцированы. Каллусные культуры, полученные из отрезков 

органов, могут возникать из разных типов клеток, присутствующих в ис-

ходной ткани. Так, взятый целиком фрагмент стебля имеет в своем соста-

ве клетки – эпидермальные, первичной коровой паренхимы, камбия и 

сосудистой системы, сердцевинной паренхимы. В разных условиях куль-

тивирования in vitro и в зависимости от различий в физиологическом со-

стоянии исходного растения можно наблюдать преимущественную про-

лиферацию клеток камбия и его молодых производных, коры и сердце-

винной паренхимы. Различное тканевое происхождение первичных кал-

лусных клеток является одной из причин гетерогенности культуры кал-

лусной ткани, так как некоторые функциональные особенности исходных 

клеток передаются в ряду клеточных поколений как стойкие модифика-

ции или эпигенетически наследуемые признаки.  

Размер и форма экспланта до определенных пределов не оказыва-

ют влияния на пролиферацию каллуса, хотя существует минимальный 

критический размер, уменьшив который, нельзя вызвать рост экспланта. 

Экспланты из флоэмы корней моркови массой всего 3,8 мг вполне жизне-

способны для активного роста каллуса, тогда как экспланты такой же 

массы клубней земляной груши нежизнеспособны. Это зависит, очевид-

но, от размеров и, следовательно, числа клеток у этих двух типов экс-

плантов.  

В клетках экспланта, состоящего из неделящихся, специализиро-

ванных клеток, в самом начале культивирования могут наблюдаться из-

менения в метаболизме, вызываемые травматическими синтезами, де-

дифференциацией и подготовкой к процессу деления. Переход клетки 

экспланта в условиях in vitro из дифференцированного состояния в де-

дифференцированное и к активным делениям обусловлен изменением 

активности генов (эпигеномной изменчивостью). Активирование одних 

генов и репрессирование других приводит к изменению белкового соста-

ва клеток. В каллусных клетках появляются специфические белки и исче-

зают или уменьшаются в количестве белки, характерные для дифферен-

цированных клеток.  

Образование каллуса не во всех случаях связано с травматически-

ми воздействиями. Каллус может возникнуть в результате пролиферации 

внутренних тканей без связи с поверхностью среза. Растущий каллус раз-

рывает слои ткани и развивается на поверхности. Примером каллуса, не 

связанного с травмой, является каллусогенез в культуре in vitro пыльни-

ков.  
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Культура каллусных тканей 

Клетки в условиях in vitro лишаются очень многих важных взаи-

модействий, которые определяют их судьбу и дифференциацию в целом 

организме. В определенных пределах дифференциация культивируемых 

клеток поддается контролю со стороны экспериментатора. 

Каллусные ткани - один из видов клеточной дифференцировки, 

возникает путем неорганизованной пролиферации дедифференцирован-

ных клеток органов растения. У растений в природе каллусные ткани 

возникают в исключительных обстоятельствах (например, при травмах) и 

функционируют непродолжительное время. Эти ткани защищают место 

поранения, могут накапливать питательные вещества для анатомической 

регенерации или регенерации утраченного органа. 

Получение каллуса 

Каллус может возникнуть и в результате пролиферации (разраста-

ние ткани организма путём размножения клеток делением) внутренних 

тканей экспланта без связи с поверхностью среза из-за нарушения гормо-

нального баланса. Для получения культивируемых каллусных клеток 

фрагменты тканей различных органов высших растений - корней, листь-

ев, стеблей, пыльников, зародышей (экспланты) помещают на искусст-

венную среду, содержащую фитогормоны (ауксины). Ауксины активиру-

ют деление и растяжение клеток. Для возбуждения процессов подготовки 

к делению достаточно кратковременного действия ауксина. 

Процессу образования каллуса предшествует дедифференцировка 

тканей экспланта. При дедифференцировке ткани теряют структуру, ха-

рактерную для их специфических функций в растении, и возвращаются к 

состоянию делящихся клеток. Если эксплант, используемый для получе-

ния каллуса, является фрагментом органа, то имеет в своем составе эпи-

дермальные клетки, клетки камбия, сосудистой системы, сердцевинной и 

первичной коровой паренхимы. Преимущественно пролиферируют клет-

ки камбия, коры, сердцевинной паренхимы. 

Морфофизиологическая характеристика каллусных тканей 

Нормальные клетки в культуре могут существовать в двух видах: в 

виде суспензии в жидкой питательной среде и на поверхности твердой 

питательной среды в виде каллуса. 

Каллусные ткани, выращиваемые поверхностным способом, пред-

ставляют собой аморфную массу тонкостенных паренхимных клеток, не 

имеющую строго определенной анатомической структуры (рис. 3). Цвет 

массы может быть белым, желтоватым, зеленым, красным. В зависимости 

от происхождения и условий выращивания каллусные ткани бывают: 

- рыхлые, сильно оводненные, легко распадающиеся на отдельные клет-

ки; 
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- средней плотности, с хорошо выраженными меристематическими оча-

гами; 

- плотные, с зонами редуцированного камбия и сосудов. Как правило, в 

длительной культуре на средах, содержащих ауксины, каллусные ткани 

теряют пигментацию и становятся рыхлыми. 

 

 
 

Рис. 3. Типы каллуса на примере пиона: а) плотный – на лепестках 

цветка, б) средней плотности с меристематическими очагами – на 

сегментах листьев, в) рыхлый – на зародышах, г) плотный – на че-

решках листьев.  Фото А.А. Зариповой 

 

В цикле выращивания каллусных тканей клетки после ряда деле-

ний приступают к росту растяжением, дифференцируются как зрелая 

каллусная ткань и деградируют. Для того чтобы не произошло старения, 

утраты способности к делению и дальнейшему росту, а также отмирания 

каллусных клеток, первичный каллус переносят на свежую питательную 

среду через 28 - 30 дней, то есть проводят пассирование или субкульти-

вирование каллусных тканей. 

Неорганизованно растущие каллусные ткани характеризуются тре-

мя типами клеток: мелкими, средними и крупными. При пассировании 

каллуса на среду, содержащую индукторы органогенеза, мелкие клетки 

приступают к делению и формируют меристематические очаги. Деление 

а 

б 

в 

 

г 

б 

г 



62 

 

клеток меристематического очага приводит к формированию почек и по-

следующему развитию из них побегов (геммогенез). 

При образовании соматических эмбриоидов каллусные клетки 

средних размеров обособляются, ограничиваются плотной оболочкой, 

теряют крупные вакуоли. 

Каллусы с высоким морфогенетическим потенциалом обычно ма-

товые, компактные, структурированные, имеют зеленые хлорофиллсо-

держащие участки, которые представляют собой зоны морфогенеза. Впо-

следствии там формируются побеги (рис. 4) или растения-регенеранты. В 

культуре также встречаются каллусы рыхлые, не имеющие глобулярного 

характера. Такие каллусы либо совсем не способны к органогенезу, либо 

формируют только корни. Появление корней свидетельствует о сдвиге 

гормонального баланса в сторону ауксинов, что препятствует образова-

нию побегов. Эти каллусы могут остаться ризогенными, и регенерировать 

из них растения не удастся. Неморфогенные каллусы могут быть переве-

дены в суспензионную культуру для получения вторичных метаболитов. 

 

Рис. 4. Регенерация побегов шлем-

ника из каллуса стебля Фото А.А. 

Зариповой 

 

Переход специализированных 

неделящихся клеток к пролиферации 

связан с их дедифференциацией, дру-

гими словами — утратой специализа-

ции.  

Возникновение физиологиче-

ских и структурных различий между 

клетками и тканями растений, свя-

занное с их функциональной специа-

лизацией, называют процессом диф-

ференциации. Понятие «дифференциация» отражает превращение эм-

бриональной, меристематической клетки в специализированную. Мери-

стематические клетки, однотипные по структуре и функции, начинают 

развиваться различными путями, создавая ткани разных органов. 

Морфогенегез в каллусных тканях 

В культуре каллусных тканей морфогенезом называют возникно-

вение организованных структур из неорганизованной массы клеток. Су-

ществует два основных типа морфогенеза в культуре каллусных тканей. В 

культуре тканей он может проявляться в виде органогенеза (образования 

монополярной структуры, т.е. отдельных органов): корневого (рис. 5а), 

стеблевого (рис. 5б), реже листового (рис. 5в) или флорального (рис. 5г), а 
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также в виде соматического эмбриогенеза, или эмбриоидогенеза (рис. 6), 

(образования биполярных зародышевых структур из соматических кле-

ток).  

 

 
а 

 
б 

 
в 

 
г 

Рис. 5. Морфогенез в культуре каллусных тканей. Органогенез: а) 

корневой – из гипокотиля стеммаканты, б) стеблевой – из гипокоти-

ля рапонтика, в) листовой – из вегетативной почки березы, г) фло-

ральный – из листьев сенполии. Фото А.А. Зариповой 

 

В случае органогенеза сначала регенерируют отдельные органы, а 

затем уже из них – целые растения. В результате эмбриоидогенеза в отли-

чие от органогенеза сразу образуется соматический зародыш, имеющий 

как меристему корня, так и меристему верхушечной почки, из которого в 

дальнейшем развивается целое растение. 
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Как мы говорили ранее тотипотентность – это способность от-

дельной соматической клетки давать начало целому растительному орга-

низму. Любая растительная клетка обладает одинаковыми потенциаль-

ными возможностями, так как содержит весь набор генов и, следователь-

но, клетки сохраняют свойственную зиготе программу развития. Поэтому 

если мы получаем каллус из клеток лепестка цветка, или из клеток стебля, 

или из клеток любой ткани, то в принципе каждая такая клетка может 

регенерировать целое растение. Однако свойство тотипотентности не все-

гда реализуется, так как потенциальные возможности клеток разных ти-

пов проявляются неодинаково. В некоторых из них гены в сильной степе-

ни репрессированы, в связи с чем, проявление тотипотентности становит-

ся ограниченным. 

 

Рис. 6. Морфогенез в куль-

туре каллусных тканей 

пиона. Эмбриоидогенез на 

каллусе, полученном из 

тканей зародыша Фото 

А.А. Зариповой 

 

Регенерация растения начи-

нается с вторичной диффе-

ренцировки клеток. При 

этом дедифференцированные клетки вновь приобретают структуру и 

функции специализированных. Вторичная дифференцировка каллусных 

клеток не всегда заканчивается морфогенезом и регенерацией растения. 

Иногда она приводит только к образованию тканей или активно пролифе-

рирующие клетки превращаются в старые неделящиеся каллусные клет-

ки. Из всех видов вторичной дифференцировки наибольший интерес 

представляет морфогенез, так как он позволяет получать целое растение 

из каллусной клетки. 

Факторы, влияющие на морфогенез in vitro 

Морфогенезом в культуре каллусных тканей можно управлять. На 

способность изолированных растительных клеток к морфогенезу оказы-

вают влияние как внутренние, так и внешние факторы. К внутренним 

факторам относятся видовая принадлежность исходного растения, орган, 

из которого взят эксплант, возраст экспланта. К внешним факторам отно-

сятся состав питательной среды, температура, интенсивность света и его 

длина фотопериода. 

1. Генотип донорного растения  

Хорошо установлено, что представители различных семейств харак-

теризуются разной способностью к морфогенезу и регенерации растений. 
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Например, относительно легко получают регенеранты у крестоцветных, 

лилейных, сложно – у злаковых. Есть виды двудольных, для которых раз-

работана регенерация через органогенез, а развитие по пути эмбриоидо-

генеза не описано. В некоторых случаях даже межсортовые различия мо-

гут сказываться на пути морфогенеза in vitro. Так, при изучении морфоге-

нетических потенций нескольких сортов кукурузы установлено, что три 

сорта способны воспроизводить растения только через органогенез, а 

один сорт образует в культуре только эмбриоиды. Материнские сорта 

оказывают значительное влияние на проявление регенерационной актив-

ности гибридов, что также указывает на важную роль генов цитоплазмы в 

морфогенезе.  

2. Эксплант, вводимый в культуру in vitro  

При выборе экспланта, прежде всего, необходимо учитывать сле-

дующие факторы: орган, из которого получен эксплант; физиологический 

и онтогенетический возраст этого органа, время (сезон) получения экс-

планта, а также общее состояние растения-донора экспланта и его гено-

типические особенности.  

Например, у апельсина ткани, полученные из сегментов листьев и 

стеблей, на среде для органогенеза формируют почки, а полученные из 

завязи – на той же среде образуют эмбриоиды. Установлено, что ткани 

одного и того же органа проявляют разную способность к морфогенезу. 

При культивировании корневых эксплантов моркови обнаружено, что 

ткани флоэмного происхождения давали начало корням, в тех же услови-

ях ткани ксилемного происхождения формировали эмбриоиды. В культу-

ре незрелых зародышей гречихи эмбриогенный каллус возникает из се-

мядолей, а почко- и корнеобразующие каллусы – их тканей гипокотилей.  

Тонкие срезы луковиц лилии обладают большей, по сравнению с 

крупными фрагментами листа, морфогенной способностью и легче пере-

ходят к органо- и эмбриоидогенезу. Такое повышение пролиферации 

можно прокомментировать как результат ослабления диктата окружаю-

щих клеток.  

Время года также имеет большое значение для инициирования раз-

личных путей морфогенеза in vitro. Вероятно, это связано с сезонными 

вариациями концентрации эндогенных гормонов. Например, у ячменя 

летние полевые растения формировали морфогенные каллусы с большей 

частотой в сравнении с зимним тепличным материалом.  

Критичным является и размер экспланта. Например, для корня мор-

кови оптимальный эксплант содержит 20000-25000 клеток.  

3. Состав питательной среды 

Понятие «подбор среды культивирования» определяет спектр хими-

ческих параметров питательной среды, способствующих индукции клеток 

экспланта к развитию по определенному пути морфогенеза in vitro. Вы-
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бор среды влияет как на сохранение морфогенетического потенциала 

инициальных клеток, так и на процесс морфогенеза in vitro.  

Для инициирования и поддержания морфогенеза у разных эксплан-

тов используют эмпирически подобранные среды с различным содержа-

нием минеральных компонентов (макро- и микроэлементов) и различным 

рН. Сахароза – наиболее часто используемый источник энергии углево-

дов в культуральной среде. Как правило, концентрация используемой 

сахарозы для индукции органогенеза – 2-3%, для оптимального развития 

эмбриоидов – 6-12%. В качестве добавок питательные среды содержат 

витамины. Например, тиамин необходим для роста растений, витамин Е 

регулирует агрегацию клеток, витамин Д увеличивает формирование 

корней.  

Важными параметрами культуральной среды являются ее рН и ос-

мотичность. Повышение осмотичности среды в некоторых случаях спо-

собствует длительному сохранению регенерационного потенциала экс-

плантов.  

Критическим моментом при подборе питательной среды является ее 

гормональный состав. Наиболее мощным индуктором морфогенеза явля-

ется изменение соотношения между цитокининами и ауксинами, входя-

щими в состав питательных сред. При преобладании цитокининов над 

ауксинами часто начинается стеблевой органогенез, а в случае преобла-

дания ауксинов над цитокининами – корневой органогенез. Следует отме-

тить, что из образующихся в культуре каллуса корней почти никогда не 

регенерируется целое растение, а при стеблевом органогенезе сначала 

образуется побег, который затем при пересадке на среду с преобладанием 

ауксинов укореняется и дает начало целому растению. 

Таким образом, различия в балансе экзогенных гормонов ауксино-

вого и цитокининового типа определяет, во-первых, возможность перехо-

да клетки в культуре к дедифференцировке и неорганизованной пролифе-

рации, во-вторых, индукцию вторичной дифференцировки того или иного 

типа морфогенеза. Следовательно, ауксины и цитокинины, вызывающие в 

зависимости от соотношения либо дифференцировку и переход к каллус-

ному росту, либо дифференцировку и морфогенез в культуре каллусных 

тканей, являются не только регуляторами роста, но и регуляторами диф-

ференцировки. 

Другие гормоны (гиббереллиновая кислота, абсцизовая кислота, 

этилен) играют меньшую роль в регуляции морфогенеза in vitro, хотя и 

могут специфически индуцировать и поддерживать морфогенез. Напри-

мер, гормон стресса абсцизовая кислота используется для предотвраще-

ния раннего прорастания и аномальной пролиферации эмбриоидов, что 

позволяет им успешно пройти этап синтеза запасных веществ, необходи-

мых для формирования полноценного, проростка. Гибберелловая кислота 
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стимулирует рост зачатков стебля, а абсцизовая кислота ускоряет диффе-

ренцировку органов соматических зародышей. 

Различные гормоны должны быть добавлены не только в правиль-

ных количествах, но и в правильной последовательности. Например, про-

токолы по индукции эмбриоидогенеза обычно предполагают использова-

ние двух последовательных сред: первой среды с ауксином (как правило, 

2,4-Д), способствующей индукции процесса, и второй среды без гормо-

нов, способствующей развитию эмбриоидов. Вероятно, в первичной 

культуре происходит инициирование и «клонирование» эмбриоидов, но 

присутствие ауксина предотвращает их созревание (Тимофеева, Румянце-

ва, 2012). 

Цитокинины имеют большое значение для индукции эмбриоидоге-

неза у ряда видов. Их нередко включают в первичную среду, но особенно 

важны они для созревания эмбриоидов и для поддержания культур с низ-

кой плотностью. 

4. Физические факторы культивирования in vitro 

Физические факторы, такие как температура, влажность, освещен-

ность, физическое состояние среды (жидкая или агаризированая) и даже 

тип культурального сосуда, оказывают влияние на морфогенез in vitro.  

Интенсивность освещения может быть фактором, определяющим 

развитие органов. Понижение интенсивности света уменьшает формиро-

вание органов, а повышение репрессирует органогенез и вызывает хло-

роз. Начальные этапы эмбриоидогенеза, как правило, проходят в темноте, 

поскольку освещение вызывает раннее прорастание эмбриоидов.  

Виды растений варьируют по значениям оптимальных температур, 

необходимых для их роста и морфогенеза in vitro. Особенно показательны 

данные по холодовым предобработкам эксплантов, стимулирующим кал-

лусогенез и эмбриоидогенез в культуре пыльников злаков.  

Использование этих основных факторов морфогенеза эксплантов 

позволяет направить процесс их культивирования in vitro по нужному 

биотехнологу пути. Как правило, конечная цель растительных биотехно-

логий на основе использования морфогенеза in vitro – это регенерация 

полноценных растений. Без формирования растений-регенерантов стано-

вятся бесполезными исследования, например, в области культуры пыль-

ников, эмбриокультуры, клонирования с целью размножения трудно раз-

множаемых видов, получения незараженных растений с помощью куль-

туры меристем.  

В то же время важно учитывать, что генетические факторы, опреде-

ляющие морфогенез in vitro и регенерацию растений, не связаны между 

собой и, вероятнее всего, контролируются разными генетическими меха-

низмами. Экспланты, обладающие высокой способностью к морфогенезу, 

не всегда являются оптимальными для получения растений-регенерантов. 
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Это создает дополнительные трудности в биотехнологических разработ-

ках.  

Знания об особенностях и факторах, способствующих морфогенезу 

и регенерации конкретных видов растений, позволяют сделать сложней-

ший процесс морфогенеза управляемым и направить развитие тотипо-

тентных клеток по нужному биотехнологическому пути (как правило, это 

органогенез и эмбриоидогенез) с целью регенерации полноценных расте-

ний. 

В системах культуры in vitro, функционирующих на основе различ-

ных путей морфогенеза и реализующихся в процессе регенерации расте-

ний, можно эффективно решать биотехнологические задачи по получе-

нию новых форм растений и разнообразных растительных продуктов. 

При длительном культивировании каллусные клетки в ряде случа-

ев могут приобрести способность расти на среде без гормонов, т.е. стано-

вятся автономными по отношению к ауксинам и цитокининам. Такие 

клетки называются «привыкшими». Нередко ткани, образованные «при-

выкшими» клетками, называют химическими опухолями. «Привыкшие» 

ткани, как и опухолевые, в большинстве случаев не способны к нормаль-

ной регенерации и образуют лишь тератомы, хотя по некоторым данным 

из них в отдельных случаях получаются нормальные регенеранты. Следу-

ет отметить, что у всех каллусных тканей в процессе культивирования, у 

некоторых культур уже начиная с 4-го пассажа, заметно снижается, а за-

тем и полностью утрачивается способность к регенерации. Из старых пе-

ресадочных культур получить растения-регенеранты не удается. Пока нет 

четкого ответа о причинах «привыкания». Возможно, что оно связано с 

длительным действием на клетки гормонов, поддерживающих их в де-

дифференцированном или активно пролиферирующем состоянии. В 

«привыкших» тканях, так же как и в опухолевых, идет интенсивный син-

тез собственных гормонов, поэтому они не нуждаются во внесении их в 

питательные среды. 

Кроме «привыкших» тканей, представляющих собой химические 

опухоли, существуют опухоли растительного происхождения, вызванные 

бактериями, вирусами, а также генетические опухоли, возникающие на 

межвидовых гибридах различных растений. Наиболее распространенны-

ми в природе и представляющими наибольший интерес для исследовате-

лей являются корончатые галлы-опухоли, индуцированные у двудольных 

растений агробактериями (Agrobacterium tumefaciens). Часто встречаются 

еще два вида истинных опухолей у растений — бородатый корень (забо-

левание, вызываемое А. rhizodenes) и стеблевой галл, вызываемый A. rubi, 

сходный с корончатым галлом.  

Если органогенез можно индуцировать с помощью ауксинов или 

цитокининов, то соматический эмбриогенез фактически независим от 
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экзогенных гормонов. Обычно эмбриогенные зоны возникают в каллусе 

на той же питательной среде, которая использовалась для каллусообразо-

вания. Развитие соматических зародышей в каллусе начинается тогда, 

когда устраняется дедифференцирующий фактор (2,4-Д или ауксины) из 

питательной среды. Развивающийся зародыш не нуждается в экзогенных 

регуляторах роста, так как сам обеспечивает себя ими.  

Независимость эмбриоидогенеза от гормонов является аргументом 

в пользу точки зрения, высказанной Г. Хаберландтом, Ф. Стюардом, 

позднее Т.Б. Батыгиной, что сам процесс изолирования клетки стимули-

рует реализацию ее тотипотентности, т.е. переход к морфогенезу. Таким 

образом, основными стимулами морфогенеза являются изменения соот-

ношения гормонов в питательной среде, а также сам процесс изоляции 

растительной клетки от организма. Дополнительными стимулами морфо-

генеза в культуре каллусных тканей является присутствие в питательной 

среде нитрата серебра, нитрата аммония, некоторых аминокислот (про-

лин, тирозин), полиаминов (путресцин, спермидин). В ряде случаев сти-

мулируют процесс морфогенеза углеводы маннит и сорбит. Ионы нитрата 

оказывают влияние на развитие возникших в каллусе организованных 

структур, а их индукцию стимурируют ионы аммония. Интересно отме-

тить, что некоторые из перечисленных веществ, например, нитрат сереб-

ра, продлевают регенерационную способность в старых пересадочных 

культурах. 

Под влиянием того или иного стимула морфогенеза каллусная 

клетка должна стать детерминированной, но не все клетки, а только одна 

из 400-1000 становится на путь регенерации. Следовательно, для перехо-

да к морфогенезу недостаточно индуктора (стимула), а необходимо, что-

бы клетка была готова к ответу на него. Способность воспринимать сти-

мулы морфогенеза называют компетентностью клетки. Исследователи 

пришли к выводу, что компетентность клеток – событие случайное и по-

этому столь редкое. В связи с этим напрашивается вопрос о судьбе тех 

каллусных клеток, которые в силу некомпетентности не способны вос-

принять стимулы морфогенеза и детерминироваться. В пересадочной 

культуре они продолжают делиться и скорее всего, становятся на путь 

перехода к гормононезависимости. Но не все каллусные ткани со време-

нем завершают развитие возникновением гормононезависимости. Многие 

из них в силу генетических особенностей продолжают использовать экзо-

генные гормоны, но полностью утрачивают способность к регенерации. 

Такие ткани занимают промежуточное положение между «привыкшими» 

и свежими каллусными тканями.   
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ГЛАВА 4. ОСНОВЫ МИКРОКЛОНАЛЬНОГО РАЗМНОЖЕНИЯ  

РАСТЕНИЙ В УСЛОВИЯХ IN VITRO. ПРИМЕРЫ  

КУЛЬТИВИРОВАНИЯ РАЗНЫХ ВИДОВ РАСТЕНИЙ 

 

Культура тканей растений – область биологии, тесно связанная с 

практикой. Почти каждый открытый факт начинает использоваться в 

практических исследованиях. Например, П. Лимассе и П. Корнюэ обна-

ружили, что меристематические ткани растений часто не содержат виру-

сов. Используя этот факт, основоположники клонального микроразмно-

жения Ж. Морель и С. Мартин предложили получать оздоровленные рас-

тения из меристемы культивируемой in vitro. В дальнейшем оказалось, 

что метод культуры меристемы, так же как и ряд других методов культу-

ры тканей растений, может с успехом применяться для размножения цен-

ных редких и медленно размножающихся форм растений. 

В нашей стране работы по клональному микроразмножению бы-

ли начаты в 1960-х годах в лаборатории культуры тканей и морфогенеза 

Института физиологии растений им. К.А. Тимирязева Российской акаде-

мии наук. Под руководством академика Р.Г. Бутенко были изучены усло-

вия микроразмножения картофеля, сахарной свеклы, гвоздики, герберы, 

фреезии женьшеня, дихроа, барвинка, раувольфии и многих других рас-

тений, были предложены промышленные технологии микроразмножения. 

В настоящее время это направление в культуре ткани растений быстро 

развивается и является чрезвычайно перспективным. Изучение процесса 

экспериментального морфогенеза in vitro на всех уровнях организации – 

от отдельной клетки до органов растения привело к созданию технологии 

клонального микроразмножения растений, которая в большинстве стран 

стала уже коммерческой. Клональное микроразмножение – массовое ве-

гетативное размножение растительных организмов, базирующееся на ис-

пользовании метода культуры изолированных органов, тканей и клеток 

растений in vitro. 

В природе существует два способа размножения растений: поло-

вой (семенной) и вегетативный. Оба эти способа имеют как свои пре-

имущества, так и недостатки. К недостаткам семенного размножения от-

носятся генетическая пестрота семенного материала и длительность юве-

нильного периода. При половом размножении потомство развивается из 

зиготы, образованной в результате слияния половых клеток двух разных 

особей. Эта зигота содержит гены как отцовского, так и материнского 

организма, поэтому потомство, возникающее в ходе полового размноже-

ния, не идентично одному из родителей, а несет наследственный матери-

ал обоих родителей. 

При вегетативном размножении генотип материнского растения 

сохраняется, а также сокращается длительность ювенильного периода. 
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Однако большинство видов плохо размножается вегетативным способом, 

к ним относятся многие древесные породы. Например, эффективность 

размножения, даже на ювенильной стадии, дуба, сосны, ели, орехоплод-

ных не очень высока. Кроме того, с помощью черенкования невозможно 

размножать многие виды древесных растений в возрасте старше 10-15 

лет. Трудно получить стандартный посадочный материал, так как суще-

ствует возможность накопления и передачи инфекции. Операции по раз-

множению с помощью прививок сложны и трудоемки. 

Достижения в области культуры клеток и тканей привели к соз-

данию принципиально нового способа вегетативного размножения – кло-

нального микроразмножения – получения в условиях in vitro неполовым 

путем растений, генетически идентичных исходному экземпляру. Очень 

важно, что получаемый этим методом посадочный материал генетически 

идентичен давшему ему начало растению, т.к. он возникает из соматиче-

ских клеток растений.  

В основе микроразмножения лежит уникальная способность рас-

тительной клетки реализовывать присущую ей тотипотентность под 

влиянием экспериментальных воздействий и давать начало целому расти-

тельному организму. 

Микроразмножение имеет ряд преимуществ перед существую-

щими традиционными способами размножения:  

 высокий коэффициент размножения (10
5
-10

7
 растений в год); 

 получение генетически однородного посадочного материала; 

 оздоровление растений от грибных и бактериальных патогенов, 

вирусных, микоплазменных и нематодных инфекций; 

 размножение сеянцев без вывода их из ювенильной фазы; 

 ускорение перехода растений от ювенильной к репродуктивной 

фазе развития; 

 размножение растений, трудно размножаемых вегетативно; 

 проведение работ в течение года и планирование выпуска расте-

ний к определенному сроку; 

 экономия площадей, необходимых для выращивания посадочного 

материала; 

 длительное хранение пробирочных растений при пониженных 

температурах, позволяющее создать «банк» ценных форм растений. 

Область применения метода связана с использованием клональ-

ного микроразмножения: 

 для быстрого получения больших количеств заведомо безвирус-

ного материала за счет использования меристемной культуры; 

 в селекции для поддержания размножения небольшого числа от-

дельных генотипов; 
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 для быстрого размножения новых выведенных сортов: до не-

скольких тысяч растений в течение месяцев, тогда как при использова-

нии традиционных методов затрачивается несколько лет; 

 для размножения древесных растений, разведение и селекция ко-

торых осуществляется медленно вследствие длительности или отсутст-

вия вегетативного размножения, многие виды однодольных пальм и не-

которые породы лесных деревьев с большим трудом поддаются вегета-

тивному размножению или обычное вегетативное размножение их во-

обще невозможно; 

 для поддержания гетерозисных гибридов или других гетерозигот, 

расщепляющихся при скрещивании растений; 

 для сохранения редких и исчезающих видов; 

 для массового получения «искусственных семян». Эмбриоиды, 

получаемые в культуре in vitro, могут оказаться более удобными при ав-

томатизации процессов микроразмножения, чем культивируемые побе-

ги или регенеранты. 

Факторы, влияющие на процесс клонального микроразмножения 

На эффективность микроклонального размножения влияет масса 

факторов различной природы. Это физиологические особенности вводи-

мого в культуру растения, химические и физические условия культивиро-

вания. Наиболее важным моментом является выбор материнского расте-

ния и экспланта. 

При выборе материнского растения необходимо учитывать его 

физиологические, сортовые и видовые особенности. Исходные растения 

должны быть здоровы, не поражены грибными, бактериальными и вирус-

ными болезнями. Кроме того, они должны находиться в состоянии интен-

сивного роста (выход из фазы покоя и переход к активному росту). Луко-

вицы, корневища и клубни в состоянии покоя непригодны, перед введе-

нием в культуру их предварительно обрабатывают высокими или низки-

ми температурами. Способность к размножению также детерминирована 

генетически. Например, земляника размножается всеми способами, обле-

пиха – ни одним, хотя в природе черенкуется. Двудольные обладают 

большей регенерационной способностью, чем однодольные и древесные. 

При выборе экспланта необходимо учитывать его возраст, строе-

ние и происхождение. Для обеспечения максимальной стабильности кло-

нируемого материала, во избежание появления аномальных растений в 

качестве экспланта желательно использовать молодые, слабо дифферен-

цированные ткани. Кроме того, экспланты от ювенильных растений луч-

ше укореняются, чем от зрелых, особенно это касается древесных пород. 

Лучше всего использовать кончики стеблей, пазушные почки, зародыши, 

молодые листья, черенки, соцветия, чешую луковиц, то есть экспланты, 
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содержащие меристемы. Опыты по культивированию зародышей пиона 

показали, что при извлечении зародышей из зрелых семян они образуют 

каллус и корни. Если же изолировать их через 2-3 недели после опыле-

ния, то образуются и каллус, и растения. Вероятно, это связано с развора-

чиванием генетической программы в онтогенезе растения. Следует отме-

тить, что не всегда молодые ткани являются удачным объектом для раз-

множения. У сенполии на эксплантах из молодых листьев возникают 

только корни, из старых – только побеги, из средних по возрасту – и по-

беги, и корни. Чем меньше размер экспланта, тем меньше его регенераци-

онная способность. С другой стороны, в крупном экспланте увеличивает-

ся возможность появления в его клетках вирусов и других патогенов, что 

препятствует оздоровлению тканей. 

Длительность культивирования также влияет на эффективность 

микроразмножения. Физиологическое состояние экспланта меняется в 

течение пассажей, при длительном культивировании частота укореняемо-

сти побегов возрастает. Возможно, что при этом эксплант приобретает 

признаки ювенильности, что ведет к повышению его морфогенетического 

потенциала. 

Успех введения в культуру часто определяется эффективностью 

стерилизации. Выбор стерилизующего агента определяется особенностя-

ми экспланта. Для нежных тканей концентрация стерилизующего агента 

должна быть снижена, чтобы сохранить жизнеспособность экспланта. 

Часто внутреннее заражение исходных эксплантов бывает намного силь-

нее, чем поверхностное, поэтому экспланты предварительно обрабатыва-

ют фунгицидами и антибиотиками против грибной и бактериальной ин-

фекций. Хорошие результаты дает обработка растений бензоатом натрия 

C6H5COONa (Е211). 

В зависимости от вида растений необходимо испытывать как 

твердые, так и жидкие питательные среды. Иногда жидкие среды имеют 

преимущество, так как обеспечивают большую подвижность трофиче-

ских элементов. Например, при размножении роз более успешным было 

культивирование побегов на двухслойной питательной среде: нижний 

слой – агаризованный, верхний – жидкий. На эффективность размноже-

ния могут также влиять расположение экспланта (горизонтальное или 

вертикальное), тип пробок (ватные, пластмассовые, стеклянные, металли-

ческие и т.д.), а также соотношение объема эксплантов и количества пи-

тательной среды для оптимального освещения и газообмена эксплантов. 

Состав питательной среды необходимо подбирать для каждого 

вида растений на каждом этапе клонального микроразмножения. На кло-

нальное микроразмножение влияют гормоны, минеральные соли, вита-

мины и углеводы. При микроразмножении in vitro часто используют сре-

ды Мурасиге и Скуга, Линсмайера и Скуга, Шенка и Хильдебрандта, Ни-
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ча, Гамборга, Хеллера и другие. Обычно используют среду Мурасиге - 

Скуга, которая содержит много неорганического азота, что стимулирует 

процессы органогенеза и соматического эмбриогенеза. Вопрос оптималь-

ного соотношения NH4
+
:NO3

-
 остается открытым, так как литературные 

данные весьма противоречивы и универсального рецепта для всех видов 

растений нет. В качестве источника углеродного питания используют 

различные углеводы: сахарозу, глюкозу, фруктозу. Разные культуры тре-

буют различной концентрации углеводов на разных этапах клонального 

микроразмножения. 

К физическим факторам выращивания относятся температура и 

условия освещения. На первых двух этапах освещенность колеблется от 

1000 до 3000 лк, фотопериод 14-16 часов, но эти параметры зависят от 

культуры. Высокая интенсивность света может вызывать хлорозы и за-

держивать развитие, но при переносе в почву эти растения чувствуют 

себя лучше и растут энергичнее. Спектральный состав также играет не-

маловажную роль. Некоторые исследователи (Катаева, Бутенко, 1983) 

указывают на синий свет как основной компонент морфогенеза. Красный 

свет стимулирует образование почек у табака, у салата – образование по-

бегов, у березы – укоренение. В работах Т.Н. Константиновой с соавто-

рами (1987) показано, что синий свет усиливает закладку вегетативных 

почек у побегов табака в условиях in vitro, а красный стимулирует разви-

тие цветочных почек. Однако при добавлении цитокининов и ауксинов в 

различной концентрации соотношение процессов дифференциации цве-

точных и вегетативных почек меняется, в некоторых случаях наблюдает-

ся даже противоположный эффект. В исследованиях Р.А. Карначук и Е.С. 

Гвоздевой (1998) наибольший выход морфогенных каллусов пшеницы, 

формирующих растения и побеги, отмечен на зеленом свету. Большое 

значение играет также сочетание спектрального состава света и гормо-

нальных факторов среды. 

Температура культивирования обычно варьирует в интервале 22-

26 
о
С днем и 18-22 

о
С ночью. В некоторых случаях понижение темпера-

туры ведет к повышению эффективности размножения. Для повышения 

коэффициента размножения необходимо каждому виду с учетом его есте-

ственного ареала произрастания подбирать индивидуальные условия 

культивирования. Относительная влажность воздуха – 65-70 %. 

Этапы микроклонального размножения растений 

Процесс клонального микроразмножения можно разделить на 4 

этапа: 

1. Выбор растения-донора, отбор эксплантов и введение их в 

культуру. 

2. Процесс собственно микроразмножения, когда достигается 

увеличение числа инициалей на экспланте и образование из них побегов.  
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3. Укоренение размноженных побегов с последующей адаптаци-

ей их к почвенным условиям, а при необходимости депонирование расте-

ний-регенерантов при пониженной температуре (+2 
о
С, +10 

о
С).  

4. Выращивание растений в условиях теплицы и подготовка их к 

реализации или посадке в открытый грунт. 

На первом этапе необходимо получить культуру, свободную от 

инфекции, добиться выживания ее на питательной среде и обеспечить 

быстрый рост эксплантов. 

При выборе экспланта необходимо учитывать как вид растения, 

так и метод микроразмножения, который будет использоваться. На про-

цесс получения микроклонов влияет сезон года и фаза развития родитель-

ского растения, реакция экспланта во многом зависит от того, из какого 

органа растения он взят. Хотя большинство растений хорошо поддаются 

введению в культуру в фазе активного роста, экспланты некоторых рас-

тений образуют побеги лишь в фазе покоя. Из эксплантов чешуек луко-

виц лилии легко получить регенерацию деток, если их взять весной или 

осенью, а не в летний или зимний период. Апикальная меристема гвозди-

ки, изолированная в марте, дает наибольший процент жизнеспособных 

растений. Чем меньше абсолютный возраст растений, тем интенсивнее 

идет рост побегов. Эта зависимость особенно ярко выражена у древесных 

растений. 

При введении эксплантов в культуру определяющую роль играет 

стерилизация материала, поскольку питательные среды являются отлич-

ным субстратом для развития бактериальной и грибной микрофлоры. 

Специальная подготовка родительских растений – доноров экс-

планта оказывает влияние на успех стерилизации. Так, для получения 

стерильной культуры розеточного растения его целесообразно с коротко-

го дня на несколько дней перенести в условия длинного дня для вытяги-

вания стебля. Это приводит к образованию розетки листьев целиком над 

землей на стеблевых частях растений. В этом случае применение обыч-

ных стерилизующих растворов дает хорошие результаты.  

Гербера – розеточное растение, у которого укороченный стебель 

вместе с апексом погружен в землю. К тому же верхушка побега покрыта 

многочисленными волосками, между которыми накапливаются мелкие 

частицы земли. Все это затрудняет стерилизацию общепринятыми мера-

ми. И только изменив способ посадки материнских растений, удалось 

получить удовлетворительные результаты. Материнские растения долж-

ны быть посажены так, чтобы точка роста стебля была приподнята над 

землей.  

Можно рекомендовать выделение специального нулевого этапа в 

микроразмножении, целью которого должна стать подготовка растений к 

изолированию эксплантов. На нулевом этапе растения следует выращи-
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вать в теплицах при невысокой влажности воздуха и с ограниченным по-

ливом. Вода должна поступать в почву через специальные капилляры, 

попадая непосредственно к корню. Необходимо избегать полива сверху. 

Эти условия не совсем благоприятны для роста растений, но при этом 

резко уменьшается количество инфицированных растений. За несколько 

недель до изолирования экспланта растения обрабатывают ядохимиката-

ми, а ту его часть, которая будет служить эксплантом, покрывают марле-

вым мешочком, чтобы избежать переноса патогенов насекомыми.  

Для стерилизации используют различные ртутьсодержащие со-

единения (диацид, сулему), а также препараты, содержащие активный 

хлор (гипохлорит кальция или натрия). Для снижения численности мик-

роорганизмов на поверхности эксплантов с успехом используют промыв-

ку водопроводной водой в течение длительного времени с последующей 

обработкой одним из перечисленных стерилизующих агентов. Некоторые 

исследователи рекомендуют ступенчатую стерилизацию эксплантов 

большого размера, и проводить «тест на зараженность эксплантов сапро-

фитной микрофлорой». При промежуточном инкубировании экспланты 

сначала помещают на питательные среды без добавления дорогостоящих 

компонентов питательной среды, затем в течение 7-10 дней проводят вы-

браковывание инфицированных эксплантов, неинфицированные жизне-

способные пересаживают на среды полного состава для дальнейшего 

культивирования. 

Когда трудно получить исходную стерильную культуру эксплан-

та, рекомендуется вводить в состав питательной среды антибиотики (тет-

рациклин, бензилпенициллин и др.) в концентрации 100-200 мг/л. Это в 

первую очередь относится к древесным растениям, у которых наблюдает-

ся тенденция к накоплению внутренней инфекции. 

Для культивирования тканей на каждом из четырех этапов требу-

ется применение определенного состава питательной среды. На первом 

этапе питательные среды содержат высокие концентрации минеральных 

солей, углеводов, витамины, цитокинины и ауксины, иногда гибберелли-

ны. Как правило, используют среду, содержащую минеральные соли по 

рецепту МС. 

В тех случаях, когда наблюдается ингибирование роста первич-

ного экспланта, за счет выделения им в питательную среду токсичных 

веществ (фенолов, терпенов и других вторичных соединений), в ее состав 

часто вводят антиоксиданты. Это возможно двумя способами: либо 

омывкой экспланта слабым его раствором в течение 4-24 ч, либо непо-

средственным добавлением в питательную среду. В качестве антиокси-

дантов используют: аскорбиновую кислоту (1 мг/л), глутатион (4-5 мг/л), 

дитиотриэтол (1-3 мг/л), диэтилдитиокарбомат (2-5 мг/л), поливинилпир-

ролидон (5000-10000 мг/л). В некоторых случаях добавление активиро-
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ванного угля в концентрации 0,5-1% благотворно сказывается на росте 

побегов. Активированный уголь адсорбирует выделяемые эксплантом 

токсические вещества. В то же время уголь адсорбирует из среды и био-

логически активные вещества, что существенно уменьшает их исходную 

концентрацию. Поэтому в среды, содержащие активированный уголь, 

необходимо вносить более высокие концентрации фитогормонов.  

Продолжительность первого этапа может колебаться от 1 до 2 

месяцев, в результате которого наблюдается рост меристематических 

тканей и формирование первичных побегов. Важность первого этапа 

микроразмножения обусловлена тем, что от получения первичной куль-

туры тканей или органов зависит весь дальнейший процесс размножения. 

2 этап – процесс собственно микроразмножения. На этом этапе 

необходимо добиться получения максимального количества меристема-

тических клонов. 

Как и на первом этапе, используют питательную среду по рецеп-

ту МС, содержащую различные биологически активные вещества, а также 

регуляторы роста. Основную роль при подборе оптимальных условий 

культивирования эксплантов играют соотношение и концентрация вне-

сенных в питательную среду цитокининов и ауксинов. Из цитокининов 

наиболее часто используют БАП в концентрациях от 1 до 10 мг/л, а из 

ауксинов – ИУК и НУК в концентрациях до 0,5 мг/л.  

При культивировании пазушных почек арники горной на средах с 

различными концентрациями цитокининов наилучший результат был 

получен при использовании БАП в концентрации 0,2-0,5 мг/л, а также 

БАП 2,5 мг/л + ИУК 0,2 мг/л. Интересно, что на среде, содержащей 2,5 

мг/л БАП и 0,2 мг/л ИУК развивающиеся побеги имели плотную розеточ-

ную форму, их междоузлия были укорочены, тогда как на средах, содер-

жащих 0,2 мг/л БАП, одновременно с активацией пазушных побегов про-

исходило их вытягивание. Это облегчало выделение единичного побега 

из пучка и пересадку его при укоренении. Кроме того, побеги, размно-

женные на среде с 0,2-0,5 мг/л БАП быстрее формировали корни.  

Увеличение концентрации БАП до 3 мг/л значительно ингибиро-

вало образование пазушных побегов и приводило к появлению мелких 

уродливых, плохо развитых почек. Понижение концентрации до 0,1 мг/л 

также ингибировало развитие пазушных побегов и вызывало образование 

корней в основании черенка. Однако следует отметить, что введение в 

среду ИУК в небольшой концентрации (БАП 2,5 мг/л + ИУК 0,2 мг/л) 

снимало ингибирующий эффект высокой концентрации БАП и способст-

вовало увеличению выхода пазушных побегов. Причем использование 

низкой концентрации БАП (0,1-0,5 мг/л) оказалось более эффективным 

для клонального микроразмножения арники альпийской, чем для арники 

горной. 
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При долгом культивировании растительных тканей на питатель-

ных средах с повышенным содержанием цитокининов (5-10 мг/л) проис-

ходит постепенное накопление их в тканях выше необходимого физиоло-

гического уровня, что приводит к появлению токсического действия и 

формированию растений с измененной морфологией. Вместе с тем, мож-

но наблюдать такие нежелательные для клонального микроразмножения 

эффекты, как подавление пролиферации пазушных меристем, образова-

ние витрифицированных (оводненных) побегов и уменьшение способно-

сти растений к укоренению. 

Установлено, что БАП в концентрации 5 мг/л с одной стороны 

вызывал максимальное развитие пазушных побегов яблони в культуре 

клеток, но с другой стороны, приводил к появлению уродливых низко-

рослых побегов. В то же время при концентрации БАП 1 мг/л из почек 

формировались нормальные побеги, и при этом наблюдали лишь незна-

чительное уменьшение скорости размножения. По данным Ю.Г. Попова и 

В.А. Высоцкого при длительном культивировании побегов земляники на 

средах с высоким содержанием БАП в некоторых случаях происходило 

формирование пассивных почек, не способных ни к пролиферации па-

зушных меристем, ни к корнеобразованию. По-видимому, в процессе 

культивирования побегов в их тканях происходит постепенное накопле-

ние фитогормонов выше необходимого физиологического уровня и при 

этом наблюдается их токсическое действие. Отрицательное действие ци-

токининов возможно преодолеть, используя питательные среды с мини-

мальной концентрацией цитокининов, обеспечивающих стабильный ко-

эффициент размножения, или чередованием циклов культивирования на 

средах с низким и высоким уровнем цитокининов. 

Следующим важным процессом микроразмножения является ин-

дукция корней у размноженных побегов. Этот этап тесно связан с подго-

товкой побегов к укоренению, наличие его не является обязательным, так 

как требуется для ограниченного круга растений, преимущественно для 

древесных видов. В результате экспериментов выявлено, что легче укоре-

няются побеги, имеющие длину более 7 мм. Как правило, на этапе раз-

множения основную массу составляют укороченные побеги. Для их уд-

линения питательную среду обогащают гибберелловой кислотой или 

применяют пониженные концентрации БАП. Для укоренения размножен-

ных побегов часто используют менее богатые среды: Уайта, разбавлен-

ную в два, четыре раза концентрацию минеральных солей среды МС, 

уменьшают количество сахара до 0,5-1% и полностью исключают цито-

кинины, оставляя один лишь ауксин. В качестве индукторов корнеобра-

зования хорошо зарекомендовали себя индолилмасляная, нафтилуксусная 

и индолилуксусная кислоты.  
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Большое значение имеет способ применения стимуляторов кор-

необразования. Укоренение микропобегов проводят двумя способами:  

1) выдерживание микропобегов в течение нескольких часов (2-24 

ч) в стерильном концентрированном растворе ауксина (20-50 мг/л) и по-

следующее их культивирование на агаризованной среде без гормонов или 

непосредственно в подходящем почвенном субстрате (импульсная обра-

ботка); 

2) непосредственное культивирование микропобегов в течение 3-

4 недель на питательной среде, содержащей ауксин в невысоких концен-

трациях (1-5 мг/л в зависимости от исследуемого объекта). В последнее 

время предложен метод укоренения пробирочных растений в условиях 

гидропоники. Этот метод позволяет значительно упростить этап укорене-

ния и одновременно получать растения, адаптированные к естественным 

условиям. Для картофеля можно использовать безсубстратную гидропо-

нику для получения мини-клубней. Затенение нижней части культураль-

ных сосудов плотной черной материей или добавление в питательную 

среду активированного угля способствует укоренению микропобегов. 

4 этап – подготовка растений к высадке в почву. Пересадка рас-

тений-регенерантов в субстрат является ответственным этапом, завер-

шающим процесс клонального микроразмножения. Наиболее благопри-

ятное время для пересадки пробирочных растений – весна или начало 

лета.  

Растения с двумя-тремя листьями и хорошо развитой корневой 

системой осторожно вынимают из колб или пробирок пинцетом с длин-

ными концами или специальным крючком. Корни отмывают от остатков 

агара и высаживают в почвенный субстрат, предварительно простерили-

зованный при 85-90 °С в течение 1-2 ч. Для большинства растений в каче-

стве субстратов используют торф, песок (3:1); торф, дерновую почву, 

перлит (1:1:1); торф, песок, перлит (1:1:1). Исключение составляют се-

мейство орхидных, для которых готовят субстрат, состоящий из сфагно-

вого мха, смеси торфа, листьев бука или дуба, сосновой коры (1:1:1).  

Приготовленным заранее почвенным субстратом заполняют пи-

кировочные ящики или торфяные горшочки, в которых выращивают рас-

тения-регенеранты. Горшочки с растениями помещают в теплицы с регу-

лируемым температурным режимом (20-22 °С), освещенностью не более 

5 тыс. лк и влажностью 65-90 %. Для лучшего роста растений создают 

условия искусственного тумана. В тех случаях, когда нет возможности 

создать такие условия, горшочки с растениями накрывают стеклянными 

банками или полиэтиленовыми пакетами, которые постепенно открывают 

до полной адаптации растений. 

Через 20-30 дней после посадки, хорошо укоренившиеся расте-

ния подкармливают растворами минеральных солей Кнудсона, Мурасига 
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и Скуга, Чеснокова, Кнопа (в зависимости от вида растений) или ком-

плексным минеральным удобрением. По мере роста растений их расса-

живают в большие емкости со свежим субстратом. Дальнейшее выращи-

вание акклиматизированных растений соответствует принятой агротех-

нике выращивания для каждого индивидуального вида растений. 

Процесс адаптации пробирочных растений к почвенным услови-

ям является наиболее дорогостоящей и трудоемкой операцией. Нередко 

после пересадки растений в почву наблюдается остановка в росте, опаде-

ние листьев и гибель растений. Эти явления связаны, в первую очередь, с 

тем, что у пробирочных растений нарушена деятельность устьичного ап-

парата, вследствие чего происходит потеря большого количества воды. 

Во-вторых, у некоторых растений в условиях in vitro не происходит обра-

зования корневых волосков, что приводит, в свою очередь, к нарушению 

поглощения воды и минеральных солей из почвы. Поэтому для таких ви-

дов целесообразно укорененные пробирочные растения пересаживать на 

жидкую разбавленную питательную среду. В таких условиях корни обра-

зуют корневые волоски, которых были лишены при развитии на агаризо-

ванной среде. На третьем или четвертом этапах клонального микрораз-

множения полезно применять искусственную микоризацию растений (для 

микотрофных), учитывая их положительную роль в снабжении растений 

минеральными и органическими питательными веществами, водой, био-

логически активными веществами, а также в защите растений от патоге-

нов. 

Индийскими учеными предложен простой метод предотвращения 

быстрого обезвоживания листьев растений, выращенных in vitro, во время 

их пересадки в полевые условия. Метод заключается в том, что листья в 

течение всего акклиматизационного периода следует опрыскивать 50%-

ным водным раствором глицерина или смесью парафина, или жира в ди-

этиловом эфире (1:1). Применение этого метода помогает избежать длин-

ных и затруднительных процессов закаливания пробирочных растений и 

обеспечивает 100%-ную их приживаемость. 

Методы микроклонального размножения 

Существует несколько основных моделей клонального микро-

размножения растений, характеризующихся различной степенью на-

дежности в отношении сохранения генетической стабильности размно-

жения форм, универсальности для определенного круга растений, коэф-

фициента размножения, повторяемости результатов. Согласно одной из 

них, предложенной Мурасиге в 1977 году, процесс можно осуществлять 

следующими путями:  

1. Активация пазушных меристем. 

2. Образование адвентивных побегов тканями экспланта. 

3. Возникновение адвентивных побегов в каллусе. 
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4. Индукция соматического эмбриогенеза в клетках экспланта. 

5. Соматический эмбриогенез в каллусных тканях. 

6. Формирование придаточных эмбриоидов в тканях первичных 

соматических зародышей (деление первичных эмбриоидов). 

Другой подход к классификации методов микроразмножения 

предложен Н.В. Катаевой и Р.Г. Бутенко (1983), которые разделяют 

процесс клонального микроразмножения на два принципиально различ-

ных типа: 

1. Активация развития уже существующих в растении меристем 

(апекс стебля, пазушные и спящие почки стебля). 

2. Индукция возникновения почек или эмбриоидов de novo : 

а) образование адвентивных побегов непосредственно тканями 

экспланта;  

б) индукция соматического эмбриогенеза;  

в) дифференциация адвентивных почек в первичной и пересадоч-

ной каллусной ткани. 

Целесообразно разделить каждый из трех методов и представить 

в виде двух вариантов в зависимости от характера морфогенетических 

реакций: индукция почек или эмбриоидов. На рис. 7 схематически изо-

бражена возможная классификация методов клонального микроразмно-

жения растений, которая является наиболее естественной, и поэтому 

ценной для практики. 

 
Рис. 7. Классификация методов клонального микроразмножения 

растений (а — активация существующих меристем; б — образование 

почек и эмбриоидов de novo; Э — индукция образования эмбриоидов, 

П — индукция образования почек) по Н.В. Катаевой, Р.Г. Бутенко, 

1983. 

 

Обязательным условием клонального микроразмножения являет-

ся использование объектов, полностью сохраняющих генетическую ста-

бильность на всех этапах процесса – от экспланта до растений. Этому 
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условию удовлетворяют апексы и пазушные почки стеблевого происхож-

дения. Меристемные ткани растений in vivo непрерывно поддерживаются 

в активно пролиферирующем состоянии. По мнению Р.Г. Бутенко (1999), 

они устойчивы к генетическим изменениям, возможно вследствие высо-

кой активности систем репарации ДНК, а также негативной селекции из-

менившихся клеток. Активация роста пазушных почек и использование 

пазушных побегов является одним из традиционных методов клонально-

го микроразмножения. 

Индукция развития пазушных меристем 

Метод клонального микроразмножения активацией пазушных 

меристем основан на снятии апикального доминирования (рис. 8) или 

удалением главного побега и микрочеренкованием в пробирке, или вве-

дением в питательную среду цитокининов, индуцирующих развитие 

многочисленных пазушных побегов, или сочетанием того и другого. 

При этом во всех случаях развивающиеся побеги отделяют друг от друга 

и повторно культивируют на питательной среде, стимулирующей про-

лиферацию пазушных меристем и возникновение побегов более высо-

ких порядков. 

Часто в качестве экспланта используют верхушечные или пазуш-

ные почки, которые изолируют из побега и помещают на питательную 

среду с цитокининами. Образующиеся пучки побегов делят, при необхо-

димости черенкуют и переносят на свежую питательную среду. После 

нескольких пассажей, добавляя в питательную среду ауксины, побеги 

укореняют in vitro, а затем переносят в почву, где создают условия, спо-

собствующие адаптации растений. 

 
Рис. 8. Схема размножения растений методом активации уже сущест-

вующих меристем: 1 – путем удаления верхушечной меристемы: 2 – 

добавлением цитокининов в среду (б/г – среда без гормонов, Ц – ци-

токинин, А – ауксин). По А.Р. Родину, Е.А. Калашниковой, 1993. 
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В лаборатории биотехнологии растений Ботанического сада-

института Уфимского научного центра Российской академии наук рас-

сматриваемый метод широко используется для разработки технологий 

размножения и в производстве посадочного материала редких, исчезаю-

щих, декоративных и лекарственных видов, ценных гибридов, перспек-

тивных сортов более 60 таксонов древесных и травянистых растений в 

культуре in vitro. 

Клональное микроразмножение, проводимое сотрудниками на-

шей лаборатории, оказалось весьма перспективным для лесных древес-

ных пород. Дело в том, что при обычном размножении древесных и кус-

тарниковых пород семенами в большинстве случаев возникает неста-

бильное в генетическом отношении потомство. В случае размножения 

семенами древесные виды длительное время находятся в ювенильном 

периоде. Поэтому лучшие экземпляры взрослых растений, не достигшие 

плодоношения, не могут быть использованы для размножения. Вегета-

тивное же размножение для многих древесных видов не эффективно. 

Важной областью применения клонального микроразмножения по опре-

делению академика Р.Г. Бутенко (1999), является быстрое размножение in 

vitro лучших экземпляров взрослых лесных деревьев и «плюсовых» их 

форм. В начале исследований по микроразмножению in vitro материалом 

служили высокогетерозисные гибриды осины с тополем селекции Укр-

НИИЛХа, полученные Н.В. Старовой и произрастающие в Полтавской 

области (Украина). Гибриды представляют собой ценный селекционный 

материал, они не требовательны к почвам и образуют высокопродуктив-

ные древостои на слабозасоленных и бедных смытых почвах. Две гиб-

ридные комбинации имеют пирамидальную форму кроны и высоко деко-

ративны. 

При разработке технологии клонального микроразмножения гиб-

ридов осины и тополя Р.К. Байбурина с соавторами (1990) использовали 

пазушные почки стеблевого происхождения, взятые с деревьев в возрасте 

27-32 лет. Исходные стерильные экспланты помещали на питательную 

среду МС с комбинацией цитокининов и ауксинов, где в течение 4-5 не-

дель происходило набухание, раскрытие и рост почек с последующим 

образованием конгломерата коротких микропобегов с 2-3 небольшими 

листьями в количестве 20-50 побегов. Отделяя побеги и помещая их на 

свежую среду, достигается рост побегов, где в пазухах листьев вновь об-

разуются боковые почки. Таким образом, наблюдается многократное уве-

личение числа побегов (рис. 9). Продолжительность дифференциации и 

роста побегов занимает 6-9 недель в зависимости от клона. Укоренение 

побегов проводят на среде МС, содержащей индолилмасляную кислоту 

(ИМК). Корни формируются в течение 7-10 дней, после чего растения 
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переводят в почвенный субстрат. Приживаемость растений составляет 85-

90%. 

 

Рис. 9. Растения-регенеранты гибри-

дов осины с тополем белым. Фото А.А. 

Зариповой 

 

Технология микроразмножения 

дает возможность промышленного ис-

пользования в лесном хозяйстве ценных 

высокогетерозисных гибридов осины с 

тополем, которые ранее не могли быть 

использованы вследствие невозможно-

сти их размножения черенкованием, 

массового получения посадочного мате-

риала с сохранением генотипа от элит-

ных деревьев; регулирование скорости 

микроразмножения в зависимости от 

производственных условий; высокий процент укореняемости и выживае-

мости растений (85-90 %); сокращение сроков дифференциации и роста 

растений до 6-9 недель; подготовка укоренившихся растений в условиях 

теплицы к началу весенней вегетации в открытом грунте; возможность 

выращивания посадочного материала независимо от времени года. 

По разработанной технологии проведено массовое размножение 

гибридов, из которых на территории Ботанического сада г. Уфы созданы 

коллекционные участки, а две тысячи растений-регенерантов переданы 

Туймазинскому ОППЛХО для создания плантаций на древесное сырьё. 

Р.К. Байбуриной разработана технология клонального микрораз-

множения тополя черного с узорчатой текстурой древесины. Донорные 

растения в возрасте 60-100 лет произрастают в высокогорных районах 

Краснодарского края. Тополь черный обладает древесиной высокого ка-

чества, очень декоративен, используется как ценное сырьё в мебельной 

промышленности. Из-за неограниченного использования в промышлен-

ности запасы его истощены. В культуру in vitro введены пазушные почки 

однолетних побегов тополя (рис. 10). На подобранных питательных сре-

дах отработан процесс мультипликации – до 25-35 побегов на эксплант и 

их укоренение. По разработанной технологии получены регенеранты то-

поля черного, которые произрастают на коллекционном участке Уфим-

ского Ботанического сада. 

Хвойные породы довольно долгое время редко использовались 

как объект исследования в культуре in vitro. Это связано со специфиче-

скими трудностями культивирования тканей, изолированных с взрослых 
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деревьев. Известно, что древесные, и особенно хвойные растения харак-

теризуются медленным ростом, трудно укореняются, содержат большое 

количество вторичных соединений (фенолы, терпены и т.д.), которые в 

изолированных тканях активируются. Окисленные фенолы обычно инги-

бируют деление и рост клеток, что ведет к гибели первичного экспланта 

или уменьшению способности тканей древесных растений к регенерации 

адвентивных почек, которая с возрастом растения-донора исчезает прак-

тически полностью. 

Лиственница Сукачева является важной лесообразующей поро-

дой Южного Урала и характеризуется ценными лесохозяйственными ка-

чествами: быстротой роста, твердостью древесины и устойчивостью её к 

гниению. Однако ареал её резко сокращается, отмечается слабое естест-

венное возобновление. 

Необходимость сохранения и воспроизводства популяций этого 

вида в регионе определяет активность массового размножения деревьев в 

культуре in vitro. В.П. Путенихиным (1991) разработан способ введения в 

культуру тканей зимних апикальных почек лиственницы в возрасте 20-

100 лет. Культивирование изолированных апикальных почек на различ-

ных питательных средах позволило выделить комбинацию 6-

бензиламинопурина (БАП) и кинетина, которая индуцировала органоге-

нетические процессы, главным 

образом, на среде Линсмаера. 

 

Рис. 8. Побегообразование то-

поля черного. Фото А.А. Зари-

повой 

 

Возраст деревьев-

доноров выступал в качестве 

лимитирующего фактора заклад-

ки множественных аксилярных 

почек, причем привитые реюве-

нилизированные клоны показы-

вали большую реактивность. 

Усредненные коэффициенты размножения составили: 7,3 – для 22-24 

летних деревьев; 3,6 – для 100–летних; 9,6 – для привитых клонов. Разра-

ботаны способы трансплантации вегетативных почек взрослых деревьев 

на ювенильные сеянцы лиственницы в культуре тканей (микропрививки). 

Совместные исследования в этом направлении с учеными из Германии 

позволили получить привитые растения, произрастающие в грунте (Ewald 

D., Putenikhin V.P., Matschke J., 1991). 
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Перспективной областью практического использования клональ-

ного микроразмножения растений является декоративное садоводство. В 

связи с возрастающим интересом и спросом в России на новые декора-

тивные растения, а также необходимостью сокращения импорта посадоч-

ного материала, становится актуальной проблема массового размножения 

многолетних декоративных культур. Эта проблема может быть успешно 

решена методом клонального микроразмножения, который используется 

не только в коммерческих целях, но и для выявления общих закономер-

ностей морфогенеза растений, их особенностей проявления в условиях in 

vitro. 

Декоративно-цветочные культуры относятся к различным отда-

ленным друг от друга ботаническим таксонам, значительно отличающим-

ся уровнем тотипотентности клеток и регенерационным потенциалом. 

Это вызывает необходимость дифференцированного подхода к примене-

нию технологий клонального микроразмножения. Практически для каж-

дого вида и даже сорта приходится разрабатывать свою оригинальную 

методику размножения. Метод активации пазушных меристем был ис-

пользован нами для размножения таких декоративных культур, как роза, 

хризантема, пион. 

Для микроразмножения розы как инициальные экспланты ис-

пользовали пазушные почки с участком стебля, вырезанного из однолет-

него побега. В экспериментах испытывались пазушные почки, взятые в 

разное время года: зимнее, весеннее и осеннее. Зимние и ранневесенние 

почки развивались очень слабо, процесса мультипликации не наблюда-

лось. Осенние почки, изолированные в октябре-ноябре показали хорошую 

способность для культивирования in vitro. Результаты наблюдений за 

эксплантами на питательных средах МС, Готре и Уайта показали разницу 

в степени развития эксплантов при разных условиях минерального пита-

ния. Наилучшее развитие эксплантов наблюдалось на среде МС, при этом 

использовали как жидкую, так и агаризованную среды. 

Развитие эксплантов на 

питательной среде начиналось с 

разворачивания листьев, а затем 

наблюдалось образование побегов 

(рис. 11). 

 

Рис. 11. Мультипликация побе-

гов розы. Фото А.А. Зариповой. 

 

Начиная с третьего-

четвертого пассажей наблюдался 

процесс мультипликации, при 
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этом процесс на жидкой питательной среде проходил интенсивнее, чем на 

агаризованной. В качестве субстрата для эксплантов в жидкой среде ис-

пользовалась гигроскопическая вата, что обеспечивало, прежде всего, 

лучшее поглощение питательных веществ всей поверхностью экспланта, 

и кроме того этим обеспечивалась экономия реактивов. Среда для муль-

типликации составлена по прописи МС, содержащая БАП, ИУК, однако 

из состава макросолей был выведен азотнокислый аммоний и удвоена 

доза микросолей, сахароза добавлялась в количестве 30 г/л. На одном 

экспланте образовывалось 3-5 почек, которые развивались в побеги в па-

зухах листьев эксплантов. 

Укоренение микропобегов происходило на питательной среде 

МС, содержащей ИМК. Корни появлялись через две недели и к концу 

месяца достигали 2,5-3,5 см. 

Пересадка растений из стерильной питательной среды в почвен-

ные условия проводилась в несколько этапов. Вначале растения-

регенеранты высаживались в среду, состоящую из вермикулита и торфа в 

соотношении 2:1, вермикулит добавляли как хороший пористый материал 

для аэрации корней и водоснабжения. В этот период важно поддерживать 

высокую атмосферную влажность, создавать благоприятный температур-

ный режим. Через 2-3 недели адаптированные к условиям in vivo регене-

ранты переводили в условия теплицы. 

Для культивирования пазушных почек хризантемы использовали 

питательную среду МС, дополненную регуляторами роста БАП и α-

нафтилуксусной кислотой (НУК). Экспланты на этой среде были способ-

ны к дальнейшему морфогенезу, разви-

вались в побеги, которые легко черенко-

вали и переносили на свежую среду для 

индукции мультипликации. Коэффици-

ент мультипликации был равен 5-25 в 

зависимости от сорта (рис. 12). Элонга-

цию побегов проводили на среде муль-

типликации, но разбавленной вдвое с 

добавлением БАП и ИУК и уменьшен-

ным количеством сахарозы. 

 

Рис. 12. Мультипликация побегов хри-

зантемы. Фото А.А. Зариповой 

 

На этой же среде происходит и 

ризогенез в течение 3-3,5 недель. В слу-

чае неукоренения побегов на описанной среде их переносили в вермику-

лит, при этом ризогенез происходил в течение 4-5 недель. После перевода 
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растений-регенерантов в почвенный субстрат в условия теплицы, они 

начинали цветение через три месяца. Цветение происходило в холодный 

период времени при коротком световом режиме с октября по апрель, что 

позволяло эффективно использовать площади теплиц в зимний период и 

возделывать цветы на срез в течение длительного времени. 

Из трех испытанных сортов, наилучшим для размножения в 

культуре тканей является сорт ‘Корейская’, который дает наибольшее 

число растений-регенерантов хорошего качества в сравнении с сортами 

‘Westland’ и ‘Starling’. 

При введении в культуру in vitro редкого лекарственного и деко-

ративного растения пиона уклоняющегося исходным эксплантом служи-

ли почки возобновления. Исследованиями А.А. Зариповой (2005) уста-

новлено, что почке возобновления пиона уклоняющегося характерно 

внутрипочечное ветвление – формирование боковых почек на побеге в 

период его внутрипочечного развития. Ею выделены три группы боковых 

почек: спящие почки, которые возобновляют растение в критические мо-

менты; дочерние или собственно почки возобновления, которые дают 

начало новой почке возобновления; и резервные почки, обеспечивающие 

восстановление куста при повреждении отрастающего побега. Степень 

морфофизиологической активности боковых почек в культуре in vitro 

зависела от места их расположения на побеге и срока изоляции экспланта. 

Экспериментально установлено, что наибольшей регенерацион-

ной активностью обладали боковые почки возобновления и резервные 

боковые почки пиона уклоняющегося, поэтому именно эти группы почек 

использовались для микроразмножения. Почки изолировали в разные 

сроки: начало активного роста побегов, в период активного роста, во вре-

мя окончания формирования почек возобновления и в период покоя. В 

периоды активного роста побегов и в период покоя выявлена высокая 

степень инфицированности боковых почек. Наибольшее число неинфи-

цированных и жизнеспособных эксплантов получено в период окончания 

формирования почек возобновления. 

При введении в культуру in vitro почек пиона уклоняющегося 

учитывали не только морфологические особенности, но и содержание 

эндогенных гормонов в них, что также позволило выбрать оптимальное 

время изоляции эксплантов. Высокое содержание ИУК и цитокининов, 

низкое содержание АБК в боковых почках наблюдалось в марте и с авгу-

ста по октябрь, именно в это время логично вводить в культуру in vitro 

боковые почки пиона уклоняющегося. 

В процессе изучения влияния регуляторов роста на индукцию 

побегов выявлено, что оптимальной для роста и развития боковых почек 

является среда МС с половинным содержанием минеральных солей и до-

бавлением БАП и ИУК в соотношении 1:2 (Зарипова, 2009а). 
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На этапе микроразмножения концентрацию регуляторов роста 

увеличивали вдвое, при этом решающее значение для повышения регене-

рационной способности эксплантов принадлежало БАП. Коэффициент 

мультипликации был равен 5-7 (рис. 13).  

Укоренение размножен-

ных побегов пиона уклоняющего-

ся проводили в условиях пони-

женных положительных темпера-

тур на питательной среде по про-

писи МС с добавлением НУК. 

 

Рис. 13. Побегообразование пио-

на уклоняющегося. Фото А.А. 

Зариповой 

 

Достаточно хорошо раз-

работана технология клонального 

размножения земляники, основан-

ная на культивировании апикаль-

ных меристем. Меристематиче-

ские верхушки изолируют из мо-

лодых, свободных от вирусных 

болезней растений, и выращивают на питательной среде МС, содержащей 

БАП в концентрации 0,1-0,5 мг/л.  

Через 3-4 недели культивирования меристема развивается в про-

росток, в основании которого формируются адвентивные почки, быстро 

растущие и дающие начало но-

вым почкам. 

 

Рис. 14. Растения - регенеранты 

в почвенном субстрате. Фото 

А.А. Зариповой 

 

В течение 6-8 недель об-

разуется конгломерат почек, свя-

занных между собой соедини-

тельной тканью и находящихся 

на разной стадии развития (рис. 

15). 

Появляются листья на коротких черешках, в нижней части кото-

рых формируются новые адвентивные почки. Эти почки разделяют и пе-

ресаживают на свежую питательную среду. На среде без регуляторов рос-
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та за 4 - 5 недель формируются нормальные растения с корнями и листь-

ями. От одного материнского растения таким образом можно получить 

несколько миллионов растений-регенерантов в год. 

 

 
Рис. 15. Мультипликация побегов земляники. Фото А.А. Зариповой 

 

Индукция возникновения адвентивных почек непосредственно тка-

нями экспланта 

Образование адвентивных побегов непосредственно тканями 

экспланта основано на способности изолированных частей растения при 

благоприятных условиях питательной среды восстанавливать недостаю-

щие органы, и таким образом регенерировать целые растения. Известно, 

что в растении наряду с апикальными и пазушными меристемами стебля 

и корня имеются боковые, интеркалярные меристемы. Так, например, у 

каланхое по краям мясистых листьев имеются меристематические клетки, 

из которых развиваются почки. 

Адвентивные побеги могут развиваться и не в меристематиче-

ских тканях. Как показали исследования О.А. Чуриковой c соавторами 

(1994) у исследованных видов лилий, гиацинта, нарцисса и гладиолуса 

наибольшими регенерационными потенциями характеризуются один-три 

субэпидермальных слоя активно фотосинтезирующих, богатых питатель-

ными веществами клеток, которые способны к дедифференциации и пе-

реходу в меристематическое состояние. 

Можно добиться образования адвентивных почек почти из лю-

бых органов и тканей растения (изолированного зародыша, листа, стебля, 

семядолей, чешуек и донца луковиц, сегментов корней и зачатков соцве-

тий). Этот процесс происходит на питательных средах, содержащих ци-

токинины в соотношении с ауксинами 10:1 или 100:1. В качестве ауксина 

используют ИУК или НУК. Данным способом были размножены многие 
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представители семейства лилейных, томаты, древесные растения (из зре-

лых и незрелых зародышей). 

Представители семейства Gesneriaceae сенполия, стрептокарпус, 

ахименес регенерировали растения из сегментов листовых пластинок. 

Для введения в культуру in vitro использовали неповрежденные листья с 

растений, закончивших цветение. Экспериментально выявлено, что из 

разновозрастных листьев: молодых, средних и старых листьев наиболь-

шая способность к морфогенезу проявлялась у листьев среднего возраста. 

У молодых и старых листьев способность к морфогенезу была значитель-

но ниже. На среде МС с половинным составом макросолей и половинной 

дозой сахарозы в присутствии БАП через три недели после посадки ли-

стьев формировалось множество адвентивных побегов (30-35 шт. на 8 

см
2
) (рис. 16). 

Множественные почки и побеги разделяли и пересаживали на 

свежую питательную среду, на которой вновь в основании побегов фор-

мировались адвентивные почки. Процесс мультипликации можно повто-

рять многократно. Таким образом, на среде с цитокинином продолжается 

пролиферация побегов, а на среде без регуляторов роста формируются 

нормальные растения с корнями и листьями в течение 4-6 месяцев. 

Образование побегов в культуре тканей также легко вызвать у 

стрептокарпуса и ахименеса на сегментах листьев с центральной жилкой 

(рис. 17). Способ размножения аналогичный как для сенполии: на среде 

МС, содержащей БАП в течение 6-8 недель культивирования формирует-

ся множество адвентивных побегов. Как и у сенполии множественные 

почки побеги разделяют и пересаживают на свежую питательную среду и 

таким образом, 

повторяют способ 

клонального раз-

множения. 

 

Рис. 16. Регене-

рация побегов 

на сегментах 

листьев сенпо-

лии. Фото А.А. 

Зариповой 

 

Клональ-

ное микрораз-

множение гербе-

ры осуществляли 

образованием 
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множественных адвентивных побегов непосредственно в тканях молодых 

цветочных бутонов (Салимгареева, 1995). В асептических условиях уда-

ляли чашелистики, язычковые и трубчатые цветки, цветоложе делили на 

несколько частей. Стерилизованные фрагменты цветоложа помещали на 

поверхноть питательной среды по прописи МС. При этом установлено, 

что лучшее развитие эксплантов происходило на питательной среде с 

уменьшенным вдвое по содержанию макро- и микроэлементов, с полным 

составом витаминов и в присутствии БАП и ИУК в соотношении 3:1. Ис-

следования показали, что органогенетическая способность эксплантов 

зависела от времени взятия проб. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 17. Регенерация побегов ахименеса непосредственно тканями 

экспланта. Фото А.А. Зариповой 

 

Экспланты, введенные в культуру in vitro в начале и в конце цве-

тения, имели разную морфогенетическую способность. У эксплантов, 

введенных в культуру перед началом цветения, происходило формирова-

ние вегетативных побегов, а у взятых после цветения на месте базального 

среза в течение двух недель формировался рыхлый желто-белого цвета 

каллус. Подросшие побеги можно многократно делить на микрочеренки, 

состоящие из кусочка побега и нескольких почек. Из одного микрочерен-

ка в течение четырех недель развивалось до 4-12 побегов (рис. 18). Уко-

ренение побегов происходило на среде МС, содержащей ИУК в низких 

концентрациях с исключением из состава среды цитокининов. Это обес-

печивало развитие вполне удовлетворительной корневой системы в тече-
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ние 2-3 недель. Укорененные растения легко переносили пересадку в не-

стерильные условия. 

Нами были исследованы способности укорененных растений гер-

беры in vitro к дальнейшему развитию при хранении их в холодильнике 

при температуре 4-6°С. Через 4 месяца растения герберы, находящиеся на 

среде размножения и возвращения в обычные условия культивирования, 

нормально развивались и были пригодны для перевода их из условий in 

vitro для адаптации к почвенным условиям. Данный метод можно исполь-

зовать при создании банка пробирочных растений, а также для выращи-

вания регенерантов по мере необходимости, в том числе в коммерческих 

интересах. 

 

Рис. 16. Мультипликация побе-

гов герберы. Фото А.Ш. Ахмето-

вой (Салимгареевой) 

 

Многие представители 

семейства Liliaceae традиционно 

размножаются луковицами. Высо-

кодекоративные сорта лилий с 

большим разнообразием окраски, 

размером и форм цветка, продол-

жительностью цветения пользу-

ются высоким спросом и привле-

кают внимание как цветоводов-

любителей, так и профессионалов. 

При обычных методах размноже-

ния новые сорта небольших пар-

тий луковиц поступают на рынок 

лишь через 15-20 лет в необходи-

мом количестве. Для ускоренного размножения лилий проблема решается 

с использованием метода клонального микроразмножения in vitro. 

У двух видов лилии королевской и лилии Генри для получения 

тканевых культур использовали луковицы взрослых растений, прошед-

шие период покоя в течение 40 дней при температуре 4 °С (Байбурина, 

Мухаметвафина, Миронова, 2004). С луковиц отделяли развитые средин-

ные чешуи и после стерилизации в асептических условиях делили на сег-

менты размером 0,5-0,7 см, которые высаживали на питательную среду, 

предложенную Simmonds и Cumming. Для инициации роста тканей среда 

содержала небольшое количество НУК. Меристематические очаги обра-

зовывались на внутренней стороне чешуй у обоих видов лилий, но с раз-

ницей во времени: у лилии королевской через – две недели, у лилии Ген-



94 

 

ри – через месяц. Начало формирования проростков зависело также от 

генотипа - у лилии королевской через месяц от начала культивирования, у 

лилии Генри – через шесть недель. Цикл размножения, включающий воз-

никновение новых проростков, составлял 30-40 дней. Коэффициент раз-

множения побегов на каждой чешуе лилий за один месяц культивирова-

ния был равен 24-32 (рис. 19). Корнеобразование отдельных побегов про-

исходило уже через неделю на среде, содержащей ИМК, а через 1,5 меся-

ца формировались микролуковички размером 1,5-2 мм. 

Проведенные исследования выявили, что срединные парные че-

шуи взрослых луковиц видовых лилий являются отзывчивым материалом 

для культивирования in vitro с высоким коэффициентом размножения. 

Для позднецветущих видов в регионах, где лилии не успевают образовы-

вать семена, разработанный способ может быть дополнительным к тра-

диционным способам вегетативного размножения, что важно для сохра-

нения, в первую очередь, редких видов. 

В исследованиях по микроразмножению видов лилий с использо-

ванием в качестве эксплантов чешуй луковиц при сложной схеме стери-

лизации выход стерильных эксплантов не превышал 44-66 %. В дальней-

шем А.А. Мухаметвафиной (2009) разработан способ размножения лилии 

королевской, лилии Генри и сортов 

‘Lemon Pixie’, ‘Fata Morgana’, ‘Afrodita’ 

in vitro с использованием в качестве экс-

плантов фрагментов молодых бутонов, 

при котором была получена 100 %-ная 

стерильность материала. 

 

Рис. 19. Мультипликация побегов ли-

лии королевской. Фото А.А. Мухамет-

вафиной 

 

В ламинар-боксе отделяли око-

лоцветники, цветоложе, тычинки, завязь, 

основание оси соцветия у видов и сортов 

лилий и помещали на питательные сре-

ды. Проведенное изучение морфогенети-

ческого потенциала фрагментов бутонов 

видовых и сортовых лилий в условиях in 

vitro выявило, что способность к инду-

цированному морфогенезу тканей фраг-

ментов соцветий существенно зависит от 

видовых и сортовых особенностей ли-

лий. В условиях in vitro клетки специализированных тканей цветоложа, 
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основания околоцветника, тычиночной нити, завязи и оси соцветия видо-

вых и сортовых лилий обладают тотипотентностью, т.е. способны к обра-

зованию нормальных проростков с корнями при подобранных нами усло-

виях культивирования. Наибольшим морфогенным потенциалом характе-

ризуются основание околоцветника у лилии королевской и основания 

завязи у лилии Генри, а у сорта ‘Lemon Pixie’ – цветоложе (рис. 20).  

Наибольшая морфогенетическая активность отмечалась у лилии 

Генри, а из сортовых лилий – у сорта ‘Lemon Pixie’ (рис. 21). Выявлено, 

что для микроклонального размножения побегов видовых и сортовых 

лилий необходимо присутствие в питательной среде цитокининов (БАП) 

и ауксинов (ИУК и ИМК), однако оптимальная концентрация этих гор-

мональных добавок индивидуальна для каждого экспланта вида и сорта. 

 

Рис. 20. Мультипликация побегов на цве-

толоже лилии. Фото А.А. Мухаметвафиной 

 

Наличие в питательной среде культи-

вирования НУК стимулирует корнеобразова-

ние у побегов лилий, но сорта различаются по 

срокам и эффективности корнеобразования. 

Для эксплантов исследованных видов лилий 

характерен как прямой органогенез, так и 

каллусообразование с последующим побего- 

и корнеобразованием. Для эксплантов иссле-

дованных сортов каллусообразование не ха-

рактерно. Разработанные нами методы позво-

ляют достичь высокой стерильности эксплан-

тов и в короткие сроки получать большое количество посадочного мате-

риала без нанесения существенного ущерба растению-донору. 

С использованием метода получения придаточных побегов, воз-

никших непосредственно из ткани экспланта, было размножено лекарст-

венное растение рапонтик сафло-

ровидный (Зарипова, Ахметова, 

2009), являющийся перспективным 

источником адаптогенных средств, 

способствующих повышению им-

мунитета человека. 

 

Рис. 21. Мультипликация побе-

гов на тычиночной нити лилии. 
Фото А.А. Мухаметвафиной 
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Проростки, культивируемые на питательной среде, дополненной 

регуляторами роста БАП и кинетином, использовали для микрочеренко-

вания. Через 3 недели культивирования проростки делили на верхушеч-

ную часть, семядольный узел, гипокотиль. Изучение способности этих 

эксплантов к побегообразованию испытывались на 12 вариантах среды 

МС, содержащей различные комбинации и концентрации физиологиче-

ски активных веществ: БАП, кинетин, ИУК, НУК.  

Наиболее активно происходила пролиферация побегов на экс-

плантах гипокотиля и семядольного узла при сочетании БАП с ИУК. Ко-

эффициент размножения при использовании в качестве экспланта гипо-

котиля составлял 1:15, семядольного узла – 

1:12.  

Среда с включением БАП вызывала 

заложение большого числа почек, а с кинети-

ном способствовала образованию пазушных 

побегов на эксплантах. На среде, содержащей 

БАП и ИУК, происходила пролиферация 

элонгация микропобегов на гипокотиле и 

семядольном узле (рис. 22). 

 

Рис. 22. Рапонтик сафлоровидный in vitro. 
Фото А.Ш. Ахметовой 

 

Эксплантами для культуры in vitro 

служили также цветоложа бутонов рапонтика 

сафлоровидного. В асептических условиях цветоложе разрезали на не-

сколько частей. Для культивирования эксплантов использовали питатель-

ную среду, приготовленную по прописи МС, с уменьшенной вдвое кон-

центрацией макро- и микроэлементов и обогащенную витаминами и ре-

гуляторами роста. Коэффициент размножения составлял 1:60 через 8 не-

дель культивирования (рис. 23).  

Для дальнейшего роста микропобеги с цветоложа пересаживали 

на среду с более низким содержанием БАП и ИУК. После 4-10 недель 

происходило удлинение микропобегов в среднем на 4,6 мм. Побеги дели-

ли на микрочеренки, состоящие из части стебля и почки. Каждый микро-

черенок в дальнейшем формировал пазушный побег, на котором иниции-

ровалось несколько почек, и образовывались дополнительные побеги. Из 

одного микрочеренка в течение 4 недель развивалось до 4-6 побегов.  

Укоренение побегов было успешным на питательной среде, содержащей 

ИМК с НУК. Пересаживали регенеранты в субстрат, состоящий из дерно-

вой земли и песка в соотношении 2:1, приживаемость составила 60-70%. 
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Рис. 23. Мультипликация побегов на цветоложе молодых корзинок 

рапонтика. Фото А.Ш. Ахметовой 

 

Индукция соматического эмбриогенеза (эмбриоидогенез) 
Этот тип клонального микроразмножения характеризуется тем, 

что зародышеподобные структуры (соматические зародыши-эмбриоиды) 

развиваются асексуально вне зародышевого мешка из соматических кле-

ток культивируемых тканей путем, напоминающим нормальный зиготи-

ческий эмбриогенез. Соматический зародыш, в отличие от почки, как 

убедительно показано Т.Б. Батыгиной (1997), представляет собой бипо-

лярную структуру, у которой одновременно развиваются апексы стебля и 

корня. Соматические клетки культивируемых тканей экспланта и каллуса 

при определенных условиях стимуляции дают начало зародышеобразным 

структурам. Первое описание соматического эмбриогенеза принадлежит 

Стюарду, который наблюдал глобулярные, сердцевидные, торпедовидные 

стадии развития соматического зародыша в культуре каллусных клеток 

моркови (рис. 24). Несколько позднее, независимо от него, Райнерт опи-

сал соматический эмбриогенез в суспензионной культуре клеток моркови. 

В настоящее время соматический эмбриогенез используется как один из 

типов метода клонального микроразмножения растений. 

По мнению Т.Б. Батыгиной и Р.Г. Бутенко, соматический эмбрио-

генез – это образование в каллусной или суспензионной культуре эм-

бриоидов, т.е. зачатков растения, способных развиваться во взрослое рас-

тение. 
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Рис. 24. Соматический эмбриогенез в каллусной ткани  

(по Н.А. Кузьминой, 2005-2010) 

 

Эмбриоидогенез лежит в основе микроразмножения большинства 

растений из семейств Orchidaceae и Rutaceae. Для них характерны все 

типы соматического эмбриогенеза: образование соматических зародышей 

в тканях экспланта, в каллусе, а также «деление» возникших в культуре 

тканей эмбриоидов (возникновение адвентивных эмбриоидов в тканях 

первичных соматических зародышей). Эмбриоидогенез in vitro изучен у 

многих видов растений из различных семейств. Показано, что эмбриоиды 

могут возникать и в естественных условиях in vivo экзогенно или эндо-

генно на разных органах растений, произрастающих в разных экологиче-

ских зонах, на разных стадиях онтогенеза начиная с зиготы. 

Для эмбриоида характерно образование собственной новой оси 

(по отношению к материнскому организму), соединяющей полярно фор-

мирующиеся побеги апекса и корня. Как правило, эмбриоид не имеет об-

щей сосудистой системы с материнским организмом. При прорастании 

эмбриоида сразу же «рождается» новая особь. 

Т.Б. Батыгиной и Р.Г. Бутенко (1981) изучены морфогенетиче-

ские потенции зародыша покрытосеменных растений на примере пред-

ставителей рода Paeonia сем. Paeoniaceae, пути морфогенеза in vivo и in 

vitro, стадии автономности у зародышей различных видов пиона. А.А. 

Зариповой (2006) выявлено, что зародыши разных видов пиона, извле-

ченные на сердечковидной и более поздних стадиях развития на безгор-

мональной питательной среде МС и Хеллера, давали нормальные проро-

стки обычно через 45-50 дней, на среде, индуцирующей каллусообразо-

вание, начинают образовывать каллус через 10-14 дней. Каллусы, полу-
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ченные из зародышей пиона, могут быть использованы для микрораз-

множения (Зарипова, 2009в). 

Показано, что зародыши пиона уклоняющегося на разных стади-

ях развития, а также все органы проростка (на среде, индуцирующей кал-

лусообразование) способны образовывать каллус, в котором при опреде-

ленных условиях начинается морфогенез. Морфогенез как in vivo, так и in 

vitro может осуществляться четырьмя самостоятельными путями: эм-

бриогенез, эмбриоидогенез, органогенез, гистогенез. 

Для формирования эмбриогенного каллуса и увеличения частоты 

образования регенерантов в опытах с культурой тканей и клеток часто 

используют нитрат серебра. Для изучения влияния нитрата серебра на 

регенерационный потенциал пиона уклоняющегося использовали кон-

трольную среду МС с исключением 2,4-Д (Зарипова, 2014а). Модифици-

рованный вариант среды включал 10,0 мг/л нитрата серебра. 

На среде с нитратом серебра каллусы через два субкультивирова-

ния состояли из участков компактной и рыхлой мягкой ткани. Рыхлые 

ткани активно пролиферировали и легко распадались на отдельные ку-

сочки при субкультивировании. 

После исключения из среды нитрата серебра на каллусах из лис-

товых пластинок, черешков и стеблей было сформировано в 3 раза боль-

ше эмбриоидов и почек (рис. 25), чем в контроле, возможно, за счет 

большего числа формирования морфогенных участков в каллусе, их бо-

лее активного роста. 

Эмбриоиды отделяли и переносили для прорастания на безгор-

мональную среду (МСО) (рис. 25). Формирование растений-регенерантов 

происходило через 20-30 сут. Основную часть растений-регенерантов 

получали из морфогенного каллуса на среде регенерации после 3-4 не-

дель культивирования каллуса, поскольку дальнейшее субкультивирова-

ние каллусной ткани сопровождалось снижением морфогенетического 

потенциала и регенерационной способности. 

Растения-регенеранты по мере роста пересаживали из пробирок в 

вегетационные сосуды с почвенным субстратом и выращивали в теплице 

(рис. 26). 

Наиболее впечатляющим применением метода соматического 

эмбриогенеза стало размножение гвинейской масличной пальмы, масло 

которой широко используется при производстве маргарина и пищевого 

масла. Масличная пальма в природе не образует побегов и боковых рост-

ков, что затрудняет ее вегетативное размножение. Культивирование че-

ренков in vitro также невозможно. Было решено получить скопления кле-

ток недифференцированной ткани (каллусы) путем дедифференцировки 

специфических тканей, а затем культивировать их до регенерации целых 

проростков. В первой культуральной среде каллусы из фрагментов листь-
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ев развивались в течение 90 дней, при переносе во вторую и третью куль-

туральные среды превращались в "эмбриоиды". Эмбриоиды размножа-

лись самопроизвольно, в течение месяца число эмбриоидов возрастало 

втрое, а за год из 10 эмбрионов можно было получить потомство числен-

ностью 500000 растений (по Н.А. Кузьминой, 2005-2010). 

 

 
 

Рис. 25. Формирование эмбриоидов пиона на каллусе и регенерация 

растений из эмбриоидов. Фото А.А. Зариповой 

 

 
Рис. 26. Растения-регенеранты пиона в почвенном субстрате. Фото 

А.А. Зариповой 
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Формирование эмбриоидов в культуре тканей осуществляется в 

несколько этапов. Сначала происходит дифференциация клеток под 

влиянием ауксинов, добавленных в питательную среду (2,4-Д) и превра-

щение их в эмбриональные. Получить эмбриоиды из этих клеток можно 

уменьшая концентрацию ауксинов или исключая их из питательной сре-

ды. Соматические зародыши представляют собой полностью сформиро-

ванные зародыши, из которых путем соответствующего капсулирования 

можно получить искусственные семена. 

Дифференциация адвентивных почек в первичных и пересадочных 

каллусных тканях 

В основе этого метода микроразмножения лежит использование 

способности клеток экспланта дедифференцироваться. При этом клетки 

теряют специализацию с последующим превращением их в каллусные 

клетки под действием экзогенных регуляторов роста. Каллусные клетки 

активно делятся и при определенных условиях могут перейти к организо-

ванному росту и формированию побегов. Закономерность впервые уста-

новленная Скугом и Миллером, по которой образование побегов проис-

ходит при высоком соотношении гормонов цитокинин/ауксин, при низ-

ком соотношении – индуцирование корней, а при среднем – пролифера-

ция каллуса, подтверждена многочисленными исследованиями и легла в 

основу регуляции микроразмножения растений через культуру каллусных 

клеток. 

Практически он мало используется с целью получения посадоч-

ного материала in vitro. Это связано с тем, что при частом пассировании 

каллусной ткани может изменяться плоидность регенерируемых расте-

ний, наблюдаются структурные перестройки хромосом и накопление ген-

ных мутаций. Наряду с генетическими изменениями отмечаются и мор-

фологические: низкорослость, неправильное жилкование листьев, образо-

вание укороченных междоузлий, пониженная устойчивость к болезням и 

вредителям. В то же время, некоторые недостатки этого метода в селек-

ционной работе оборачиваются преимуществами. Кроме того, в некото-

рых случаях он является единственно возможным способом размножения 

растений в культуре тканей. 

С использованием этого метода в лаборатории биотехнологии 

растений Ботанического сада-института УНЦ РАН в течение ряда лет 

разрабатываются технологии клонального микроразмножения лекарст-

венных растений. 

Проблема сохранения генофонда лекарственных растений, в том 

числе редких и исчезающих, в настоящее время становится актуальной в 

результате нерационального использования природных ресурсов, интен-

сивных заготовок без учета рекомендуемых объемов, ухудшения эколо-

гической обстановки. Почти все виды лекарственных растений отличают-
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ся медленной регенерационной способностью в природных условиях. Их 

надземная часть восстанавливается в течение 3-8 лет, корневища и корни 

возобновляются за 15-20 лет. 

К категории полезных лекарственных растений, нуждающихся в 

рациональном использовании, заготовки которых запрещены и заросли 

их требуют абсолютной охраны, относится термопсис ланцетолистный; к 

редким и нуждающимся в охране относится высокодекоративное и цен-

ное лекарственное растение пион уклоняющийся; к категории лекарст-

венных растений, заготовки которых необходимо регламентировать, си-

нюха голубая и валериана лекарственная (Байбурина с соавт., 2001). 

С использованием метода пролиферации каллуса и регенерацией 

из него растений размножали термопсис ланцетолистный, который про-

израстает на территории Башкортостана в Зауралье – Баймакском, Абзе-

лиловском и Учалинском районах. Семена, собранные у растений из этих 

популяций, были использованы для изучения морфогенетического потен-

циала в культуре in vitro. Из стерильных проростков изолировали семядо-

ли, корни, гипокотиль, стебель и высаживали на среду МС, содержащую 

в своем составе кинетин, ИУК, НУК, БАП и 2,4-дихлорфеноксиуксусная 

кислота (2,4-Д). Выявлено два типа морфогенеза: каллусообразование с 

последующей регенерацией побегов и пазушное побегообразование (За-

рипова, 2014б). 

На подобранной питательной среде с комбинацией гормональных 

факторов в соотношении 10:1 все экспланты, использованные в экспери-

менте, проявили каллусообразующую способность, однако интенсивность 

ее зависела от типа экспланта, возраста и гормональных факторов среды. 

Выявлено разное местообразование каллусной ткани на экспланте: на 

корне каллус в небольшом количестве образуется по всей поверхности, на 

семядолях – вдоль листа и в основании черешка, более интенсивное кал-

лусообразование на стебле и самый мощный каллусогенез – на гипокоти-

ле. 

Способность к морфогенезу обнаружена только у каллусных 

тканей, образованной на гипокотиле (Зарипова с соавт., 2014). На 

остальных эксплантах в наших экспериментах каллус оказался не мор-

фогенным. Внесение в питательную среду БАП в сочетании с НУК 

стимулировало образование регенерационной меристемы, 

дифференциацию стеблевых почек и рост побегов на первичном каллусе, 

полученном из фрагментов гипокотиля. Многократное увеличение 

ростовых побегов достигнуто на этапе мультипликации с коэффициентом 

10-12 на один эксплант на среде, содержащей БАП, кинетин, НУК (рис. 

27). 
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Рис. 27. Термопсис ланцето-

видный в культуре in vitro. 
Фото А.А. Зариповой 

 

Каллусные клетки 

можно неопределенно долго 

выращивать в условиях in vitro, 

периодически пересаживая их 

на свежую питательную среду, 

но при этом могут возникнуть 

нежелательные для микрораз-

множения явления, такие, как 

потеря морфогенетического 

потенциала. Поэтому период 

неограниченного роста каллуса 

должен быть сведен к миниму-

му. Мультиплицированные по-

беги термопсиса укореняли вы-

держиванием их в стерильном 

растворе ИМК высокой концен-

трации в течение 24 часов, а 

затем переводом в агаризованную питательную среду. Процесс ризогене-

за длился 3–4 недели. 

Лекарственное растение синюха голубая произрастает почти во 

всех районах Башкортостана, но встречается небольшими куртинами. 

Заготовка корней не может проводиться в значительных количествах, так 

как это связано с длительным возобновлением особей. Спрос на синюху 

превышает возможности заготовок ее сырья в естественных местообита-

ниях и в культуре (Зарипова, 2015). 

С целью определения морфогенетических потенций синюхи го-

лубой в культуре in vitro изучали каллусообразующую и побегообразую-

щую способность эксплантов (Зарипова, 1998). Для культивирования ис-

пользовались проростки, полученные из семян в асептических условиях, а 

также почки надземных репродуктивных побегов. Выявлено, что каллу-

сообразование происходило в молодых тканях – на пластинках семядолей 

и их черешках, причем на черешках интенсивность каллусогенеза выше. 

Значительное каллусообразование стимулировалось на питательной среде 

МС, дополненной БАП и 2,4-Д в соотношении 1:4 и БАП с НУК в соот-

ношении 1:2. Многократное увеличение ростовых побегов – до 120 (рис. 

28) на эксплант отмечалось на питательной среде МС с добавлением БАП 

и кинетина в соотношении 1:1 через месяц культивирования (Зарипова, 

2014).  
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Для укоренения размноженные побеги помещали на среды с низ-

кими концентрациями ИМК и ИУК, при этом ризогенез наблюдался через 

две недели культивирования. Растения-регенеранты, имеющие хорошо 

сформированную корневую систему, высаживали в почвенный субстрат 

(дерновая почва – вермикулит в соотношении 1:1). Высаженные регене-

ранты проходили акклиматизацию в климатокамере с высокой влажно-

стью (85-90%). Адаптированные растения через месяц пересаживали в 

открытый грунт. 

 

Рис. 28. Мультипликация по-

бегов синюхи голубой. Фото 

А.А. Зариповой 

 

В качестве эксплантов 

для индукции каллуса пиона 

уклоняющегося использовали 

листовые пластинки, черешки 

листьев и стебли, изолирован-

ные с побега в период его внут-

рипочечного развития. Экс-

планты вводили в культуру in 

vitro весной и осенью (Зарипо-

ва, 2009б). 

В ходе исследований 

было обнаружено, что способ-

ность пиона к каллусогенезу 

зависела от времени изоляции 

эксплантов. Каллусы образовывались через 5-7 дней инкубирования в 

темноте при температуре 26°С. Листовые экспланты, изолированные осе-

нью, индуцировали каллус с высокой частотой – 98 % (рис. 29). С нача-

лом периода весеннего пробуждения, в апреле, активность каллусогенеза 

снижалась до 51 %. 

Для активации роста каллусных тканей в качестве добавки в пи-

тательной среде Мурасиге и Скуга использовали гидролизат казеина в 

концентрациях 50-250 мг/л и дрожжевой экстракт в концентрациях 50-

100 мг/л (Зарипова, 2014в). Установлено, что увеличение концентрации 

гидролизата казеина в среде в диапазоне 50-150 мг/л практически не 

влияет на выход биомассы каллуса, при повышении его концентрации до 

250 мг/л отмечено уменьшение сырой массы каллуса на 20 %. Концен-

трация дрожжевого экстракта 50 мг/л оказалась явно недостаточной для 

поддержания хорошего роста каллусной культуры, а при ее повышении 

до 100 мг/л выход сырой биомассы увеличился на 50 %. При добавлении 
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в среды, содержащие 50 мг/л дрожжевого экстракта, 50 мг/л гидролизата 

казеина выход сырой биомассы увеличился на 60 % по сравнению со сре-

дой, не содержащей гидролизата казеина. 

 

Рис. 29. Индукция каллуса из 

листовых пластинок пиона. 

Фото А.А. Зариповой 

 

Интенсивность обра-

зования каллуса зависела от 

наличия гормонов, использо-

ванных в питательной среде. 

При отсутствии регуляторов 

роста в среде на поверхности 

среза эксплантов, хотя и обра-

зовывался каллус, он некроти-

ровал. При использовании аук-

синов совместно с цитокининами образовывались пролиферирующие 

каллусы. Исследование гормонального состава среды выявило, что опти-

мальными оказались концентрации 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,2 мг/л кинетина. 

Более отзывчивыми оказались экспланты листовых пластинок, 

которые интенсивнее образовывали рыхлый каллус с частотой 47 % и 

более длительно пассировались по сравнению с другими типами эксплан-

тов. Черешки листьев образовывали также рыхлый каллус с частотой 31 

%. Стеблевые каллусы были по структуре рыхлые, частично хлопьевид-

ные с частотой каллусогенеза 20. 

Для регенерации растений каллусы, образованные различными 

эксплантами, переносили в условия фотопериода с исключением 2,4-Д из 

питательной среды. Через 2 недели культивирования каллусы из листо-

вых пластинок, черешков и 

стеблей становились глобуляр-

ными и приобретали зеленую 

окраску (рис. 30). 

 

Рис. 30. Морфогенный кал-

лус, полученный из листьев 

пиона. Фото А.А. Зариповой 

 

Каллусы становились 

эмбриоидогенными, распада-

лись на отдельные кусочки. Из 

глобулярных структур впоследствии формировались эмбриоиды и почки. 
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Высокая частота образования растений-регенерантов (62%) наблюдалась 

из каллуса, индуцированного листовыми пластинками. На поверхности 

кусочка каллуса массой 200 мг развивалось 1-2 растения через 2 недели 

культивирования (рис. 31). 

Проведенные исследования по размножению пиона показали, что 

наиболее отзывчивыми эксплантами для каллусообразования являются 

листья побега в период его внутрипочечного роста. Листья, извлеченные 

из 1 почки возобновления для индукции образования каллуса способны 

образовывать в среднем 144 г 

сырой массы каллуса, из кото-

рого могут сформироваться 20-

24 растения-регенеранта. 

 

Рис. 31. Формирование эм-

бриоидов и почек на каллусе 

пиона. Фото А.А. Зариповой 

 

А.Ш. Ахметовой (2009) 

исследованы морфогенетиче-

ские потенции in vitro четырех 

сортов тюльпанов ‘Don 

Quichotte’, ‘Laim Dream’, ‘Kees 

Nelis’, ‘Lucky Strike’ коллекции 

Ботанического сада. В качестве эксплантов использовали сегменты асси-

милирующих листьев, цветоноса и зеленых бутонов. В эксперименте бы-

ли использованы также ткани оснований семядолей и чешуи луковиц сте-

рильных проростков. Стерильные экспланты культивировали на пита-

тельной среде по прописи МС с добавлением гидролизата казеина, 2,4-Д, 

НУК, кинетина и БАП в различных концентрациях. Исследования пока-

зали, что сортовые тюльпаны в культуре in vitro способны к каллусогене-

зу и морфогенезу. Наибольшую эффективность в формировании каллус-

ной ткани показали экспланты рыльца (43,6 %) и фрагменты цветоноса 

(31,5 %). На листовых эксплантах каллусогенез отсутствовал. Экспланты 

рыльца и цветоложа с каллусной тканью пассировали на свежие пита-

тельные среды для формирования морфогенного каллуса с образованием 

побегов. Каллус, образовавшийся на рыльце с использованием питатель-

ной среды с высоким содержанием цитокининов дифференцировался с 

образованием побегов. Высокие дозы ауксинов способствовали пролифе-

рации каллуса на цветоносе и образованию побегов. 

Индукция развития побегов на поверхности чешуй луковиц и ос-

нований семядолей наблюдалось при культивировании в течение 2,5 мес 

в непрерывной темноте и температуре воздуха 20-22 ˚С. Из одного сег-
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мента чешуи развивалось 3-8 побегов за пассаж. Эксперименты показали, 

что сорта тюльпанов способны в культуре in vitro к каллусогенезу и мор-

фогенезу. На эксплантах чешуй и оснований семядолей проростков на-

блюдали прямой органогенез (Ахметова и др., 2009). 

Известно, что большинство высокодекоративных сортов тюльпа-

на имеют низкий коэффициент размножения. Необходимость размноже-

ния новых селекционных и ценных интродуцируемых сортов приводит к 

поиску усовершенствованных методик клонального микроразмножения 

тюльпанов. В преодолении трудностей (зародыш часто развивается до 

определенной стадии, а затем дегенерирует), связанных с получением 

устойчивых гибридных форм при отдаленной гибридизации тюльпанов, а 

также в связи с длительным ювенильным периодом, затягивающим полу-

чение сорта до 20-25 лет, существенную помощь может оказать метод 

культуры изолированных зародышей. Культура зародышей in vitro явля-

ется одним из методов, который позволяет получить гибриды с жизне-

способным потомством. Возможность получения полноценных растений 

из изолированных зародышей на искусственной питательной среде зави-

сит от многих факторов, в том числе от фазы их развития и сроков изоля-

ции. Исследованиями показано, что эмбриокультура является перспек-

тивным способом получения межсортовых гибридов тюльпана (рис. 32, 

33).  

Оптимальный срок изоляции зародышей – 53-56 сут после опы-

ления, когда у основной массы преобладала торпедовидная стадия разви-

тия и размер их достигал 1,5-3 мм. 

Процент приживаемости в этих случа-

ях колебался от 48,7 до 90,3 (Ахметова 

с соавт., 2010). 

Для формирования микролу-

ковичек in vitro необходимо 30-120 

сут. Продолжительность периода по-

лучения микролуковиц из изолиро-

ванных зародышей тюльпана состав-

ляет 17-19 мес и зависит от сортовых 

особенностей родительских форм и 

условий культивирования in vitro. 

 

Рис. 32. Формирование побегов в 

основании семядоли тюльпана сор-

та ‘Лайм Дрим’. Фото А.Ш. Ахмето-

вой 
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В культуру in vitro была введена также береза далекарлийская с 

декоративными глубоко рассеченными листьями, относящаяся к особо 

охраняемым природным объектам. Она встречается редко и представляет 

ценность из-за высокой декоративно-

сти. Проблема размножения её связа-

на с отсутствием зрелой пыльцы в 

рано усыхающих мужских сережках. 

 

Рис. 33. Формирование побегов на 

чешуях микролуковицы тюльпана 

сорта ‘Лаки Страйк’. Фото А.Ш. 

Ахметовой 

 

Успешное микроразмножение гибридов далекарлийская березы 

было обусловлено тем, что учитывались факторы, определяющие морфо-

генетические потенции культивируемых органов: состояния родительско-

го организма, возраст исходного растения и физиологический возраст 

экспланта, сезонность ритма развития. Исследования показали, возмож-

ность размножения березы далекарлийская через каллусную культуру, 

полученную при культивировании вегетативных почек (рис. 34). 

В наших исследованиях показана зависимость морфогенетиче-

ской активности каллусной ткани от физиологического состояния, как 

донорного растения, так и самой вегетативной почки. 

Испытание растительного материала в условиях in vitro в различ-

ные сроки в течение года выявило различную регенерационную способ-

ность каллуса: самая низкая была у каллуса, полученного у почек, изоли-

рованных в осеннее время при переходе от скрытого роста к покою. Ус-

тановлена наибольшая регенерационная способность у каллуса, получен-

ного из почек весеннего сбора. В этот период отмечалась максимальная 

жизнеспособность меристем почек, повышенная интенсивность роста и 

наибольший выход растений-регенерантов. Несомненно, что это связано 

с физиологическим состоянием дерева в это время года. 

 

Разработана технология клонального микроразмножения березы 

карельской и её высокоствольных гибридов, включающая выращивание 

регенерантов в открытом грунте (Байбурина, 1998). Формы березы ка-

рельской естественного происхождения обычно характеризуются карли-

ковостью. Необычная структура древесины, её декоративность высоко 

ценится на мировом рынке. В результате многолетних работ по гибриди-

зации березы селекционером В.И. Ермаковым в Институте леса КНЦ 

РАН получены высокоствольные экземпляры, характеризующиеся узор-

чатой текстурой древесины. 



109 

 

Рис. 34. Растения-регенеранты 

березы далекарлийской. Фото А.А. 

Зариповой 

 

При семенном размножении 

лишь у небольшой части растений 

проявляется узорчатость древесины. 

Сохранить этот хозяйственно-

ценный признак можно лишь веге-

тативным размножением. Однако 

вегетативное размножение её че-

ренкованием затруднено, а привив-

ками дает небольшой процент вы-

хода.  

В качестве доноров расти-

тельного материала использованы 

взрослые особи 24 гибридов и кло-

нов в возрасте 21-32 года, растущие 

на Агробиологической станции Института леса КНЦ РАН. Эксплантами 

служили пазушные почки однолетних побегов деревьев (рис. 35). 

Определение содержания эндогенных фитогормонов – цитокини-

нов, индолилуксусной кислоты (ИУК), абсцизовой кислоты (АБК) – в 

вегетативных почках березы карельской в годичном цикле развития с 

использованием метода иммуноферментного анализа показало, что уро-

вень их соответствует периоду годичного цикла развития растения. Изу-

чение эндогенного статуса донорных растений в годичном цикле их раз-

вития дало возможность экзогенной гормональной регуляции морфогене-

тических процессов in vitro в зависимости от состояния экспланта. 

При отработке режима перевода растений-регенерантов из усло-

вий in vitro в грунт, а этот период является экстремальным в жизни реге-

нерантов, исследовались их физиологические особенности. Статистиче-

ской обработкой (1000 растений) выявили оптимальные размеры побега, 

суммарная длина корней, число корней и число листьев. 

Растения, отклоняющиеся от стандарта, требовали более дли-

тельного ухода. С использованием метода диск-электрофореза в полиак-

риламидном геле проведена генетическая идентификация регенерантов. 

Полученные in vitro растения сохраняют специфические черты исходных 

форм ствола. Проведенная диагностика древесины регенерантов в возрас-

те 8 лет на узорчатость по способу, разработанному В.И. Ермаковым, по-

казала, что поверхность ствола под корой имеет узорчатый тип (рис. 36). 

Изучение онтогенеза регенерантов выявило ускорение перехода 

их в генеративное состояние. Выявлена высокая способность регенеран-
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тов к зеленому черенкованию при помощи стеблевых и, что особенно 

важно, листовых черенков без применения физиологически активных 

веществ. 

 

 
 

Рис. 35. Мультипликация побегов гибрида березы карельской. Фото 

Р.К. Байбуриной 

 

Рис. 36. Наличие узорчатости 

текстуры древесины у расте-

ния-регенеранта березы ка-

рельской. Фото Р.К. Байбуриной 

 

По разработанной тех-

нологии проведено массовое 

размножение регенерантов ка-

рельской березы. Для создания 

лесосырьевой базы 600 растений 

отправлено в Алтайский край. 

Впервые два десятка регенерантов отправлены в Петрозаводск для реин-

тродукции. Разработанные технологии под руководством Р.К. Байбури-

ной получили дальнейшее развитие в исследованиях Л.В. Ветчинниковой 

(КНЦ РАН). На территории Ботанического сада создан коллекционный 

участок регенерантов гибридов березы карельской. 
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ГЛАВА 5. ПОЛУЧЕНИЕ ГАПЛОИДНЫХ РАСТЕНИЙ 

ПШЕНИЦЫ В КУЛЬТУРЕ IN VITRO ПЫЛЬНИКОВ 

 

Разработка биотехнологических подходов культивирования in 

vitro генеративных органов растений (пыльников и семяпочек) – перспек-

тивное и приоритетное направление современных биологических иссле-

дований. На сегодняшний день это один из немногих способов получения 

ценных гаплоидных растений. Перевод гаплоидных растений в дигапло-

идное состояние с увеличением числа хромосом до набора (n + n) позво-

ляет получать полноценные семена таких растений. Всё это, безусловно, 

имеет большое значение в селекционно-генетических исследованиях рас-

тений. 

Одно из таких направлений – биотехнология получения гаплоид-

ных растений в культуре in vitro пыльников. Данная биотехнология осно-

вана на биологическом феномене андроклинии (андрогенеза in vitro). 

Суть этого интереснейшего феномена состоит в переключении програм-

мы развития гаплоидных клеток-микроспор пыльника с обычного гаме-

тофитного пути (ведёт к образованию пыльцевого зерна – мужского гаме-

тофита) на иной путь – спорофитный (ведёт к образованию гаплоидного 

растения-регенеранта). При этом образование в культуре in vitro пыльни-

ков растения-регенеранта происходит посредством двух путей морфоге-

неза, таких как эмбриоидогенез и гемморизогенез.  

Открытие явления андроклинии исследователями Гуха и Махеш-

вари (1964 г.) можно охарактеризовать как одно из самых значительных в 

биологии растений за последние годы. В настоящее время ведутся фун-

даментальные цитофизиологические, генетические, эмбриологические 

исследования андроклинии, активно разрабатываются селекционные и 

биотехнологические программы на основе этого феномена. Особенно 

большие успехи достигнуты в получении андроклинных гаплоидов как 

предшественников сортов у злаковых, пасленовых, крестоцветных. 

В Уфимском Институте биологии РАН разработана биотехноло-

гия получения андроклинных дигаплоидных растений яровой мягкой 

пшеницы. Основные этапы данной биотехнологии, основанной на ис-

пользовании метода культуры in vitro пыльников, таковы (рис. 37).  

В полевых условиях in vivo: фенотипический отбор донорных 

растений, содержащих пыльники с инициальными клетками андроклинии 

– микроспорами (фенофаза стеблевания).  

В экспериментальных условиях in situ (холодильная камера): 
стрессовая обработка пыльников донорных растений холодом (3-5

O
С) в 

течение 7 сут.  

В условиях культуры in vitro (чашки Петри и пробирки): ино-

куляция пыльников на индукционную питательную среду in vitro, полу-
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чение андроклинных структур (эмбриоидов и морфогенных каллусов), 

перенос андроклинных структур на регенерационную среду, получение 

гаплоидных растений-регенерантов в фазе кущения, их цитогенетический 

контроль.  

 

Рис. 37. Основные этапы биотехнологии получения андроклинных 

дигаплоидных растений яровой мягкой пшеницы методом культуры 

in vitro пыльников (схема). В полевых условиях: фенотипический 

отбор донорного растения; в условиях культуры in vitro: инокуляция 

пыльников на питательную среду после холодовой предобработки, 

получение андроклинных структур – эмбриоидов и морфогенных 

каллусов и из них – «пробирочных» растений-регенерантов; в по-

сткультуральных условиях: выращивание растений-регенерантов в  

полевых условиях. По: Круглова и др., 2005   

 

В посткультуральных условиях ex vitro (лабораторная свето-

площадка и полевые условия): дигаплоидизация растений-регенерантов 

путем колхицинирования, цитогенетический контроль, выращивание ан-

дроклинных растений-регенерантов до фенофазы полной спелости зерна 

и получение семян. 

Рассмотрим каждый из этапов этой биотехнологии подробнее. 

Фенотипический отбор донорных растений пшеницы в поле-

вых условиях in vivo 

Экспериментально установлено, что у различных растений, в том 

числе пшеницы, к формированию андроклинных структур (эмбриоидов и 

морфогенных каллусов) приводит инокуляция пыльников, содержащих 
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1 2 

3 

микроспоры (молодые клетки пыльцы) в стадии сильной вакуолизации. 

Таким образом, именно сильновакуолизированные микроспоры можно 

считать инициальными клетками андроклинии. 

На рис. 38 приведены морфологические и цито-гистологические 

данные по пыльнику пшеницы, содержащему инициальные клетки анд-

роклинии – сильновакуолизированные микроспоры.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 38. Пыльники пшени-

цы, содержащие сильнова-

куолизированные микро-

споры. 

1. Макросъемка, х10; 

2. Макросъемка, х90; 

3. Поперечный срез гнезда 

пыльника. 

Условные обозначения: 

СВМ – сильновакуолизи-

рованная микроспора, 

СрСл – средний слой, Тап – тапетум, Экз – экзотеций, Энд – эндоте-

ций; an – пыльник, ld – лодикула. По: Круглова, 2001 

 

Стенка пыльника, содержащего микроспоры, имеет следующий 

статус: хорошо развитые экзотеций и эндотеций, дегенеровавшие средний 

слой и тапетум. При этом все микроспоры прикреплены к стенке пыльни-
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ка (рис. 38, 3). Такое прикрепление обеспечивает питание микроспор, 

определяет их полярность, а в целом в естественных условиях обусловли-

вает развитие микроспор по гаметофитной программе. 

Фенотипические критерии донорных растений пшеницы в фено-

фазе стеблевания, пыльники которых содержат сильновакуолизирован-

ные микроспоры, таковы: кончик находящегося в трубке колоса распола-

гается на ¼ расстояния 

от основания предпо-

следнего снизу листа 

до основания флагово-

го (самого верхнего) 

листа (рис. 39). 

 

Рис. 39. Фенотипиче-

ские критерии до-

норных растений 

пшеницы (б), пыль-

ники которых содер-

жат сильновакуоли-

зированные микро-

споры (в) в цветках 

(а). Условные обозна-

чения: 1 – расстояние 

от основания предпо-

следнего снизу листа 

до основания флаго-

вого листа, II – рас-

стояние от основания 

флагового листа до 

кончика колоса, на-

ходящегося в трубке. 

По: Круглова, Батыги-

на, 2002 

 

Колосья до-

норных растений, со-

ответствующие этим фенотипическим критериям, срезают в поле. Среза-

ние колосьев растений-доноров проводят в одно и тоже время суток для 

всех партий. Срезанные колосья размещают в воду со льдом и транспор-

тируют с поля в лабораторию. 

Способность сильновакуолизированной микроспоры к смене пу-

ти развития в культуре in vitro во многом определяется ее структурным 

1/4 

3/4 

б 

 а 

1 

в 



115 

 

сходством с яйцеклеткой: наличие крупного ядра и хорошо развитой цен-

тральной вакуоли (рис. 40).  

По-видимому, существует принципиальное сходство морфологии 

инициальных клеток растений при различных системах размножения. 

 

 

Рис. 40. Структурное сходство яйцеклетки и сильновакуолизирован-

ной микроспоры пшеницы (схема). 1 – яйцеклетка, постоянный пре-

парат; 2 – сильновакуолизированная микроспора, временный давле-

ный препарат. Условные обозначения: В – вакуоль, Ц – цитоплазма, Я 

– ядро. По: Круглова, 2001 

 

Кроме того, сильновакуолизированную микроспору можно отне-

сти к стволовым клеткам, сохраняющим мощный потенциал к развитию в 

разных направлениях и способным давать в ходе дифференциации самые 

разнообразные производные. Известны следующие характерные черты 

стволовых клеток растений: свойство тотипотентности, т.е. способность к 

образованию нового организма за счет различных путей морфогенеза; 

относительный покой (низкая метаболическая активность, растянутость 

клеточного цикла), редкие деления по сравнению с окружающими клет-

ками; способность к переключению программы развития, что обеспечи-

вается различными молекулярно-генетическими механизмами. Сильнова-

куолизированная микроспора соответствует этим критериям.  

10 

мкм 

0,2 

мкм 
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Стрессовая холодовая обработка пыльников пшеницы в ус-

ловиях in situ  

В результате многочисленных исследований на примере предста-

вителей различных семейств растений выявлено, что именно стрессовое 

воздействие на пыльники in situ холодом перед их инокуляцией на пита-

тельную среду in vitro способствует индукции андроклинии, иначе гово-

ря, переключению гаметофитной программы развития сильновакуолизи-

рованных микроспор на спорофитную. Особенно большое значение при-

дается продолжительности холодового воздействия на пыльники in situ, 

поскольку превышение такого воздействия ведет к появлению альбинос-

ных регенерантов, крайне нежелательных в биотехнологической практи-

ке. 

Экспериментально выявлено, что индукции андроклинии у пше-

ницы способствует стрессовое воздействие холодом in situ на пыльники в 

режиме (+41 
0
С, 7 сут). Срезанные в поле колосья размещают концами в 

воду и переносят в холодильник при указанных условиях. При необходи-

мости меняют воду и подрезают стебли растений, предотвращая их за-

гнивание. 

По данным световой микроскопии, к 7 сут воздействия такой температу-

рой все сильновакуолизированные микроспоры, отрываются от стенки 

пыльника (рис. 41, 1). В оторвавшихся микроспорах ядро перемещается в 

центр клетки, тем самым нарушая её полярность; в цитоплазме образуют-

ся тяжи, придающие микроспоре звездчатую структуру (рис.41, 2).  

Рис. 41. Изменение статуса пыльника пшеницы и сильновакуолизи-

рованной микроспоры после холодового воздействия in situ в режиме 

+41
0
С, 7 сут. 1 – отрыв сильновакуолизированных микроспор от 

стенки гнезда; поперечный срез; 2 – деполяризация сильновакуоли-

зированной микроспоры; временный давленый препарат. Условные 

обозначения: СрСл – средний слой, Тап – тапетум, Экз – экзотеций, 

Энд – эндотеций. По: Круглова, 2001 
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В оторвавшихся микроспорах в холодовых условиях in situ по-

давляется экспрессия программы развития, направленной на нормальное 

развитие пыльцевого зерна (гаметофита) и начинает проявляться дейст-

вие спорофитных генов развития. Именно оторвавшиеся сильновакуоли-

зированные микроспоры далее претерпевают симметричные (равные) 

митотические деления и дают начало эмбриоидам и морфогенным каллу-

сам. «Звездчатая» и деполяризованная структура микроспор рассматрива-

ется как ранний маркер компетентности микроспоры к спорофитному 

морфогенезу. 

Получение андроклинных растений-регенерантов пшеницы 

путями морфогенеза микроспоры по спорофитной программе in vitro 

Экспериментально установлены два пути морфогенеза сильнова-

куолизированной микроспоры по спорофитной программе в условиях in 

vitro, ведущие к формированию андроклинных растений-регенерантов: 

эмбриоидогенез (через этап формирования зародышеподобной структуры 

– эмбриоида) и гемморизогенез (через этап формирования морфогенного 

каллуса, в котором формируются почка и корень) (рис. 42). Каждый из 

путей морфогенеза in vitro характеризуется своими закономерностями 

физиологической индукции и особенностями протекания. 

 

Рис. 42. Пути морфогенеза в культуре in vitro пыльников пшеницы по 

спорофитной программе (схема). По: Круглова и др., 2005 

а б 
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Пшеница, как и все злаки, относится к группе гормонзависимых 

объектов культивирования in vitro. Значение фитогормонального состава 

питательной среды для индукции конкретного спорофитного пути мор-

фогенеза in vitro микроспор в культивируемых пыльниках достоверно 

выявлено. Установлено, что у пшеницы к индукции эмбриоидогенеза in 

vitro вела инокуляция пыльников на индукционную среду Potato II (с до-

бавлением экстракта картофеля) с введением синтетического гормона 

ауксинового действия 2,4-Д в концентрации в 0.1 мг/л, к индукции гем-

моризогенеза in vitro – на ту же среду с добавлением 2,4-Д в концентра-

ции 2.5 мг/л (табл. 1). Указанные концентрации 2,4-Д подобраны эмпири-

чески. 

Для приготовления питательных сред используют реактивы вы-

сокой степени очистки (квалификация не ниже «чда»). В целях экономии 

времени макро- и микросоли готовят в виде концентрированных маточ-

ных растворов (х10 или х20 для макро- и х100 для микросолей), которые 

хранят в холодильнике. Перед работой растворы проверяют на наличие 

осадка, загрязнения и видимой инфекции. Маточные растворы солей 

кальция и железа готовят отдельно. 2,4-Д и ИУК растворяют в небольшом 

количестве спирта, цитокинин – в 0.5 Н соляной кислоте, из расчета 1 мг 

в 1 мл раствора, доводя до нужного объема дистиллированной водой. 

Раствор картофельного экстракта для приготовления индукцион-

ной питательной среды Potato II готовят непосредственно перед экспери-

ментом. 

Для приготовления агаризованной питательной среды навеску 

агара заливают половинным количеством дистиллированной воды и на-

гревают на водяной бане до полного растворения агара. Последовательно 

сливают в одну колбу растворы макро- и микросолей, сахарозы, витами-

нов, гормонов, солей кальция и железа. рН среды доводят до 5.7. Горячую 

среду разливают в пробирки, закрывают ватно-марлевыми пробками или 

алюминиевой фольгой и автоклавируют при 0.8 атм. (115-120 
0
С) в тече-

ние 20 мин. 

Перед извлечением пыльников из обработанных холодом колось-

ев донорных растений проводят стерилизацию колосьев вместе с листо-

вой оберткой диацидом и/или 70 % спиртом проточно. Затем колосья 

трехкратно промывают автоклавированной дистиллированной водой.  

Заранее проводят стерилизацию металлических инструментов и 

пробирок сухим жаром в сушильном шкафу или автоклавированием при 

1.5 атм. в течение 30 мин. Инструменты перед использованием для извле-

чения пыльников из колосьев и инокуляции на среду трижды обжигают в 

пламени спиртовки. 

Для пшеницы, как и злаков в целом, характерна асинхронность 

заложения и развития колосков по колосу и цветков по колоску в полевых 
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условиях in vivo. Поэтому строго соблюдают такой методический нюанс: 

от каждого донорного растения инокулируют на индукционную пита-

тельную среду только 3 пыльника каждого нижнего цветка 5-ти колосков 

средней трети колоса, находящиеся в одном периоде развития (всего 15 

пыльников от каждого донорного растения).  

 

Таблица 1. Питательные среды для индукции спорофитного морфоге-

неза in vitro пшеницы в культивируемых пыльниках (1– Среда Potato 

II (Chuang, Quyang, 1978)) и для регенерации растений (2 Среда Blaydes 

(1966)), мг/л.  

 

Компоненты 1 2 

(NH4)2SO4 100 - 

KNO3 1000 1000 

KCl 35 65 

KH2PO4 200 300 

NH4NO3 - 1000 

MgSO4 * 7H2O 125 35 

Ca(NO3)2 100 347 

H3BO3 - 1.6 

MnSO4 * 4H2O - 4.4 

ZnSO4 * 7H2O - 1.5 

KJ - 0.8 

FeSO4 * 7 H2O 27.8 27.8 

Na-ЭДТА 37.3 37.3 

Тиамин-HCl 1 0.5 

Пиридоксин-HCl - 0.5 

Никотиновая кислота - 1.0 

Аскорбиновая кислота - 1.0 

Мезоинозит - 100 

2,4-Д 0.1-2.5 - 

ИУК 0 0.2 

Кинетин 0 0.2 

Агар 7000 7000 

Сахароза 90000 110000 

Картофельный экстракт 10 % - 

PH среды 5.7 5.7 
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Пыльники в стерильных условиях ламинарного бокса простери-

лизованными инструментами инокулируют в пробирки на индукционную 

питательную среду Potato II, размещая их равномерно по всей поверхно-

сти среды. Штативы с пробирками помещают в темноту при температуре 

+27 
0
С до появления эмбриоидов или каллусов на поверхности пыльни-

ков. Эмбриоиды, как правило, появляются на 21-24 сут от момента ино-

куляции пыльников на питательную среду, каллусы – на 7-10 сут позднее.  

Для каждого сорта пшеницы определяют частоту образования 

эмбриоидов/морфогенных каллусов как отношение количества образо-

вавшихся в процессе культивирования in vitro эмбриоидов/морфогенных 

каллусов к общему количеству инокулированных пыльников,  выражен-

ное в процентах. Такая информация необходима для оценки отзывчиво-

сти пыльников конкретного сорта пшеницы, т.е. оценки влияния генотипа 

на индукцию спорофитного морфогенеза in vitro. Низкоотзывчивые сорта 

пшеницы отбраковывают. 

Особый интерес вызывает эмбриоидогенез in vitro, состоящий в 

формировании из микроспоры эмбриоида – зародышеподобной биполяр-

ной структуры, зачатка индивидуума, образующегося асексуально. Экс-

периментально выявлено, что у пшеницы именно эмбриоидогенез – био-

технологически оптимальный путь получения андроклинных растений-

регенерантов. И причина здесь не только в том, что эмбриоидогенез не 

связан со сложным многоступенчатым процессом морфогенеза через кал-

лус, не требует трудоемкой процедуры пересадок и предполагает работу с 

генетически однородным материалом. Важно, что в данном случае еди-

ницей репродукции является эмбриоид – зачаток целого органа.  

Сформированный эмбриоид (рис. 43) имеет все типичные для зи-

готического зародыша пшеницы органы (зародышевый корень, колеопти-

ле, суспензор, щиток, первый лист). Эмбриоид в течение 1 сут с момента 

появления на поверхности пыльника в стерильных условиях ламинарного 

бокса переносят в пробирки на среду для регенерации, составленную по 

прописи Blaydes, содержащую по 0.2 мг/л кинетина и индолил-3-

уксусной кислоты (ИУК) (табл. 1). Пробирки размещают в условия: тем-

пература  +9…+11 
о
С, 16-часовой фотопериод, освещенность 20 тыс. 

люкс. В таких условиях эмбриоид развивается в андроклинное растение-

регенерант. Полученные растения выращивают в пробирках до фенофазы 

кущения. 

Гемморизогенез in vitro состоит в формировании органов (почки 

и корня) в морфогенном каллусе, который сам берёт начало от сильнова-

куолизированной микроспоры.  
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Рис. 43. Сформированный эмбриоид на 25 сутки культивирования in 

vitro на индукционной среде. А – сканирующая электронная микро-

скопия, х 48. Б – световая микроскопия, х 50. Условные обозначения: 

ЗК – зародышевый корень, Кл – колеоптиле, Кр – колеориза, ПЛ – 

первый лист, Щ – щиток. По: Круглова, Сельдимирова, 2011  
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В результате культивирования пыльников in vitro на индукцион-

ной питательной среде Potato II, содержащей синтетический ауксин 2,4-Д 

в концентрации 2.5 мг/л, получают морфогенные каллусы – плотные, 

компактные, белого матового цвета, узловатой формы.  

Их следует отличать от образующихся неморфогенных каллусов 

– мягких, рыхлых, обводненных, беловато-желтого цвета, неопределен-

ной формы. Неморфогенные каллусы сразу же отбраковывают, что со-

ставляет дополнительную процедуру биотехнологических разработок. 

Для индукции формирования растения-регенеранта морфогенный 

каллус в течение 1 сут с момента появления на поверхности пыльника в 

стерильных условиях ламинарного бокса переносят на среду для регене-

рации, составленную по прописи Blaydes, содержащую по 0.2 мг/л кине-

тина и индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) (табл. 1). Пробирки размеща-

ют в условия: температура  +9…+11 
о
С, 16-часовой фотопериод, осве-

щенность 20 тыс. люкс. В таких условиях в морфогенном каллусе форми-

руются органы – почка и корень, которые постепенно с помощью обра-

зующихся сосудов объединяются в гемморизогенную структуру (рис. 44). 

Гемморизогенная структура, прорастая, даёт в условиях in vitro 

начало андроклинному растению-регенеранту. Полученные растения вы-

ращивают в пробирках до фенофазы кущения. 

 

Рис. 44. Гемморизогенная структура в пыльниковом морфогенном 

каллусе пшеницы на 15 сут культивирования in vitro на среде для 

регенерации: 1 – макросъемка, х10; 2 – продольный срез, х250. Услов-

ные обозначения: КМ – корневая меристема, Пч – почка. По: Кругло-

ва, Сельдимирова, 2011 

Пч 

КМ 1 2 
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Развитие андроклинных растений-регенерантов пшеницы в 

посткультуральных условиях ex vitro 

Для каждого сорта пшеницы подсчитывают регенерационную 

способность эмбриоидов/морфогенных каллусов как отношение количе-

ства образовавшихся растений-регенерантов к общему количеству иноку-

лированных эмбриоидов/морфогенных каллусов, выраженное в процен-

тах. Такая информация необходима для оценки перспектив использова-

ния конкретного сорта пшеницы, т.е. оценки влияния генотипа на регене-

рацию растений. Кроме того, важно выяснить, как показатель регенера-

ционной способности сорта коррелирует с ранее выявленным показате-

лем отзывчивости пыльников этого сорта на условия культивирования in 

vitro. 

Андроклинные растения-регенеранты пшеницы, полученные как 

путем эмбриоидогенеза, так путем гемморизогенеза in vitro, в фенофазе 

кущения извлекают из пробирок и подвергают цитогенетическому кон-

тролю, состоящему в подсчете количества хромосом (n) в метафазных 

пластинках клеток кончика одного из корней. Такой контроль принципи-

ально необходим, поскольку в условиях культуры in vitro неизбежно воз-

никает определенный процент растений-регенерантов с аномальным ко-

личеством хромосом.  

Отбирают только гаплоидные (n=21) особи. Для дигаплоидиза-

ции их кончиками корней погружают в смесь 0.2 % колхицина и 0.03 % 

папаина (1:1) на 5 час и вновь подвергают цитогенетическому контролю. 

Отобранные дигаплоидизированные (n+n=42) растения переносят в усло-

вия ex vitro в вегетационные сосуды со специально подобранной почвен-

ной смесью. состоящей из почвы (5 частей), торфа (3 части), речного пес-

ка (1 часть) и толченого древесного угля (1 часть) и размещают на лабо-

раторной светоплощадке при +20°С, 16-часовом фотопериоде и освещен-

ности 20 тыс. лк. В таких условиях растения-регенеранты проходят ти-

пичные фенологические фазы, характерные для пшеницы в полевых ус-

ловиях in vivo: фаза выхода в трубку, 

фазу стеблевания, фаза колошения, 

фаза цветения, фазы молочной, вос-

ковой и полной спелости зерна (рис. 

45).  

 

Рис. 45. Андроклинные растения-

регенеранты пшеницы в фенофазе 

полной спелости. Макросъемка. х 

0.1. По: Круглова, Сельдимирова, 

2011 
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Качество полученных зерновок андроклинных растений-

регенерантов пшеницы оценивают по их лабораторной всхожести путем 

их проращивания в чашках Петри при +27 
0
С в темноте в течение 7 суток. 

Схема регламента биотехнологии получения растений-

регенерантов пшеницы на основе феномена андроклинной гаплоидии 

путями эмбриоидогенеза и гемморизогенеза in vitro приведена на рис. 46. 

 
 

Рис. 46. Схема регламента биотехнологии получения растений-

регенерантов пшеницы на основе феномена андроклинной гаплоидии 

путями эмбриоидогенеза и гемморизогенеза in vitro. По: Круглова и 

др., 2005 
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ГЛАВА 6. БИОТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ РАСТЕНИЙ 

ПШЕНИЦЫ В ЭМБРИОКУЛЬТУРЕ IN VITRO 

 

Эмбриокультура in vitro (культура разновозрастных зародышей) 

позволяет создать условия для полной реализации морфогенетических 

программ развития зародыша. Это важно в современных биотехнологиче-

ских направлениях (соматическая гибридизация, клеточная селекция, 

генно-инженерные эксперименты) по выведению новых высокопродук-

тивных сортов культурных растений.  

Впервые возможность культивирования зрелых зародышей, вы-

деленных из семян Cochlearia и Raphanus, была показана английским 

экспериментатором Ханнингом в 1904 г. Первые межвидовые гибриды 

льна с использованием метода эмбриокультуры in vitro с использованием 

хлопковой ваты, пропитанной раствороми сахарозы, были получены гер-

манским исследователем Лайбахом в 1925 г.  

В настоящее время на основе эмбриокультуры in vitro получены 

межвидовые гибриды у многих важных сельскохозяйственных растений: 

ячменя, томатов, картофеля, фасоли, подсолнечника, хлопчатника, кос-

точковых культур. Активно эта биотехнология используется при созда-

нии гибридов между различными родами, особенно среди злаковых куль-

тур, например, между ячменем и пшеницей, ячменем и рожью, кукурузой 

и трипсакум, рейграсом и овсяницей. В частности, хорошие результаты 

были получены при выращивании гибридных зародышей на изолирован-

ном эндосперме одного из родительских видов, выращиваемых на пита-

тельной среде. Этим методом удалось добиться прорастания 70% гибрид-

ных зародышей, полученных при скрещивании ячменя и пшеницы. 

В связи с тем, что дифференциация зародыша в естественных ус-

ловиях in vivo происходит в системе зародыш – окружающий материн-

ский организм, важное значение имеет изучение взаимосвязей зародыша 

с тканями материнского растения и механизмов становления самостоя-

тельности (автономности) зародыша.  

Автономность – наиболее важная стадия эмбриогенеза, начиная 

с которой происходит переход зародыша на относительно самостоятель-

ный путь развития. Под понятием автономности зародыша понимают 

особое структурно-функциональное состояние, отражающее его физиоло-

гическую (главным образом, гормональную) независимость от окружаю-

щих материнских тканей и проявляющееся в его способности завершить 

нормальный эмбриогенез вне материнского организма и развиться в нор-

мальное растение. Для автономных дифференцированных зародышей 

характерен автотрофный тип питания. Например, типичный двудольный 

зародыш становится автотрофным и достаточно независимым на поздней 
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сердечковидной стадии, с началом развития семядолей и последующего 

достижения внутренней дифференциации.  

Для недифференцированных зародышей на ранних стадиях эм-

бриогенеза in vivo характерен гетеротрофный тип питания, когда зародыш 

полностью зависим от питательных веществ, поступающих из материн-

ских тканей.  

Вопрос о выявлении стадии автономности зародыша для введе-

ния его в биотехнологическую практику очень важен, поскольку от этого 

зависит практическое направление подбора среды для культивирования 

зародышей в эмбриокультуре in vitro. Кроме того, выяснение стадии ав-

тономности зародыша – важный элемент техники доращивания зароды-

шей in vitro при отдаленной гибридизации, поскольку вычленение заро-

дыша на стадии автономности обеспечивает последующее развитие его в 

нормальное растение.  

Стадию автономности зародыша выявляют методом культуры in 

vitro по способности зародыша завершить нормальный эмбриогенез и 

дать нормальное растение на минерально-сахарозной среде без гормонов. 

И хотя этот подход нельзя считать безупречным, поскольку развитие за-

родышей может варьировать в зависимости от таких параметров среды, 

как форма и содержание азота, общий солевой состав среды, тем не менее 

он достаточно информативен. Стадия, с которой изолированный зародыш 

способен завершить эмбриогенез в условиях культуры in vitro, видоспе-

цифична. 

В то же время можно создать такие экспериментальные условия, 

когда автономный зародыш может быть направлен по пути формирова-

ния каллуса in vitro. Перспективный в этом отношении биотехнологиче-

ский метод культуры in vitro каллусов зародышевого происхождения 

привлекает внимание исследователей, начиная с 60-х г.г. XX века. Это 

направление важно, например, при селекционной работе с использовани-

ем метода отдаленной гибридизации, когда возникают нежизнеспособные 

гибридные зародыши, неспособные расти даже на специальных средах. 

Так, автономные зародыши гибридов Nicotiana ocidentalis с культурными 

сортами табака обычно погибали на семядольной стадии. В каллусе, по-

лученном из таких зародышей, удалось индуцировать образование реге-

нерантов, которые хорошо укоренялись и росли в почве. Индукция каллу-

са из автономных зародышей может быть удачным способом получения 

большого количества гибридных растений и в том случае, когда ограни-

чено образование семян или процент прорастания их крайне низок. Этот 

подход оказался, например, очень эффективным в индустрии орхидей, его 

использование дало возможность получить более 1430 гибридов у орхид-

ных. 
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К настоящему времени накоплен достаточно большой объем экс-

периментальных данных по различным аспектам культивирования in vitro 

незрелых и зрелых зародышей. Хорошо установлено, что в зависимости 

от условий культивирования in vitro растения-регенеранты могут быть 

получены из зрелых и незрелых зародышей как напрямую (по схеме 

«один зародыш – одно растение-регенерант»), так и через этап формиро-

вания зародышевого морфогенного каллуса (по схеме «один зародыш – 

несколько растений-регенерантов»). Биотехнологически более эффекти-

вен, хотя и более трудоёмок, способ получения сразу нескольких расте-

ний-регенерантов в зародышевой каллусной культуре in vitro. Кроме того, 

показано, что именно незрелые зародыши формируют морфогенные кал-

лусы с большей частотой. 

В Уфимском Институте биологии РАН на примере яровой мягкой 

пшеницы разработана биотехнология получения растений-регенерантов в 

каллусной культуре in vitro, полученной из незрелых автономных заро-

дышей. Данная биотехнология включает следующие основные этапы:  

в полевых условиях in vivo: фенотипический отбор донорных 

растений, содержащих незрелые автономные зародыши; 

в условиях культуры in vitro (чашки Петри и пробирки): ино-

куляция незрелых автономных зародышей на индукционную питатель-

ную среду in vitro, получение морфогенных каллусов, перенос морфоген-

ных каллусов на среду для регенерации, получение эмбриоидов (сомати-

ческих зародышей) и гемморизогенных структур, получение растений-

регенерантов и их развитие до фенофазы кущения, цитогенетический 

контроль растений-регенерантов; 

в посткультуральных условиях ex vitro (лабораторная свето-

площадка и полевые условия):  выращивание растений-регенерантов до 

фенофазы полной спелости зерна и получение семян. 

Рассмотрим каждый из этапов этой биотехнологии подробнее. 

Фенотипический отбор донорных растений пшеницы в поле-

вых условиях in vivo 
Одна из методических особенностей эффективности культуры in 

vitro разновозрастных зародышей состоит в выявлении оптимальной ав-

тономной стадии развития in vivo зародыша, инокулируемого на пита-

тельную среду. При этом для практического удобства учитывают такие 

показатели, как сутки после искусственного опыления и длина зародыша. 

Экспериментальными исследованиями выявлено, что морфоген-

ный каллус формируется из незрелого зародыша пшеницы, инокулиро-

ванного на через 15 суток после искусственного опыления. При этом 

длина зародыша составляет около 1.7 мм. Согласно цито-

гистологическим данным, такой зародыш представлен всеми органами, 

присущими зародышу пшеницы (апекс побега или уже почечка, зароды-
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шевый корень, колеоптиль, колеориза, лигула, суспензор, семядоля-

щиток, эпибласт), а также эндосперм (рис. 47).  

 

Рис. 47. Незрелый автономный зародыш пшеницы в тканях зерновки 

через 15 суток после искусственного опыления. 1, 2. Продольные сре-

зы, х250. Условные обозначения: АП – апекс побега, ЗК – зародыше-

вый корень, Кл – колеоптиль, Крз – колеориза, Лг – лигула, Пч – по-

чечка, С – суспензор, Щ – щиток, Эб – эпибласт, Энсп – эндосп. По: 

Круглова, Сельдимирова, 2011 

 

В целом, такой зародыш находится в стадии автономности. Важ-

но подчеркнуть, что все органы незрелого автономного зародыша, не-

смотря на свое дифференцированное состояние, находятся на ранней ста-

дии развития, обладая большими морфогенетическими потенциями.  
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Колосья донорных растений на 15 сутки после искусственного 

опыления, содержащие незрелые автономные зародыши, срезают в поле-

вых условиях в одно и тоже время суток для всех партий. Срезанные ко-

лосья размещают в воду со льдом и транспортируют с поля в лаборато-

рию.  

Получение зародышевого морфогенного каллуса в условиях 

in vitro 

Для пшеницы, как и злаков в целом, характерна асинхронность 

заложения и развития зерновок по колосу. Поэтому строго соблюдают 

следующий методический нюанс: от каждого донорного растения в экс-

перимент вводят зародыши только пяти зерновок из средней трети коло-

са, находящиеся в одной стадии развития. 

Извлеченные из колоса незрелые зерновки стерилизуют 70 % 

этанолом в течение 2 мин и трижды промывают автоклавированной дис-

тиллированной водой. Зародыши вычленяют из зерновок обработанными 

пламенем инструментами в стерильных условиях ламинарного бокса и 

размещают в пробирки с индукционной питательной средой, составлен-

ной по прописи МС с добавлением 2.0 мг/л синтетического ауксина 2,4-Д 

и 0.2 мг/л кинетина (табл. 2).  

 

Таблица 2. Состав питательной среды для индукции морфогенного 

каллуса из незрелых автономных зародышей пшеницы в условиях in 

vitro 

 

Компоненты питательной среды, мг/л 

NH4NO3 1650 Fe2SO4 x 7H2O 27.8 

KNO3  1900 Na2ЭДТА х 2H2O 37.3 

СаСl2 x 2H2O 440 Тиамин - HC1 0.5 

MgSO2 x 7H2O 370 Пиридоксин - HC1 0.5 

КН2РO4 170 Никотиновая кислота 0.5 

MnSO4 x 4H2O  22.3 Мезоинозит 100 

CoCl2 x 6H2O 0.025 Сахароза 30000 

ZnSO4 x 7Н2О 8.6 Глицин 2.0 

CuSO4 x 5Н2О 0.025 Кинетин 0.2 

Na2MoO4 x 2H2O 0.25 2,4-Д 0.0–2.0 

H3BO3 6.2 Агар 7000 
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Для приготовления питательной среды используют реактивы вы-

сокой степени очистки (квалификация не ниже «чда»). рН среды перед 

автоклавированием доводят до 5.7-5.8.  

Зародыши размещают на питательной среде щитком вниз, т.е. 

щиток зародыша находится в контакте с питательной средой. Инкубацию 

зародышей проводят в термостате при +26
0
С, в темноте. Начало каллусо-

образования наблюдают через 5-7 суток культивирования. Формируются 

морфогенные каллусы плотной консистенции, состоящие главным обра-

зом из меристемоидных клеток (рис. 48). 

 

Рис. 48. Морфогенный каллус, полученный из автономного незрелого 

зародыша пшеницы, 7 сут культивирования in vitro на индукционной 

среде. 1. Макросъемка, х15; 2. Продольный срез, х200. По: Круглова, 

Сельдимирова, 2011 

 

Морфогенные каллусы в стерильных условиях ламинарного бок-

са переносят в пробирки с питательной средой для регенерации, также 

составленной по прописи МС, с добавлением 0.2 мг/л кинетина, но без 

добавления 2,4-Д (табл. 3). Культивирование каллусов ведут на свето-

площадке при 16-часовом фотопериоде с интенсивностью освещения 10 

000 лк.  

Пути морфогенеза in vitro в зародышевых каллусах, ведущие 

к формированию растений-регенерантов пшеницы 

Морфогенный каллус характеризуется высокой морфогенетиче-

ской лабильностью. Это обусловлено наличием в нем групп дедифферен-

цированных меристемоидных клеток, способных к морфогенезу in vitro. 

Благодаря наличию разветвленной сосудистой системы в каллусе созда-

ются самые разные трофические и гормональные ситуации, и меристемо-

2 1 
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идные клетки могут быть индуцированы к различным путям морфогенеза 

in vitro. На примере многих растений выявлено, что такими путями мор-

фогенеза in vitro являются органогенез (включая геммогенез – формиро-

вание почки, ризогенез – формирование корня, гемморизогенез – форми-

рование и почки, и корня) и эмбриоидогенез (формирование соматиче-

ского зародыша – эмбриоида).   

 

Таблица 3. Состав питательной среды для регенерации растений в 

зародышевом морфогенном каллусе пшеницы в условиях in vitro 

 

Компоненты питательной среды, мг/л 

NH4N03 1650 Fe2SO4 x 7H2O 27.8 

KNO3  1900 Na2ЭДТА х 2H2O 37.3 

СаСl2 x 2H2O 440 Тиамин - HC1 0.5 

MgSO2 x 7H2O 370 Пиридоксин - HC1 0.5 

КН2РO4 170 Никотиновая кислота 0.5 

MnSO4 x 4H2O 22.3 Мезоинозит 100 

CoCl2 x 6H2O 0.025 Глицин 2.0 

ZnSO4 x 7Н2О 8.6 Кинетин 0.2 

CuSO4 x 5Н2О 0.025 Сахароза 30000 

Na2MoO4 x 2H2O 0.25 Агар 7000 

H3BO3 6.2   

 

Биотехнологически оптимальными путями морфогенеза in vitro в 

зародышевых каллусах пшеницы, приводящими к формированию полно-

ценных растений-регенерантов, являются гемморизогенез и эмбриоидо-

генез. Эти пути морфогенеза индуцируются после переноса морфогенно-

го каллуса на среду для регенерации, составленную по прописи Мураси-

ге-Скуга, с добавлением 0.2 мг/л кинетина. 

Гемморизогенез in vitro состоит из двух этапов: сначала на по-

верхности зародышевого каллуса образуется почка, затем в толще каллу-

са – корень. Постепенно между этими органами формируется связующая 

их сосудистая система c формированием гемморизогенной структуры 

(рис. 49). Такая гемморизогенная структура дает начало растению-

регенеранту. 
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Рис. 49. Гемморизогенная струк-

тура в зародышевом морфогенном 

каллусе пшеницы на 15 сут куль-

тивирования in vitro на среде для 

регенерации. А. Макросъёмка. Б. 

Продольный срез, х300. Условные 

обозначения: Кр – корень; Пч – 

почка. По: Круглова, Сельдимирова, 

2011 

 

При эмбриоидогенезе in 

vitro в зародышевых каллусах на 

среде для регенерации формируются 

зародышеподобные структуры – эм-

бриоиды. Цито-гистологический 

анализ морфогенных каллусов в ди-

намике культивирования позволил 

выявить особенности формирования 

эмбриоидов in vitro у пшеницы. Установлено, что сначала в каллусах 

формируются эмбриоидальные клеточные комплексы – группы меристе-

матических клеток, покрытые общей оболочкой и обособленные от ос-

тального каллуса общей оболочкой. Окружающие клетки каллуса дегене-

рируют.  

Формирование эмбриоида пшеницы происходит путем реоргани-

зации всего эмбриоидального клеточного комплекса, поэтому можно го-

ворить о развитии эмбриоида in vitro внутри морфогенного зародышевого 

каллуса.  

В сформированных эмбриоидах закладываются и развиваются 

все органы, присущие зиготическому зародышу пшеницы in vivo: при-

мордий первого листа, зародышевый корень, семядоля-щиток, колеоп-

тиль и последующие зачатки листьев; обособляется колеориза (рис. 50). 

Сформированный эмбриоид дает начало растению-регенеранту. 

Формирование и развитие растений-регенерантов пшеницы в 

условиях in vitro и ex vitro 

Формирование in vitro растений-регенерантов из эмбриоидов и 

гемморизогенных структур на среде для регенерации протекает сходным 

образом, различаясь только продолжительностью в начале развития, 

включая фенофазу кущения. Окончание фенофазы кущения растений-

регенерантов, образованных из эмбриоидов (рис. 50), отмечалось на 21 

сутки, растений-регенерантов, образованных из гемморизогенных струк-

тур (рис. 51), – на 25 сутки культивирования in vitro на этой среде. 
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Рис. 50. Сформированные эмбриоиды на зародышевом морфогенном 

каллусе пшеницы in vitro. 28 сут культивирования in vitro. 1. Макро-

съемка, х20; 2. Продольный срез, х55. Условные обозначения: К – кал-

лус, АП – апекс побега, ВЛ – второй лист, ЗК – зародышевый корень, 

Кл – колеоптиль, Крз – колеориза, ПЛ – первый лист, СЭ – сформи-

рованный эмбриоид, Щ – щиток. По: Круглова, Сельдимирова, 2011 

 

 

Рис. 51. Растения-регенеранты пше-

ницы, полученные в морфогенных 

зародышевых каллусах из эмбриои-

дов, в фенофазе кущения на 21 сут 

культивирования in vitro на среде 

для регенерации. Макросъемка, х0.8. 

По: Круглова, Сельдимирова, 2011 

 

 

Рис. 52. Растения-регенеранты 

пшеницы, полученные в морфоген-

ных зародышевых каллусах из 

гемморизогенных структур, в фе-

нофазе кущения на 25 сут культи-

вирования in vitro на среде для ре-

генерации. Макросъемка, х0.9. По: 

Круглова, Сельдимирова, 2011 

 

К 
СЗ 

1 2 
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В фенофазе кущения растения-регенеранты пшеницы извлекают 

из пробирок и проводят их цитогенетический анализ. Для этого подсчи-

тывают число хромосом в метафазной пластинке клеток кончика одного 

из корней. Для дальнейших экспериментов отбирают только те растения-

регенеранты, которые прошли цитогенетический тест на диплоидность 

(2n=42).  

Диплоидные растения-регенеранты переносят в условия ex vitro в 

вегетационные сосуды со специально подобранной почвенной смесью. 

состоящей из почвы (5 частей), торфа (3 части), речного песка (1 часть) и 

толченого древесного угля (1 часть).  

Дальнейшая вегетация растений-регенерантов проходит на лабо-

раторной светоплощадке при щадящем температурном режиме и услови-

ях освещенности, приближенных к условиям светового дня (16-часовой 

фотопериод). 

Развитие растений-регенерантов пшеницы, образовавшихся в за-

родышевых каллусах in vitro как из эмбриоидов, так и из гемморизоген-

ных структур, в условиях ex vitrо идет типично для развития растений 

пшеницы в полевых условиях in vivo как по последовательности прохож-

дения фенофаз выхода в трубку, стеблевания, колошения, цветения, мо-

лочной, восковой и полной спелости зерна (рис. 53), так и по их продол-

жительности. 

 

Рис. 53. Растения-регенеранты пшеницы, образовавшиеся из эмбрио-

идов, в фенофазу стеблевания в условиях ex vitro. 2. Растения-

регенеранты пшеницы, образовавшиеся из гемморизогенных струк-

тур, в фенофазу молочной спелости зерна в условиях ex vitro. Макро-

съемка, х0.2. По: Круглова, Сельдимирова, 2011  

1 2 
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Качество полученных зерновок растений-регенерантов пшеницы 

оценивают по их лабораторной всхожести путем их проращивания в чаш-

ках Петри при +27
0
С в темноте в течение 7 суток. Схема регламента био-

технологии получения растений-регенерантов пшеницы в зародышевой 

каллусной культуре in vitro и в условиях ex vitro приведена на рис. 54. 

 
Рис. 54. Схема регламента биотехнологии получения растений-

регенерантов пшеницы в зародышевой каллусной культуре in vitro и 

в условиях ex vitro. По: Круглова, Сельдимирова, 2011  
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ГЛАВА 7. ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ИНЖЕНЕРИЯ РАСТЕНИЙ 

Основные принципы генетической инженерии 

 

Генетическая информация о структуре отдельных белков и нук-

леиновых кислот у всех организмов заключена в молекулах ДНК или 

РНК в виде последовательностей нуклеотидов, называемых генами. Од-

нако одной информации о структуре макромолекул, кодируемых генами, 

недостаточно для их функционирования. Координированная работа (экс-

прессия) большого числа генов возможна лишь благодаря наличию тон-

ких регуляторных механизмов, определяющих место, время и уровень 

экспрессии конкретного гена или группы генов. В соответствии с этим 

любой ген состоит из двух основных функциональных частей (после-

довательностей нуклеотидов) – регуляторной и структурной. Терми-

ном геном описывают полную совокупность генов и некодирующих по-

следовательностей живого организма, отдельной клетки, клеточной орга-

неллы или вируса, то есть геном живого организма составляет вся его 

ДНК. Время в котором мы живем, рассматривается в молекулярной био-

логии как постгеномная эра. Исследования последних десяти лет принес-

ли знания о полной первичной структуре геномов многих бактерий, 

дрожжей, круглого червя нематоды, дрозофилы, арабидобсиса, риса, то-

поля и многих других. Завершены работы по расшифровке последова-

тельностей нуклеотидов генома человека и многих важнейших объектов 

его хозяйственной деятельности. Однако, несмотря на эти впечатляющие 

успехи, функции большинства генов остаются во многом неизвестными. 

Поэтому дальнейшие исследования должны быть направлены на изуче-

ние совокупности образующихся в организме молекул РНК, белков и раз-

личных низкомолекулярных соединений, которые составляют транскрип-

том, протеом и метаболлом соответственно. Однако все эти исследования 

начинаются с изучения генома. Исследованием строения геномов, функ-

ционированием генетических систем на молекулярном уровне занимается 

отдельная наука молекулярная биология. Генная инженерия – это раз-

дел экспериментальной молекулярной биологии. Появление ее методоло-

гии стало возможным благодаря предшествующим работам многих ис-

следователей в различных областях биохимии и молекулярной биологии. 

Основные из них:  

1. Доказательство в 1944 году О. Эйвери с соавторами, что носи-

телем генетической информации являются молекулы ДНК. 

2. Открытие структуры ДНК в 1953 году Дж. Уотсоном и Ф. Кри-

ком. 

3. Экспериментальное подтверждение универсальности генетиче-

ского кода.  
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4. Интенсивное развитие молекулярной генетики, в особенности 

E. coli, а также ее вирусов и плазмид. 

5. Отработка простых методов выделения высокоочищенных 

препаратов неповрежденных молекул ДНК плазмид и вирусов. 

6. Разработка методов введения чужеродной ДНК в клетки. 

7. Открытие ряда ферментов, использующих ДНК в качестве суб-

страта катализируемых ими реакций. 

Все эти открытия позволили еще в далеких 70-х годах прошлого 

века создать современную стратегию генной инженерии: 

1. В векторную молекулу ДНК ферментативно встраивают фраг-

менты молекул ДНК. 

2. Образующиеся при этом молекулы, так называемые гибридные 

или рекомбинантные ДНК, вводят в компетентные прокариотические или 

эукариотические клетки, где они реплицируются, размножая в своем со-

ставе встроенные фрагменты ДНК. 

3. Определенными методами отбирают клоны клеток, содержа-

щих индивидуальные типы молекул гибридных ДНК. 

Название раздела молекулярной биологии, именуемого генной 

инженерией, указывает на то, что в результате такого рода исследований 

создаются искусственные генетические конструкции, в которых отдель-

ные части генов или гены целиком объединяются в требуемой последова-

тельности руками экспериментатора – генного инженера. Это позволяет 

определять их взаимное влияние и функциональное значение, а также 

проводить экспрессию генов в новом генетическом окружении. Таким 

образом, в экспериментальных условиях имеет место обмен генетической 

информацией как между отдельными генами организмов одного и того 

же вида, так и между организмами разных таксономических групп, что 

происходит в природе довольно редко из-за непреодолимых барьеров 

репродуктивной изоляции. Тем не менее, практически во всех методах 

современной генной инженерии фрагментарно (в адаптированном виде) 

используются элементы природных молекулярно-генетических механиз-

мов. Необходимость манипулирования генами диктуется конкретными 

задачами фундаментальных и прикладных исследований. Для понимания 

молекулярных механизмов функционирования отдельных генов и взаи-

мосвязанных генетических систем большое значение имеет работа с изо-

лированными генами. Такие исследования позволяют определить грани-

цы генов, выделить их в чистом виде и идентифицировать элементы 

структуры, существенные для функционирования. Доказательством 

функциональной значимости выделенного участка генома может быть 

только его нормальная экспрессия в модельной генетической системе. 

Поэтому следующим этапом исследования выделенного гена всегда явля-

ется перемещение его в такую генетическую систему, где экспрессия гена 
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легко обнаруживается. Результаты экспрессии оценивают либо по появ-

лению белкового продукта, кодируемого исследуемым геном, либо по 

изменению функций биологической системы вследствие появления в ней 

новой ферментативной или другой активности, например по компенсации 

присутствующей в этой системе мутации. Таким образом, в результате 

исследования структуры конкретного гена и моделирования его экспрес-

сии в искусственной генетической системе можно понять особенности 

его функционирования в живом организме. Подобный подход может быть 

успешно применен как к известным генам, которые выделяются целена-

правленно, так и к неидентифицированным ранее последовательностям 

нуклеотидов, функциональную значимость которых определяют лишь 

после выделения их в чистом виде. В настоящее время с помощью мето-

дов генной инженерии получены данные о структуре и функционирова-

нии генов разнообразных организмов, что дало возможность перейти на 

качественно новый уровень генетических исследований. Это, во-первых, 

возможность переноса гена в новое для него генетическое окружение с 

дальнейшей его экспрессией, что ведет к изменению свойств организма, в 

геном которого вводится ген (например, создание продуцентов биологи-

чески активных веществ или трансгенных растений), а также осуществ-

ление генотерапии наследственных и приобретенных заболеваний путем 

искусственного замещения мутантных аллелей. Во-вторых, стало реаль-

ным конструирование новых генов путем объединения in vitro как из-

вестных, так и новых, искусственно синтезированных последовательно-

стей нуклеотидов. Этот подход используется в белковой инженерии для 

исследования функциональной значимости отдельных аминокислот и 

доменов в полипептидных цепях ферментов, а также для создания новых 

белков. В-третьих, в современной биотехнологии появилась возможность 

применять изолированные гены в составе генно-инженерных конструк-

ций для получения пищевых продуктов и биологически активных ве-

ществ белковой природы. 

Поскольку в экспериментальных условиях невозможно работать 

с одной копией гена, получение необходимого числа идентичных копий 

гена или его частей является первой и одной из основных задач генной 

инженерии. Для ее решения используют метод молекулярного клонирова-

ния. Сущность метода заключается в том, что нуклеотидная последова-

тельность, которую необходимо выделить или размножить, ковалентно 

встраивается в самореплицирующиеся молекулы нуклеиновой кислоты, 

называемые векторами. Далее такая последовательность нуклеотидов в 

составе вектора вводится в клетки про- или эукариотического организма, 

и эти гибридные клетки в селективных условиях, обеспечивающих сохра-

нение вектора внутри клеток, выращивают на питательной среде. В ре-

зультате образуется клон клеток, теоретически содержащих идентичные 
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векторные молекулы с одной и той же вставкой чужеродной последова-

тельности нуклеотидов. Поскольку объединение молекул клонируемой 

последовательности нуклеотидов и вектора является не чем иным, как 

рекомбинацией in vitro, такие гибридные молекулы называют рекомби-

нантными молекулами. В настоящее время разработаны многочислен-

ные методы, позволяющие выделять определенные последовательности 

нуклеотидов из сложной смеси фрагментов хромосомной ДНК, а также 

осуществлять обмен между строго определенными фрагментами генов и 

другими последовательностями нуклеиновых кислот. 

Итак, генетической инженерией называют комплекс молекуляр-

но-генетических методов, с помощью которых можно:  

1. синтезировать гены вне организма;  

2. выделять из клеток отдельные гены или генетические структуры 

(фрагменты хромосом, целые хромосомы или клеточные ядра);  

3. направленно перестраивать выделенные структуры;  

4. копировать и размножать выделенные или синтезированные гены 

или генетические структуры;  

5. переносить и включать такие гены или генетические структуры в 

подлежащий изменению геном;  

6. экспериментально соединять разные геномы в одной клетке. 

Генетическая инженерия растений является одной из самых про-

грессивно развивающихся направлений в современной биотехнологии 

растений. На сегодняшний день генными инженерами созданы многочис-

ленные ГМ-сорта хозяйственно ценных растений, которые оказывают 

колоссальное влияние не только на агропромышленное производство, но 

и на развитие мировой экономики в целом.  

Выделение и очистка ДНК и РНК из растительных объектов 

Генетическая инженерия растений стала возможной, в первую 

очередь, благодаря разработке большого количества хорошо зарекомен-

довавших себя методов выделения высокомолекулярной и очищенной 

ДНК и РНК. Несмотря на то, что многие современные методы выделения 

ДНК и РНК основаны на использовании специальных дорогостоящих 

наборов, предпочтение отдается методам, в которых применяются деше-

вые и доступные для любых лабораторий реактивы. Так как клетки расте-

ний содержат прочные клеточные стенки, первый этап выделения расти-

тельных макромолекул обычно заключается в растирании их тканей в 

жидком азоте до порошкообразного состояния. При этом нельзя допус-

кать размораживания полученного растительного порошка. Затем следует 

этап ресуспендирования в специальном буфере, который одновременно 

должен содействовать разрушению растительных клеток, а также экс-

тракции и сохранению ДНК или РНК в нативном состоянии. После этапа 

экстракции следует этап очистки ДНК и РНК, в результате которого, в 
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первую очередь, избавляются от белков. Осаждают ДНК и РНК обычно 

при помощи этилового или изопропилового спирта. Для избавления от 

солей и других низкомолекулярных соединений, полученный осадок нук-

леиновых кислот промывают при помощи 70% этилового спирта. Раство-

ряют ДНК в высокоочищенной воде mQ или в ТЕ-буфере.  

При выделении ДНК и РНК в основном используются одни и те 

же приемы. Различия в методах их фракционирования определяются зна-

чительно большей чувствительностью молекул РНК к гидролитическому 

расщеплению из-за присутствия у рибонуклеотидов, входящих в состав 

РНК, свободных 2'-ОН групп, их более низкой молекулярной массой и 

наличием у одноцепочечных молекул характерной (компактной) про-

странственной структуры. Для выделения нуклеиновых кислот в натив-

ном состоянии необходимо соблюдать, по крайней мере, две предосто-

рожности: следует использовать мягкие условия разрушения тканей био-

логического объекта, содержащего изучаемые нуклеиновые кислоты, и 

инактивировать гидролитические ферменты (ДНКазы или РНКазы) до 

того, как они успеют гидролизовать молекулы нуклеиновых кислот. С 

учетом этого ингибиторы нуклеаз вводятся в буферные растворы до раз-

рушения клеток или тканей. В качестве ингибиторов нуклеаз используют 

как неспецифические денатурирующие агенты (ионные детергенты, гид-

роокись ртути, гуанидинхлорид, гуанидинизотиоцианат, фенол, хлоро-

форм и т.п.), так и специфические ингибиторы, например ингибитор 

РНКазы из плаценты человека или ванадиевые комплексы рибонуклеози-

дов. 

Работу с двухцепочечной геномной ДНК (особенно ДНК расти-

тельных клеток) сильно усложняют значительная молекулярная масса и 

высокая жесткость выделяемых молекул. Следствием этого являются 

большая вязкость растворов высокомолекулярной ДНК и легкость ее 

фрагментации в растворах. В связи с этим при выделении высокомолеку-

лярной ДНК допускается лишь мягкое перемешивание ее раствора в про-

цессе депротеинизации (освобождения от белков). Для этого на первых 

этапах очистки обычно применяют протеолитические ферменты (протеи-

назу К из Trirachium album или проназу из Streptomyces griseus), фенол и 

хлороформ. Поскольку при освобождении от белков происходит одно-

временная очистка ДНК и РНК, для освобождения от примесей РНК при-

меняют высокоочищенные препараты РНКаз без примесей ДНКаз (чаще 

всего панкреатическую РНКазу), а в случае выделения РНК – ДНКаз, не 

загрязненных РНКазами. 

Один из наиболее дешевых и простых методов выделения то-

тальной ДНК растений разработал Graham (Graham, 1978). При использо-

вании данного метода, который можно называть фенольно-детергентным, 

растительный материал растирают в предварительно прокаленной ступке 
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с жидким азотом до порошкообразного состояния. Затем порошок пере-

носят в пробирку, добавляют 5-10 объемов экстрагирующего буфера, со-

держащего Трис-HCl (рН 8,0), ЭДТА и 1% ДДС натрия и прогревают 

смесь при 60°С в течение 10 минут. ЭДТА используют в качестве хелато-

ра, так как он способен соединяться с различными ионами металлов. В 

частности хелатирование ионов магния способствует инактивации фер-

ментов ДНКаз, разрушающих ДНК. ДДС натрия является мощным детер-

гентом, способствующим инактивации ферментов и разрушению биоло-

гических мембран. Трис-HCl создает необходимый уровень рН для выде-

ления ДНК. Для освобождения ДНК от гистоновых белков в раствор до-

бавляют перхлорат натрия, который является известным хаотропом. Экс-

тракцию ДНК с его одновременной депротеинизацией осуществляют 

встряхивая гомогенат с фенол-хлороформной смесью. Далее проводят 

центрифугирование, при котором жидкость в пробирке делится на две 

среды, сверху оказывается водно-солевой раствор ДНК, а снизу в пробир-

ке собирается фенол-хлороформная смесь, забирающая к себе большую 

часть гистоновых и негистоновых белков. Также образуется довольно 

заметная интерфаза, которая содержит крупные агрегаты клеток, остатки 

мембран и даже целые ядрышки. Такое разделение происходит за счет 

того, что фенол и в особенности хлороформ гораздо тяжелее воды. Итак, 

верхний водно-солевой слой, содержащий нуклеиновые кислоты, отби-

рают пипеткой и далее встряхивают с фенол-хлороформной смесью еще 

несколько раз. ДНК осаждают обычно добавляя в раствор двойной объем 

96% этилового спирта. Полученную смесь ДНК и этилового спирта затем 

ставят в морозильник на - 20°С на 30-60 мин, затем проводят центрифу-

гирование, при котором ДНК оседает на дно пробирки, спирт сливают, 

образовавшийся осадок ДНК промывают дважды 70% этиловым спиртом 

для того, чтобы избавиться от остатков фенола и солей, спирт сливают, 

осадок сушат и растворяют в дистиллированной и деионизированной во-

де. Выделенная таким образом растительная ДНК, может быть использо-

вана для агарозного гель-электрофореза, для расщепления соответствую-

щими эндонуклеазами рестрикции, для ПЦР и многих других процедур 

генетической инженерии. 

Относительно дешевым и легко воспроизводимым методом вы-

деления высококачественной геномной ДНК растений является также 

метод солевой экстракции (Aljanabi, Martinez, 1997). В данном случае 

экстракция происходит также в буферном растворе с рН 8,0 c добавлени-

ем ЭДТА и ДДС натрия, но дополнительно добавляется NaCl, которая 

уменьшает растворимость ДНК в воде и добавляется протеиназа К, кото-

рая способствует депротеинизации. В таком буфере экстракцию ДНК 

обычно проводят как минимум в течение часа, затем добавляют еще 

NaCl, тщательно ресуспендируют и проводят центрифугирование. Супер-
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натант переносят в новую пробирку, а осаждение ДНК проводят эквива-

лентным объемом изопропанола в течение часа при -20°С. После центри-

фугирования, полученный осадок ДНК промывают 70% этиловым спир-

том и растворяют ДНК в дистиллированной и деионизированной воде. 

При использовании данного метода, получается большее количество бо-

лее качественной ДНК, чем при использовании фенольно-детергентного 

метода. 

Тотальную растительную РНК выделяют обычно при помощи 

тризола, который можно как приобрести через различные фирмы, так и 

приготовить самостоятельно, используя фенол, гуанидинтиоционат, ам-

моний тиоцианат, ацетат натрия и глицерин. Растертый в жидком азоте 

растительный материал ресуспендируют в тризоле, затем в смесь добав-

ляют хлорформ до 20% от общего объема и проводят центрифугирование. 

При этом образуются две фазы, снизу фенол и хлороформ, а сверху вод-

но-солевой раствор РНК. Верхнюю фазу переносят в новую пробирку, 

несколько раз проводят обработку хлороформом и центрифугирование до 

исчезновения интерфазы между двумя фазами. РНК осаждают эквива-

лентным количеством изопропанола, после этапа центрифугирования, 

осадок промывают дважды при помощи 70% этилового спирта, подсуши-

вают и растворяют в высокоочищенной стерильной воде mQ. Так как 

РНК разрушается гораздо быстрее, чем ДНК, выделенную РНК сразу ис-

пользуют для получения кДНК путем обратной транскрипции. 

Инструменты генетической инженерии. Ферменты. 

Генетическая инженерия стала возможной не только за счет по-

стоянных модификаций различных методов, но и за счет разработки со-

ответствующего инструментария. К инструментарию генетической инже-

нерии относятся, в первую очередь, многочисленные ферменты, субстра-

тами которых являются молекулы нуклеиновых кислот. Среди фермен-

тов, используемых в генной инженерии, набольшее значение имеют, без-

условно, эндонуклеазы рестрикции – рестриктазы. Эти ферменты, впер-

вые открытые как часть системы рестрикции–модификации ДНК у бакте-

рий, специфически гидролизуют молекулы двухцепочечных ДНК при 

наличии в них определенных последовательностей нуклеотидов, назы-

ваемых сайтами рестрикции. В генной инженерии применяют, в основ-

ном, лишь рестриктазы типа II, которые узнают специфические последо-

вательности нуклеотидов в точке расщепления ДНК или непосредствен-

ной близости от нее и требуют для проявления активности наличия в ре-

акционной смеси ATФ и ионов Mg
2+

. Названия рестриктаз складываются 

из первых букв видовых названий бактерий, в которых они обнаружены, 

например Eco – E. coli. В том случае, когда различные по специфичности 

действия рестриктазы присутствуют в клетках разных штаммов одного 

вида бактерий, в название рестриктазы вводят дополнительную букву, 



143 

 

например рестриктазы Hinc и Hind выделены из бактериальных клеток 

Haemophilus influenzae, штаммов с и d. Цифры, следующие за буквенны-

ми обозначениями, отражают последовательность открытия соответст-

вующих рестриктаз в клетках бактерий одного вида, например HaeI, 

HaeII и HaeIII из H. aegipticus.  

Большинство рестриктаз типа II специфически узнают на ДНК 

тетра- и гексануклеотидные последовательности, а по крайней мере три 

из них – октануклеотиды. Чем короче олигонуклеотидная последователь-

ность сайта рестрикции, узнаваемого рестриктазой, тем чаще он встреча-

ется в случайной последовательности нуклеотидов, в которой каждый из 

четырех нуклеотидов представлен с одинаковой частотой (50% А–Т-пар и 

50% G–С-пар). Так, случайная тетрануклеотидная последовательность 

встречается в среднем через каждые 256 п.о. (4
4
), а гексануклеотидная – 

через каждые 4096 п.о. (4
6
). Однако в природных ДНК распределение 

нуклеотидов может заметно отличаться от случайного. Например, для 

эукариотических ДНК характерна низкая частота встречаемости динук-

леотида CpG и соответственно сайтов рестрикции, содержащих эти ди-

нуклеотиды (рестриктазы HhaI, HpaII, TaqI, ThaI, AvaI, HaeII, HindII, SalI, 

SmaI, XhoI, XmaI). Для большинства сайтов, узнаваемых рестриктазами 

типа II, характерно наличие в них симметрии второго порядка, т.е. узна-

ваемые ими последовательности представляют собой палиндромы, на-

пример у рестриктазы EcoRI – 5’-GAATTC-3’. Это означает, что нуклео-

тиды, расположенные в каждой из цепей на равном расстоянии от оси 

симметрии, комплементарны друг другу. Если точки расщепления проти-

воположных цепей ДНК смещены друг относительно друга в сайте рест-

рикции, то образующиеся в результате рестрикции концы ДНК содержат 

выступающие одноцепочечные участки. Поскольку такие участки ком-

плементарны сами себе и друг другу и могут между собой взаимодейст-

вовать, их часто называют «липкими» концами. В противном случае обра-

зуются так называемые «тупые» концы. Для сшивания расщепленной 

цепи ДНК в генетической инженерии используют ДНК-лигазы. Создание 

фосфодиэфирных связей в одноцепочечных разрывах двухцепочечной 

ДНК с помощью ДНК-лигаз является наряду с рестрикцией одним из 

важнейших этапов получения рекомбинантных ДНК in vitro. Наибольшее 

применение в генно-инженерных исследованиях находит ДНК-лигаза 

бактериофага Т4. 

Кроме рестриктаз и лигаз в генетической инженерии наибольшее 

применение находят большое количество различных ферментов матрич-

ного синтеза ДНК и РНК. Эти ферменты используются для построения 

комплементарных цепей, достраивания липких концов, получения одно-

цепочечных молекул ДНК, при ПЦР, обратной транскрипции, секвениро-

вании и др. К ферментам матричного синтеза нуклеиновых кислот отно-
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сятся многочисленные ДНК- и РНК-зависимые ДНК- и РНК-полимеразы, 

осуществляющие зависимый от матричных ДНК или РНК синтез нуклеи-

новых кислот. Среди ДНК-зависимых ДНК-полимераз наибольшее при-

менение в генной инженерии находят ДНК-полимераза I E. coli и ее 

большой фрагмент (фрагмент Кленова), Т4-ДНК-полимераза и, конечно 

же, термостабильные ДНК-полимеразы, особенно ДНК-полимераза 

Thermus aquaticus (Taq-полимераза). Все эти ферменты в присутствии 

ионов Mg
2+

 из четырех дезоксирибонуклеозидтрифосфатов (dNTP) осу-

ществляют синтез ДНК, комплементарной матричной ДНК, и для функ-

ционирования требуют наличия затравки на одноцепочечной матричной 

ДНК, т.е. олиго- или полидезоксирибонуклеотида со свободным 3’-ОН-

концом (праймер, затравка), комплементарного матричной ДНК. ДНК-

полимераза I E. coli состоит из одной полипептидной цепи с молекуляр-

ной массой около 109 кДа и обладает тремя активностями: полимери-

зующей в направлении 5’3’, 5’3’-экзонуклеазной и 3’5’-

экзонуклеазной. Большой фрагмент ДНК-полимеразы I E. coli (фрагмент 

Кленова) является частью полипептидной цепи ДНК-полимеразы I с мо-

лекулярной массой около 76 кДа, у которой отсутствует домен, соответ-

ствующий 5’3’-экзонуклеазе. Т4-ДНК-полимераза обладает 3’5’- (но 

не 5’3’-) экзонуклеазной активностью, которая у последней, по крайней 

мере, в 200 раз выше, чем у фрагмента Кленова. Поэтому для заполнения 

5’-выступающих "липких" концов ДНК с образованием "тупых" концов, 

введения концевой радиоактивной метки, а также для удаления 3’-

выступающих концов рестрикционных фрагментов ДНК чаще применяют 

Т4-ДНК-полимеразу.  

Из термостабильных ДНК-полимераз наибольшее применение 

находит Taq-полимераза, которая используется при ПЦР, а его мутантные 

формы при секвенировании методом Сэнгера. Ключевым свойством Taq-

полимеразы, которое делает её удобной для ПЦР, является термостабиль-

ность. Период полужизни фермента при температуре 92,5°C составляет 

130 минут, что позволяет проводить многочисленные циклы ПЦР без не-

обходимости добавлять новую порцию фермента в каждом цикле (как 

делали до открытия термостабильных ДНК-полимераз). Кроме того, бо-

лее высокий температурный оптимум протекания реакции амплификации 

уменьшает вероятность образования вторичной и третичной структуры в 

матрице и неспецифичного отжига праймеров. Скорость работы фермента 

зависит от температуры и составляет примерно 60 нуклеотидов в секунду 

при 72°С. Это выше, чем скорость работы фрагмента Клёнова при опти-

мальной для него температуре и частично объясняется тем, что Taq-

полимераза не имеет корректирующей 3'5'-экзонуклеазной активности, 

которая замедляет работу фермента. Taq-полимераза имеет более высо-
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кую процессивность, чем фрагмент Клёнова и может синтезировать 

фрагменты ДНК длиной 4000 нуклеотидных остатков, а при оптимальных 

условиях - до 8000—10000. Отсутствие 3'5'-экзонуклеазной активности 

делает Taq-полимеразу менее точным, поэтому при клонировании генов 

эту полимеразу не используют во избежание появления мутаций в целе-

вом гене. При клонировании генов чаще всего используют Pfu-

полимеразу из Pyrococcus furiosus. Pfu ДНК полимераза обладает 3'5' 

экзонуклеазной корректирующей активностью (proofreading activity), что 

позволяет полимеразе вести точный синтез, поэтому данная полимераза 

используется для высокоточной амплификации при клонировании, секве-

нировании и анализе мутаций. Из-за низкой процессивности Pfu-

полимеразы, при клонировании генов вместо нее часто используют ком-

мерчески доступные смеси различных полимераз, например, Hi-Fi-

полимераза, Q5-полимерза и др. 

Из РНК-зависимых ДНК-полимераз наиболее известными явля-

ются обратные транскриптазы из вируса миелобластоза птиц (AMV-

ревертаза) и из вируса лейкемии мышей (MMuLV-ревертаза). Оба фер-

мента чаще всего применяются для построения кДНК из РНК для после-

дующей ОТ-ПЦР или для получения клонотек кДНК. 

Из других ферментов, применяемых в генетической инженерии 

можно упомянуть полинуклеотидкиназы, которые осуществляют перенос 

-фосфатных групп ATФ на 5’-OH группы ДНК или РНК. Полинуклео-

тидкиназа бактериофага Т4 широко использовалась ранее для введения 

радиоактивной метки в ДНК или РНК с целью получения радиоактивно 

меченных зондов при секвенировании нуклеиновых кислот. Терминаль-

ная трансфераза из тимуса теленка (терминальная дезоксирибонуклео-

тидилтрансфераза), осуществляющая последовательное присоединение 

дезоксирибонуклеозидмонофосфатов из пула дезоксирибонуклеозидтри-

фосфатов к 3’-OH-группам молекул ДНК, используется для введения ра-

диоактивной метки в составе меченых нуклеотидов в 3’-концы ДНК, а 

также присоединения к 3’-концам фрагментов ДНК (особенно кДНК) 

протяженных гомополимерных последовательностей нуклеотидов (кон-

некторов) для последующего их клонирования. Щелочные фосфатазы 

бактерий (BAP) и кишечника теленка (CIAP) катализируют удаление 5’-

фосфатных групп ДНК или РНК, а также расщепление макроэргических 

связей рибо- и дезоксирибонуклеозидтрифосфатов. Их используют при 

подготовке фрагментов нуклеиновых кислот к введению 5’-концевой ра-

диоактивной метки 
32

Р, а также для предотвращения лигирования вектор-

ных молекул ДНК самих на себя. 

Инструменты генетической инженерии. Векторы. 

Ферменты, используемые в генетической инженерии растений, 

позволяют производить тонкие манипуляции как с протяженными моле-
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кулами ДНК, так и с их фрагментами. Однако с использованием только 

ферментов еще нельзя решить одну из основных методических задач мо-

лекулярной биологии – выделение любой требуемой нуклеотидной по-

следовательности в чистом виде и в количестве, достаточном для иссле-

дования этих последовательностей биохимическими методами. Основная 

идея, позволяющая решать эту задачу, заключается в том, чтобы присое-

динить исследуемые фрагменты ДНК к молекуле-переносчику, которая 

могла бы автономно существовать внутри бактериальных или эукариоти-

ческих клеток в виде одной или нескольких копий и передаваться вместе 

со встроенным в нее фрагментом ДНК от одной клетки к другой. Такие 

молекулы-переносчики фрагментов нуклеиновых кислот были созданы, 

их называют векторами, и они, безусловно, являются одними из важней-

ших инструментов генетической инженерии. Идеальная векторная моле-

кула должна обладать несколькими обязательными свойствами. Во-

первых, любой вектор должен длительное время существовать в популя-

ции клеток-хозяев, т.е. реплицироваться автономно или вместе с хромо-

сомами клеток. Во-вторых, в любом векторе должны быть биохимические 

или генетические маркеры, которые позволяли бы обнаруживать его при-

сутствие в клетках. В-третьих, структура векторной молекулы должна 

допускать встраивание в нее чужеродной последовательности нуклеоти-

дов без нарушения ее функциональной целостности. Для конструирова-

ния векторов в генной инженерии используют небольшие молекулы нук-

леиновых кислот, способные к автономной репликации в бактериальных 

и эукариотических клетках – плазмиды, хромосомы вирусов, а также 

фрагменты хромосом эукариотических клеток. 

Первые эффективные векторы для клонирования фрагментов чу-

жеродной ДНК, не утратившие своего значения и поныне, были получены 

с использованием бактериальных плазмид. Плазмиды это небольшие мо-

лекулы ДНК, физически отдельные от геномных хромосом и способные 

реплицироваться автономно. В природе плазмиды обычно содержат гены, 

повышающие устойчивость бактерии к неблагоприятным внешним фак-

торам (в т. ч. устойчивость к антибиотикам), нередко они могут переда-

ваться от одной бактерии к другой (иногда даже к бактерии другого вида) 

и, таким образом, служат средством горизонтального переноса генов. Од-

нако по ряду причин, природные плазмиды практически не могут быть 

использованы в генетической инженерии, поэтому они в течение многих 

лет подвергались различным модификациям.  

1 поколение плазмидных векторов. Первое поколение для мо-

лекулярного клонирования, по существу, составили естественные бакте-

риальные плазмиды дикого типа, обнаруженные ранее в клетках E. coli 

как экстрахромосомальные элементы. Никаких генно-инженерных мани-

пуляций по их изменению не проводилось. Одним из таких векторов, на-
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пример, является плазмида pSC101. Она удовлетворяла лишь самым ос-

новным требованиям, предъявляемым к вектору для клонирования чуже-

родных фрагментов ДНК, обладая автономной репликацией со строгим 

контролем, селективным маркером и уникальным сайтом рестрикции 

EcoRV. Очень низкая копийность, большой размер и всего лишь один 

сайт рестрикции, по которому только и можно было клонировать участок 

молекулы ДНК оказались теми недостатками, которые не позволили ис-

пользовать в дальнейшем эту плазмиду. Надо отметить, что в это же вре-

мя были описаны, относящиеся к первому поколению колициногенные 

плазмиды ColEI и pMB1. Эти плазмиды несли репликоны с отсутствием 

строгого контроля репликации и за счет этого имели более высокую ко-

пийность. 

2 поколение плазмидных векторов. Эти векторы были уже соз-

даны искусственно. Например, плазмида pMB9, несет точку начала реп-

ликации (origin) pMB1, то есть эта плазмида высококопийна, она характе-

ризуется небольшим размером около 5 тпн, маркерным геном устойчиво-

сти к тетрациклину и уже 4 уникальными сайтами узнавания рестриктаз. 

Наиболее яркими и известными плазмидами второго поколения стали 

плазмиды серии pBR. Эти плазмиды несли гены устойчивости к тетра-

циклину и ампициллину, первые плазмиды этой серии были довольно 

большого размера, поэтому дальнейшие процедуры по их совершенство-

ванию были направлены на уменьшение размера за счет удаления участ-

ков молекулы, не несущих важной функциональной нагрузки. За счет 

уменьшения размера вектора увеличилось число уникальных сайтов для 

рестриктаз, поскольку в то время размер плазмид и число уникальных 

сайтов в них были обратно пропорциональны. Другой важной причиной 

желания экспериментаторов уменьшить размер векторной молекулы яв-

лялось то, что частота трансформации и размер вектора находятся также в 

области обратной зависимости. Самым известным и нашедшим широкое 

применение в генной инженерии являлся вектор pBR 322. Этот вектор 

объединил в себе такие черты своих предшественников, как репликон 

pMB1, гены устойчивости к тетрациклину и ампициллину. Размер у этой 

плазмиды составил около 4 тпн и за счет такого небольшого размера ко-

личество уникальных сайтов в данном векторе было уже значительным. В 

плазмиде pBR 322 ДНК клонировали внутрь кодирующих участков генов 

антибиотикоустойчивости, что позволяло вести поиск рекомбинантных 

клонов выращивая их на различных селективных средах. 

3 поколение плазмидных векторов. Они представляют собой 

сильно модифицированные векторы семейства pBR. Наиболее известны-

ми представителями стали векторы серии pUC. От плазмиды pBR 322 им 

в наследство достался репликон pMB, ген устойчивости к ампициллину, 

еще меньший размер. Данные векторы характеризовались весьма высокой 
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копийностью, достигающей 200 на клетку. Главное отличие плазмид 3 

поколения заключалось в наличии маркерного гена, кодирующего фраг-

мент бета-галактозидазы LacZ (LacZ alpha) и встроенном в него полилин-

кером, называемом также MCS (multiple cloning site), содержащим искус-

ственно синтезированный участок с большим количеством подряд распо-

ложенных сайтов узнавания эндонуклеаз рестрикции. Данная модифика-

ция позволяет проводить отбор рекомбинантных клонов по сине-белому 

окрашиванию. Для этого в питательную среду добавляют, например, суб-

страт x-gal, который при действии бета-галактозидазы окрашивается в 

синий цвет. Рекомбинантные клоны из-за нарушения в нуклеотидной по-

следовательности гена LacZ не экспрессируют бета-галактозидазу и не 

окрашиваются в синий цвет. 

4 поколение плазмидных векторов. 4 поколение плазмид унас-

ледовав все самое лучшее от плазмид 3 поколения, отличалось тем, что по 

краям полилинкера располагали фаговые промоторы, за счет которых 

стало возможным получать РНК продукты встроенных в векторы генов. 

Наиболее известными и часто используемыми стали промоторы фагов E. 

coli: SP6, T3, T7. 

5 поколение плазмидных векторов. Это семейство фагмидных 

векторов с чертами векторов 4 поколения, но имеющих дополнительный 

участок f1 из фага М13. К примеру фагмидные векторы pEMBL, pGEM-

Zf, pBluescript сохранив главные черты своих предшественников, весьма 

сильно отличаются от них, поскольку представляют собой гибридные 

конструкции, содержащие, кроме плазмидных последовательностей, меж-

генный участок одноцепочечного нитевидного фага f1, ответственный за 

репликацию фага. Такие химерные векторы, получившие название фаг-

мид, содержали сразу два участка инициации репликации f1 и ColE1 и 

при необходимости с помощью хелперного фага могли быть переведены 

в одноцепочечную форму. Созданы они были в основном для клонирова-

ния генов и их секвенирования, так как в 80-90-х 20 века для эффективно-

го секвенирования требовалось получение ДНК в одноцепочечной форме. 

Кроме перечисленных выше плазмид, параллельно создавались 

большое количество плазмид, способных реплицироваться в других мик-

роорганизмах. Например, для грамположительной бактерии Bacilus 

subtilis были созданы плазмиды серий pBD, pBS и многие другие. Также 

было создано большое количество челночных векторов, которые способ-

ны реплицироваться в клетках разных бактерий. Одним из таких челноч-

ных векторов является плазмида pFH7, которая получена путем объеди-

нения двух репликонов, один из которых берет начало от плазмиды 

pC194 B. subtilis, а другой – от плазмиды pBR322 E. coli, что дает воз-

можность вектору существовать и стабильно реплицироваться как в клет-

ках E. coli, так и B. subtilis. Более того, плазмида pFH7 является интегри-
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рующей векторной молекулой. Основным свойством интегрирующих 

векторов является их способность стабильно встраиваться в геном клет-

ки-хозяина. Это становится возможным благодаря наличию в таких век-

торах последовательностей нуклеотидов, гомологичных последователь-

ностям геномной ДНК. В результате функционирования общей системы 

рекомбинации происходит объединение хромосомной и плазмидной ДНК 

интегрирующего вектора, которое приводит к стабильному включению 

всей векторной плазмиды в хромосому. 

Отдельно необходимо упомянуть об экспрессирующих плазмид-

ных векторах, основная функция которых заключается в обеспечении 

высокого уровня экспрессии рекомбинантного белка. Это достигается за 

счет использования в таких векторах высокоактивных промоторов, эн-

хансеров, сайтов полиаденилирования, включения в состав векторов вы-

сокоэффективных 5' и 3'-нетранслируемых областей и систем индуци-

бельной транскрипции. На базе экспрессирующих векторов также реали-

зуются системы индуцибельной экспрессии рекомбинантных белков, так 

как постоянная (конститутивная) экспрессия этих белков часто оказывает 

негативный эффект на стадии роста бактериальной культуры. 

Молекулярное клонирование. Трансформация, электропорация 

После завершения лигирования векторных молекул с клонируе-

мыми фрагментами ДНК реакционную смесь с продуктами реакции уже 

можно рассматривать как библиотеку генов. Полученные таким образом 

рекомбинантные молекулы ДНК хранятся длительное время в заморо-

женном состоянии, и по мере необходимости из них отбирают аликвоты 

реакционной смеси, содержащие требуемое количество рекомбинантных 

молекул, и вводят в клетки микроорганизмов для клонирования и даль-

нейшей работы. 

Процесс поглощения экзогенной ДНК бактериальными клетками, 

сопровождающийся приобретением ими новых генетических маркеров, 

называют генетической трансформацией. В том случае, если бактериаль-

ные клетки поглощают ДНК бактериофагов и в результате происходит 

образование зрелых фаговых частиц, говорят о трансфекции фаговой 

ДНК. Поглощение экзогенной ДНК в процессе трансформации и транс-

фекции может осуществляться лишь компетентными клетками. Под ком-

петентностью понимается такое состояние бактериальных клеток, при 

котором они способны сорбировать экзогенную ДНК на своей поверхно-

сти и поглощать ее, после чего экзогенная ДНК может быть интегрирова-

на в бактериальную хромосому или существовать в виде внехромосомно-

го элемента (эписомы, плазмиды). 

Для многих грамположительных бактерий компетентность явля-

ется естественным свойством, которое становится максимально выра-

женным на определенных этапах роста культуры. В то же время у наибо-
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лее важных для генной инженерии грамотрицательных клеток E. coli ес-

тественная компетентность вообще отсутствует и клетки приобретают ее 

лишь в искусственных условиях. В настоящее время установлено, что при 

низких температурах и в присутствии двухвалентных катионов клетки 

E. coli и экзогенная ДНК продуктивно взаимодействуют друг с другом и 

экзогенная ДНК может с высокой эффективностью проникать внутрь 

бактериальных клеток. Частоту трансформации и трансфекции клеток 

E. coli можно повысить разными способами. Среди них наиболее попу-

лярными являются тепловой шок, введение в инкубационную смесь од-

новалентных катионов (Rb
+
), хлорида гексаминкобальта(III) или выращи-

вание бактериальных клеток на среде с повышенным содержанием ионов 

Mg
2+

 (10–20 мМ). 

Современные методики трансформации бактериальных клеток 

позволяют получать до 107–108 трансформантов или трансфектантов на 1 

мкг суперскрученной плазмидной ДНК. Поскольку трансформация и 

трансфекция проводятся при низких концентрациях экзогенной ДНК, а 

для появления у трансформированной бактерии устойчивости к антибио-

тикам или развития фаговой бляшки достаточно проникновения внутрь 

бактериальной клетки одной молекулы рекомбинантной ДНК, образо-

вавшиеся колонии или бляшки трансформантов и трансфектантов содер-

жат, как правило, только один тип рекомбинантных молекул ДНК с иден-

тичными вставками клонируемых последовательностей нуклеотидов. 

Еще более высокой эффективности трансформации (до 109–1010 

трансформантов на 1 мкг ДНК) достигают при использовании электропо-

рации. В этом случае клетки вместе с плазмидной или фаговой ДНК по-

мещают в небольшую ячейку между двумя электродами и подвергают 

кратковременному (10–100 мкс) воздействию электрического поля высо-

кой напряженности (рис. 55). Быстрая поляризация клеточных мембран 

приводит к их обратимому повреждению (образованию пор), сопровож-

даемому повышением их проводимости и проницаемости для макромоле-

кул. В это время происходит эффективный перенос экзогенных молекул 

ДНК внутрь клеток, подвергнутых электрическому шоку. После того как 

рекомбинантные молекулы ДНК введены в бактериальные клетки и по-

лучены бактериальные колонии или фаговые бляшки, каждая из которых 

содержит рекомбинантные ДНК только одного типа, возникает важная 

задача отбора тех колоний или бляшек, которые заключают в себе иско-

мые последовательности нуклеотидов рекомбинантных ДНК. Наиболее 

быстрым способом поиска рекомбинантных клонов является выделение 

из них ДНК при помощи тритона Х-100 и проведение ПЦР-анализа.  
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Рис. 55. Схематическое изображение сути метода электропорации. 

(источник рисунка сайт http://www.vevivi.ru). 

 

Генетическая трансформация высших растений, опосредованная 

бактериями из рода Agrobacterium. 

Перенос  генов в растения из бактерий рода Agrobacterium 

На сегодняшний день наибольшее распространение получили два 

основных метода получения трансгенных растений: агробактериальная 

трансформация и метод бомбардировки микрочастицами. Последний из 

них чаще всего применяется для трансформации однодольных растений, 

хотя для получения трансгенных растений класса однодольных также 

применяют и метод агробактериальной трансформации. Трансгенные 

растения также могут быть получены путем химической или электриче-

ской трансформации протопластов, но, несмотря на развитие различных 

систем переноса генетической информации в клетки растений, использо-

вание A. tumefaciens остается наиболее широко распространенным мето-

дом трансформации, в первую очередь для видов из класса двудольных. 

Agrobacterium tumefaciens – почвенная бактерия из семейства 

Rhizobiaceae, вызывающая у растений болезнь корончатые галлы (англ. 

crown galls). Растительные клетки после контакта с агробактериями начи-

нают быстро и неорганизованно расти, образуя опухоли (рис. 56), секре-

тирующие особые вещества – производные аргинина, называемые опина-

ми. Опины служат источником питания для агробактерий, и по их типу 

вид A. tumefaciens подразделяется на различные штаммы – октопиновые, 

нопалиновые, агропиновые и т.д. 

 Кроме корончатых галлов у растений встречается другая болезнь 

– «бородатый корень» (англ. hairy roots; иногда переводят как «волосатые 

корни», «косматые корни»). Эта болезнь вызывается родственными A. 

tumefaciens бактериями вида Agrobacterium rhizogenes. Образующиеся 

«бородатые корни» растений также продуцируют опины: маннопин, аг-
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ропин, кукумопин. По нашим данным, из комнатных растений, наиболее 

легко индуцировать заболевание «бородатый корень» у разных видов ка-

ланхоэ (рис. 56). 

 

 
Рис. 56. Молодой корончатый галл на Manhattan euonymus (фотогра-

фия из сайта http://www.missouribotanicalgarden.org). 

 

Из опухолей и корней, индуцированных как A. tumefaciens, так и 

A. rhizogenes, можно получить полностью стерильные, то есть не содер-

жащие агробактерий растительные клеточные линии, способные к росту 

на безгормональных питатель-

ных средах. Более того, эти 

клеточные линии сохраняют 

способность к образованию 

опинов.  

 

Рис. 57. «Бородатые корни» 

полученные на Kalanchoe 

daigremontiana при помощи 

штамма А4 A. rhizogenes. Фо-

то Кулуева Б.Р. 

 

Таким образом, иссле-

дователи столкнулись с тем, 

что растительные клетки сохраняли все признаки болезни – способность к 
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неограниченному росту, синтез опинов в отсутствие самого инфицирую-

щего начала – агробактерий. То есть для «перерождения» растительной 

клетки достаточно было кратковременного контакта с агробактериями. 

Эти эксперименты натолкнули исследователей на предположение 

о каком-то инфицирующем факторе, который переносится от агробакте-

рий в растительные клетки. Однако только в 70-е годы удалось найти этот 

фактор – большую мегаплазмиду, так называемую Ti-плазмиду (от англ. 

tumour-induced), размером до 200 000 пар оснований (рис. 58).  

 
Рис. 58. Схема Ti-плазмиды октопинового типа. RB, LB – левая и 

правая границы Т-ДНК.  

 

Как оказалось, A. tumefaciens, поселяясь на раневых поверхностях 

растений, переносит часть своей мегаплазмиды в геном растительных 

клеток. Эта часть Ti-плазмиды получила название Т-ДНК (от англ. 

transfer). Она ограничена правым и левым повторами из 25 пар нуклеоти-

дов, что придает ей сходство с транспозирующими последовательностя-

ми. Важную роль в процессе переноса Т-ДНК в геном растительных кле-

ток играют так называемый Vir-район Ti-плазмиды и гены, расположен-

ные на бактериальной хромосоме (chv-гены), хотя сами они не переносят-

ся в растительную клетку. По-видимому, нет определенной специфично-

сти встраивания Т-ДНК в геном растительной клетки. Так, в опытах с 

томатом было показано, что Т-ДНК встраивалась в семь различных пози-

ций, картированных на пяти хромосомах. В то же время интеграция генов 
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Т-ДНК в геном растительной клетки, скорее всего, осуществляется в рай-

оны хромосом с высокой транскрипционной активностью. Так, в случае 

одновременной трансформации двумя разными штаммами агробактерий 

встраивание генов Т-ДНК с очень высокой вероятностью идет в одно и то 

же положение на растительной хромосоме. 

Механизм переноса Т-ДНК в растительную клетку остается до 

сих пор не выясненным окончательно. Хромосомные гены chvA и chvB 

необходимы для прикрепления бактерий к растительной клеточной стен-

ке. Так, обнаружено, что ген chvB кодирует 235-кД белок, вовлеченный в 

образование циклического Р-1,2-глюкана, а ген chvA, по-видимому, коди-

рует локализованный на внутренней бактериальной мембране белок, 

транспортирующий Р-1,2-глюкан в периплазму. Мутация в другом хро-

мосомном гене вирулентности, называемом pscA или ехоС, также приво-

дила к остановке синтеза Р-1,2-глюкана. Предполагается, что Р-1,2-

глюкан является ключевым фактором в процессе прикрепления агробак-

терий к растительной клеточной стенке, однако добавление Р-1,2-глюкана 

к мутантам агробактерий по генам chv не приводило к восстановлению 

вирулентности. Оказалось, что такие мутанты также потеряли способ-

ность синтезировать белок рикадгезин (англ. rhicadhesin), который необ-

ходим для прикрепления агробактерий к клеточной стенке и добавление 

которого к мутантам агробактерий по генам chv частично восстанавлива-

ло вирулентность.  

В области Vir-района картировано, по крайней мере, восемь опе-

ронов (двадцать четыре гена), именуемых соответственно virA, virB, virC, 

virD, virE, virF, virG, virH. К настоящему времени уже полностью уста-

новлена нуклеотидная последовательность Vir-района. Кроме того, нопа-

линовые штаммы A. tumefaciens содержат дополнительный ген трансзеа-

тинсинтетазы (tzs, или VirZ). Все эти гены, за исключением VirA и VirG, 

не транскрибируются во время роста агробактерий в питательных средах 

без специфических индукторов.  

При поранениях растительные клетки выделяют различные фе-

нольные соединения, в первую очередь, ацетосирингон и гидроксиацето-

сирингон, которые являются индукторами, активизирующими гены Vir-

района. Некоторые другие фенольные компоненты, такие как предшест-

венники лигнина, также могут действовать в качестве индукторов. Белки, 

кодируемые генами VirA и VirG, при наличии фенольных соединений 

индуцируют экспрессию остальных генов Vir-района. Функционирование 

генов Vir-района приводит к образованию однонитевых молекул Т-ДНК. 

Система переноса этих молекул в растительные клетки, по-видимому, 

схожа с конъюгативным переносом ДНК у бактерий. Данное предполо-

жение подтверждается наличием специфических F-пилей у штаммов 

Agrobacterium, несущих Ti-плазмиду. Для их образования необходимо 
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функционирование генов VirA7, VirG, VirBl-В11 и VirD4. Штаммы агро-

бактерий при потере Ti-плазмиды и в отсутствие индуктора ацетосирин-

гона не образуют F-пилей. Для переноса молекулы Т-ДНК в раститель-

ную клетку вполне достаточно наличия правого повтора из 25 пар нук-

леотидов, ограничивающего Т-район. Причем этот повтор обеспечивает 

перенос генов Т-ДНК как в цис-, так и в транс-положении по отношению 

к Vir-району. 

Большинство генов Т-ДНК активируются только после ее встраи-

вания в геном растения. Их продукты и вызывают образование коронча-

того галла. Гены iaaM и iaaH, известные также как tmsl и tms2 соответст-

венно, кодируют ферменты, принимающие участие в синтезе раститель-

ного гормона индолилуксусной кислоты, относящейся к ауксинам. Ген 

iaaM кодирует фермент триптофан-2-монооксигеназу, которая катализи-

рует превращение триптофана в индолил-3-ацетамид, а ген iaaH — фер-

мент индолил-3-ацетамидгидролазу, катализирующую образование индо-

лилуксусной кислоты из индолил-3-ацетамида. Кроме того, Т-ДНК несет 

ген tmr (известный также как ген ipt), кодирующий изопентилтрансферазу 

— фермент, который катализирует присоединение к 5'-АМР изопреноид-

ной боковой цепи с образованием цитокининов изопентениладенина и 

изопентениладенозинмонофосфата. При гидроксилировании этих соеди-

нений растительными ферментами образуются цитокинины трансзеатин и 

трансрибозилзеатин соответственно. И ауксин, и цитокинины регулируют 

рост и развитие растительной клетки, но, присутствуя в избытке, могут 

вызывать у растений образование опухолей, таких как корончатый галл. 

Кроме генов биосинтеза ауксинов и цитокининов, Т-ДНК каждой специ-

фической Ti-плазмиды содержит ген, детерминирующий синтез соедине-

ний класса опинов. Опины — это уникальные продукты конденсации 

амино- и кетокислот или аминокислот и сахаров. Например, при конден-

сации аргинина и пировиноградной кислоты образуется октопин, аргини-

на и α-кетоглутаральдегида – нопалин, а бициклического производного 

глутаминовой кислоты и сахара – агропин. Опины синтезируются в ко-

рончатом галле, а затем секретируются. Они могут использоваться как 

источник углерода (а иногда и как источник азота) любой A. tumefaciens, 

которая несет в Ti-плазмиде гены катаболизма соответствующего опина, 

локализованные вне Т-ДНК (рис. 57). Большинство других исследован-

ных почвенных микроорганизмов не способны использовать опины как 

источник углерода. Таким образом, в процессе эволюции выработался 

уникальный набор механизмов, посредством которых каждый штамм A. 

tumefaciens генетически трансформирует растительные клетки в «биоло-

гические фабрики» по производству соединений углерода, использовать 

которые могут только сами эти бактерии.  
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Коинтегративная и бинарная векторные системы, исполь-

зуемые для создания трансгенных растений 

Изучение природных механизмов генетической трансформации 

растений бактериями рода Agrobacterium привело исследователей к идее 

использования этих микроорганизмов для получения трансгенных расте-

ний. В первую очередь, предполагалось, что целевые гены можно встраи-

вать прямо в Т-ДНК Ti-плазмиды. Однако для этого было необходимо 

преодолеть множество проблем. Во-первых было необходимо из Т-ДНК 

удалить онкогены и гены, кодирующие биосинтез опинов, так как и те и 

другие могут оказывать негативный эффект при регенерации растений из 

отдельных клеток. Кроме того, Ti-плазмиды имеют очень большой размер 

и не реплицируются в E. coli, значит необходимо уменьшать размеры Ti-

плазмиды путем удаления Vir-района и необходимо внедрять соответст-

вующие участки начала репликации. К тому же, так как Ti-плазмиды 

имеют очень большой размер, район Т-ДНК не мог содержать уникаль-

ных участков гидролиза рестриктазами. Поэтому прямая встройка целе-

вого гена в Т-ДНК на Ti-плазмиде практически невозможна. Исходя из 

этого, были разработаны разные стратегии введения чужеродных генов в 

состав Т-ДНК, из которых сформировались два главных направления 

экспериментальных исследований. 

Первое направление состоит во введении целевого гена в Т-ДНК 

в составе Ti-плазмиды. Для этого, например, фрагмент Т-ДНК с уникаль-

ным участком гидролиза какой-либо рестриктазой клонировали в клетках 

Е. coli в векторной плазмиде с широким кругом хозяев для грамотрица-

тельных бактерий. По уникальному участку гидролиза выбранной рест-

риктазой встраивали целевой ген, предназначенный для интеграции в 

геном растения. Созданную гибридную плазмиду путем конъюгации или 

трансформации вводили в клетки Agrobacterium, содержащие Ti-

плазмиду со встроенным в нее (например, транспозицией) геном устой-

чивости к определенному антибиотику, и отбирали клоны агробактерий, 

растущие на селективной среде. Данная векторная система получила на-

звание коинтегративной и вследствие относительной сложности анали-

за получаемых in vivo гибридных Ti-плазмид не нашла широкого приме-

нения. 

Генетическая инженерия растений начала особенно интенсивно 

развиваться после разработки альтернативной стратегии использования 

Agrobacterium для доставки целевых генов в растительные клетки. В 1983 

г. А. Хоекама с соавторами и А. де Фреммонд с соавторами независимо 

друг от друга обнаружили, что Т-ДНК и гены vir могут находиться в аг-

робактерии на двух разных плазмидах, то есть в транс-положении, и при 

этом происходит эффективный перенос в растения Т-ДНК. А. Хоекама с 

соавторами назвали основанный на этом подход бинарной векторной 
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системой. Плазмиду, содержащую Т-ДНК, называют бинарным векто-

ром, а плазмиду, несущую гены vir, — помощником (хелпером). Хелпер-

ная плазмида представляет собой Ti-плазмиду с делецией всей Т-ДНК 

или ее части, т. е. она обеспечивает все функции переноса Т-ДНК, но не 

содержит последней. Такая Ti-плазмида называется обезоруженной. 

Большинство генно-инженерных экспериментов на растениях 

выполнено с использованием именно описанной выше бинарной вектор-

ной системы A. tumefaciens. Основные манипуляции in vitro при этом про-

водятся в клетках Е. coli. Бинарный вектор представляет собой относи-

тельно небольшую плазмиду, способную реплицироваться в клетках как 

Е. coli так и A. tumefaciens. 

Рассмотрим схему одного из бинарных векторов pCambia 1201 

(рис. 59). Этот вектор размером 11989 пн в составе Т-ДНК содержит се-

лективный ген устойчивости к гигромицину (hygromycin (R)), который 

позволяет проводить селекцию трансгенных растений при регенерации 

побегов и их укоренении. Теоретически на селективной среде должны 

регенерировать только трансгенные растения, но по различным причинам 

иногда выживают и нетрансгенные формы. Исходя из этих соображений, 

в рассматриваемый вектор был вставлен репортерный ген β-

глюкуронидазы (GUS), который позволяет более эффективно отбирать 

трансгенные растения по окрашиванию в синий цвет, за счет фермента-

тивного расщепления β-глюкуронидазой субстрата x-gluc. 

Транскрипция как селективного, так и репортерного генов нахо-

дятся под контролем сильного конститутивного 35S промотора вируса 

мозаики цветной капусты (CaMV35S promoter). Регуляторами экспрессии 

трансгенов в бинарном векторе pCambia 1201 также являются сайты по-

лиаденилирования гена нопалинсинтазы A. tumefaciens (Nos polyA) и 35S 

РНК вируса мозаики цветной капусты (CaMV35S polyA). Посередине Т-

ДНК внутри фрагмента гена LacZ имеется полилинкер, содержащий уни-

кальные сайты узнавания для 10-ти эндонуклеаз рестрикции. В данный 

полилинкер может быть вставлена любая генно-инженерная конструкция, 

которая для обеспечения эффективной экспрессии трансгена, должна со-

держать не только сам целевой ген, но и все необходимые для экспрессии 

регуляторные элементы. Чаще всего эти регуляторные элементы включа-

ют промотор с энхансерными доменами, 5' и 3'-нетранслируемые области 

различных генов, сайты полиаденилирования и другие. Бинарный вектор 

pCambia 1201 реплицируется как в клетках E. coli (так содержит pBR322 

ori), так и клетках A. tumefaciens (так как содержит pVS1rep), то есть яв-

ляется челночным. Отбор рекомбинантных клонов E. coli осуществляется 

на среде с хлорамфениколом (chloramphenicol (R)) и по сине-белому ок-

рашиванию бактериальных колоний, благодаря наличию участка гена 

LacZ, кодирующего β-галактозидазу (LacZ alpha). 
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Рис. 59. Схема бинарного вектора pCambia 1201: T-border (left, right) 

– левая и правая границы Т-ДНК; CaMV35S promoter – 35S промотор 

вируса мозаики цветной капусты; hygromycin (R) – ген гигромицин-

фосфотрансферазы, обеспечивающий трансгенным растениям устой-

чивость к гигромицину; Gus first exon/Gus second exon – первый и 

второй экзоны гена β-глюкуронидазы; CaMV35S polyA – сайт поли-

аденилирования 35S РНК вируса мозаики цветной капусты; Nos 

polyA – сайт полиаденилирования гена нопалинсинтазы A. 

tumefaciens; LacZ alpha – участок гена LacZ, кодирующего β-

галактозидазу; chloramphenicol (R) – ген устойчивости к хлорамфе-

николу; pBR322 ori – регулятор репликации E. coli; pVS1rep – регу-

лятор репликации A. tumefaciens. (рисунок из сайта www.cambia.org.) 

 

Используя стандартные генно-инженерные процедуры, в бинар-

ный вектор вставляется целевой ген со всеми необходимыми регулятора-

ми экспрессии, а полученную плазмиду при помощи химической транс-
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формации внедряют в компетентные клетки E. coli. После селективного 

отбора рекомбинантного клона, из бактерий выделяют плазмидную ДНК, 

проводят молекулярный анализ плазмиды (ПЦР и плазмидный профиль) 

и внедряют ее в клетки A. tumefaciens методом электропорации. Для это-

го, используют специальные лабораторные штаммы агробактерий, кото-

рые содержат обезоруженную Ti-плазмиду (например, штаммы AGL0, 

LBA4404 и другие). Полученный в ходе работы агробактериальный клон 

используется для генетической трансформации растений. 

Получение трансгенных растений с помощью бинарной сис-

темы  A. tumefaciens 

На первом этапе наибольшее число работ по созданию трансген-

ных растений было выполнено на табаке Nicotiana tabacum. Это связано 

как с простотой манипуляций в культуре табака при проведении генети-

ческой трансформации, так и с высокой эффективностью регенерации 

трансформированных растений на селективных средах. Многие типы рас-

тительных клеток находятся в недетерминированном состоянии. Такие 

клетки способны дифференцироваться различным образом в зависимости 

от внешнего воздействия. Они могут переходить в экспланте (от ex 

planta) к дедифференцировке и росту в виде каллуса (каллусогенез). Из 

недифференцированных тканей многих видов растений в определенных 

условиях, а именно при использовании различных регуляторов роста (фи-

тогормонов), можно регенерировать целые растения. Для экспериментов 

по трансформации N. tabacum, а также других пасленовых особенно 

удобны листовые диски, полученные от растений, размножаемых in vitro 

или в теплицах. При культивировании на соответствующих средах с до-

бавлением цитокининов (6-бензиламинопурин) и ауксинов (нафтилуксус-

ная кислота) в области срезов листовых дисков быстро формируется кал-

лус. Листовые пластинки табака не содержат покоящихся почек или пре-

формированных зачатков органов, и, следовательно, большинство побе-

гов, формирующихся у края среза, происходит из дедифференцирован-

ных клеток. Данные клетки высокочувствительны к трансформации A. 

tumefaciens. Таким образом, агробактерии трансформируют отдельные 

клетки, а из каждой такой клетки в процессе регенерации формируется 

трансгенный побег. Побеги, вырастающие на селективной среде после 

инкубации листовых дисков с культурой агробактерий, дают начало рас-

тениям, ДНК которых затем проверяют при помощи ПЦР на наличие 

встройки целевого и селективного генов, используя специфичные для 

каждого гена пары олигонуклеотидных праймеров. 

Особенность наиболее распространенного протокола трансфор-

мации табака заключается в том, что, материнские растения можно вы-

ращивать и в условиях теплицы. Листья 3-4 месячных растений, выра-

щенных в условиях теплицы стерилизуют при помощи 10% белизны, 
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промывают и нарезают на экспланты (0,5 х 0,5 см). Далее экспланты по-

мещают в жидкую среду Мурасиге-Скуга (МС), содержащую агробакте-

рии и проводят совместную инокуляцию в течение 10-15 минут, слегка 

подсушивают их на стерильной фильтровальной бумаге и раскладывают 

нижней стороной вверх на регенерационную среду МС, содержащую 6-

бензиламинопурин (6-БАП) и нафтилуксусную кислоту (НУК), первый из 

которых проявляет цитокининовую активность, а второй ауксиновую. 

После 2-3 суток совместного культивирования с агробактериями, экс-

планты промывают в жидкой среде МС содержащей антибиотик (клафо-

ран или карбенициллин) для избавления от агробактерий и переносят 

экспланты на селективную среду МС, содержащей 6-БАП и НУК, необ-

ходимые для регенерации, а также селективный антибиотик канамицин 

или гигромицин в зависимости от применяемого вектора. В среду также 

добавляется антибактериальный антибиотик клафоран или карбеницил-

лин для подавления роста бактерий A. tumefaciens. Примерно через 10 

дней по краям эксплантов можно увидеть появление каллуса (рис. 60а). 

Каллусы в присутствии 6-БАП и НУК увеличиваются в размерах (рис. 

60б, в). При наличии в используемой генно-инженерной конструкции 

гена GUS, каллусы могут быть проверены на активность фермента β-

глюкуронидазы (рис. 60г). Необходимо отметить, что в культуре in vitro 

лишь совместное действие цитокининов и ауксинов способствует полно-

ценной регенерации побегов из недифференцированных клеток. 

Примерно через месяц инкубации на селективной среде, из кал-

луса начинают регенерировать побеги (рис. 61а, б, в), которые вырезают 

скальпелем и помещают на среду для укоренения, содержащей из фито-

гормонов лишь ИУК (рис. 61г). Так как в эту среду также добавляют се-

лективный антибиотик, укореняются в таких условиях большей частью 

лишь трансгенные растения. На стадии укоренения опытные растения 

также могут быть проверены на наличие активности β-глюкуронидазы 

(рис. 61д). 

Укоренившиеся трансгенные растения (поколение Т0) далее акк-

лиматизируют к условиям почвы, на стадии цветения их самоопыляют и 

доводят эти растения до созревания семян. Поколение Т0 обычно не ис-

пользуется при проведении ни фундаментальных, ни прикладных иссле-

дований. Полученные семена (поколение Т1) проращивают на селектив-

ной среде МС для определения расщепления признаков. При условии, что 

соотношение количества выживших на количество погибших сеянцев 

составит 3:1, делают выводы о единичной вставке трансгена в геном рас-

тения. Если же расщепление составляет 15:1, то предполагается, что 

трансген встроился в два локуса. Однако эти предположения бывают 

справедливыми только в случае встраивания трансгенов в разные хромо-

сомы, поэтому для дополнительного подтверждения содержания копий 
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трансгенов необходимо проводить саузерн-блоттинг или количественный 

ПЦР в реальном времени. 

 

 
 

Рис. 60. Селекция трансгенных каллусов, после трансформации экс-

плантов табака агробактериями: а – появление первых каллусов по-

сле 10 дней селекции на среде с гигромицином; б и в – образование 

каллусов по краям эксплантов табака через 21 и 26 дней селекции 

соответственно; г – проверка в образующихся каллусах активности 

белкового продукта репортерного гена GUS с помощью субстрата x-

gluc. Посиневшие за счет экспрессии β-глюкуронидазы каллусы, яв-

ляются трансгенными (фото Кулуева Б.Р.). 

 

Как для фундаментальных, так и для прикладных исследований 

очень важно получение большого количества независимых линий транс-

генных растений, так как лишь наличие трансгена в геноме не может га-

рантировать высокого уровня экспрессии его белкового продукта. Поэто-

му обычно получают не менее 10-20 линий трансгенных растений, из ко-

торых не менее пяти линий отбирают для дальнейшей работы. Предпоч-

тение отдают линиям, несущим одну копию трансгена, так как встраива-

ние большого количества его копий может способствовать косупрессии, 

которая может привести к так называемому «молчанию» трансгена или 
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подавлению экспрессии гомологичных трансгену хозяйских генов транс-

формируемого растения. Предполагается, что снижение уровня экспрес-

сии трансгена при косупрессии чаще всего происходит по механизму 

РНК-интерференции. Отметим, что одним из преимуществ метода агро-

бактериальной трансформации перед методом бомбардировки микрочас-

тицами является более частое внедрение единичных копий трансгенов в 

каждую отдельно взятую клетку. При использовании метода бомбарди-

ровки микрочастицами довольно часто получают линии трансгенных рас-

тений, несущих несколько копий трансгена, которые не желательно ис-

пользовать в дальнейшей работе. 

 

 
 

Рис. 61. Образование и укоренение трансгенных побегов табака на 

селективной среде, содержащей гигромицин: а–г – регенерация побе-

гов; г – укоренение трансгенных побегов; д – проверка активности β-

глюкуронидазы в укоренившихся на селективной среде трансгенных 

растениях (фото Кулуева Б.Р.). 

 

Агробактериальная трансформация растений методом по-

гружения цветков (floral dip) 

Традиционные методы агробактериальной трансформации расте-

ний связаны с работой в культуре тканей или клеток in vitro. Большинство 

этих методов связаны с покупкой дорогостоящих реактивов, довольно 

трудоемки и часто требуют абсолютной стерильности и высокого уровня 

квалификации специалиста. К тому же не только для каждого вида, но 

также для каждого отдельно взятого сорта растения часто приходится 
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разрабатывать собственные составы сред и сочетания фитогормонов для 

успешной трансформации на всех стадиях работы, включая регенерацию 

и укоренение. При этом некоторые растения не удается акклиматизиро-

вать к условиям почвы после выращивания в культурах in vitro. 

Важнейшим модельным объектом в молекулярной биологии рас-

тений является A. thaliana и в рамках фундаментальных исследований 

возникла необходимость в разработке простого и дешевого метода полу-

чения трансгенных форм данного растения. Такой метод был разработан 

и заключается он в погружении соцветий арабидопсиса в суспензию с 

агробактериями и дальнейшее получение семян. Для этого арабидопсис 

доводят до цветения, ресуспендируют предварительно выращенные на 

жидкой среде Лурия-Бертани (LB) и осажденные центрифугированием 

клетки A. tumefaciens на жидкой среде МС и путем погружения или опры-

скивания соцветий (рис. 62а) добиваются внедрения агробактерий в за-

вязь незрелых цветков. В завязи агробактерии способны трансформиро-

вать клетки развивающегося женского гаметофита (яйцеклетку или зиго-

ту) и поэтому полученные в дальнейшем семена с определенной долей 

вероятности могут оказаться трансгенными. Так как агробактерии едва ли 

самостоятельно способны проникать в завязь цветков, трансформация 

клеток женского гаметофита таким методом стала возможной только по-

сле того, как начали использовать один из самых мощных поверхностно-

активных веществ, так называемого «супер-смачивателя» Silwet (сильвет) 

в концентрации от 0,01 до 0,05%. После обработки агробактериальной 

суспензией соцветия арабидопсиса накрывают пленкой на сутки для под-

держания влажных условий (рис. 62б), необходимых для эффективного 

проникновения агробактерий в зародышевый мешок. Далее получают 

семена, которые стерилизуют и высаживают на среду МС с добавлением 

селективного антибиотика (рис 62в). Выросшие на селективной среде 

зеленые и здоровые растения акклиматизируют к условиям почвы (рис. 

62г) и проводят ПЦР-анализ для доказательства их трансгенности. Обыч-

но около 1% семян арабидопсиса оказываются трансформированными и, 

учитывая получение от каждого растения огромного количества семян, 

для проведения исследований удается отобрать несколько десятков неза-

висимых линий трансгенных растений. 

Метод floral dip на данный момент используется по всему миру и 

стал уже рутинным, так как может быть легко воспроизведен в неспециа-

лизированных лабораториях. При таком способе трансформации араби-

допсиса нет необходимости получения культур in vitro, однако работа с 

проростками в стерильных условиях все-таки предполагается на стадии 

отбора трансгенных сеянцев (рис. 62в). 



164 

 

 
 

Рис. 62. Агробактериальная трансформация A. thaliana методом floral 

dip: а – опрыскивание побегов A. thaliana с соцветиями, в которых 

еще не началось образование стручков (если стручки уже начали об-

разовываться, их необходимо удалить); б – обертывание растений A. 

thaliana пластиковой пленкой для поддержания высокого уровня 

влажности; в – выращивание сеянцев A. thaliana на селективной сре-

де МС с гигромицином; г – акклиматизация трансгенных проростков 

к условиям почвы. Красными стрелками обозначены не побелевшие 

на селективной среде с гигромицином проростки A. thaliana, которые 

отбирались для последующей акклиматизации (фото Геращенкова 

Г.А. и Кулуева Б.Р.). 

 

Поэтому дальнейшие модификации данного метода были связаны 

не только с расширением спектра видов для трансформации, но и с пол-

ным исключением работ с культурами in vitro. Например, для трансфор-

мации рапса был разработан протокол метода floral dip без высаживания 

семян на селективной среде (Li et al., 2010). При этом, вначале рапс вы-

ращивают до стадии бутонизации и погружают бутоны цветков в агро-

бактериальную суспензию, содержащую кроме сильвета еще сахарозу, 6-

БАП и ацетосирингон. Полученные семена рапса при этом не высажива-
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ют на селективную среду, а инкубируют в течение суток в растворе анти-

биотика, который проникает в семя и оказывает негативное воздействие 

при выращивании проростков рапса на открытом грунте. По нашим дан-

ным, на стадии семядольных листьев трансгенные и нетрансгенные про-

ростки фенотипически мало отличаются между собой (рис. 63а). Однако 

при появлении первых настоящих листьев, у нетрансгенных растений они 

желтеют (рис. 63б).  

 

 
 

Рис. 63. Выращивание проростков рапса и амаранта после агробак-

териальной трансформации соцветий методом floral dip: а – пророст-

ки рапса на стадии семядольных листьев; б – проростки рапса на 

стадии первых настоящих листьев; в – проростки Amaranthus 

retroflexus; г – проростки Amaranthus viridis. Красными стрелками 

обозначены предполагаемые трансгенные растения, отобранные для 

дальнейшего анализа. В случае с амарантом проводился двойной се-

лективный отбор: вначале на почве оставляли наиболее хорошо рас-

тущие проростки, затем их опрыскивали селективным антибиотиком 

и для дальнейшего анализа отбирали лишь те растения, листья кото-

рых оставались зелеными в течение двух суток (фото Кулуева Б.Р.). 
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Недавно данную методику нам удалось применить также для 

трансформации двух видов амаранта – Amaranthus retroflexus и 

Amaranthus viridis. Однако как трансгенные, так и нетрансгенные проро-

стки амаранта фенотипически отличаются лишь отставанием в росте, по-

этому для более надежной селекции можно вызвать хлороз путем допол-

нительного опрыскивания листьев селективным антибиотиком (рис. 63в, 

г). В случае использовании нами метода floral dip для рапса процент 

трансформированных проростков составил около 1-2%, а в случае с ама-

рантом не более 0,1%. Метод floral dip имеет большие перспективы и ве-

роятно может быть применен для трансформации многих хозяйственно 

ценных растений, особенно относящихся к семейству крестоцветных.  

Прямые методы переноса генов в растительные клетки 

Двудольные и голосеменные растения почти всегда трансформи-

руют только с использованием A. tumefaciens ввиду более легкой воспро-

изводимости и возможности встраивания единичных копий трансгена. 

Что касается однодольных растений, то ввиду того, что агробактерии не 

способны инфицировать растения данной группы, обычно применяют 

методы прямого переноса генов, среди которых особое место занимает 

метод бомбардировки микрочастицами. В то же время, необходимо отме-

тить, что на сегодняшний день разработаны методы агробактериальной 

трансформации практически для всех хозяйственно ценных видов одно-

дольных растений. Одним из препятствий для агробактериальной транс-

формации однодольных растений, по всей видимости, является особен-

ность строения их клеточных стенок и отсутствие специфических моле-

кул-индукторов экспрессии vir-генов. Поэтому при агробактериальной 

трансформации однодольных растений часто используют экстракты кле-

ток двудольных растений и дополнительно добавляют в среду ацетоси-

рингон. 

Из прямых методов внедрения генов в растения можно отметить 

использование вирусов, химическую трансформацию протопластов, элек-

тропорацию протопластов, микроинъекции и слияние липосом. Все эти 

методы имеют очень ограниченное применение ввиду трудоемкости и 

неэффективности. Наиболее перспективным прямым методом внедрения 

трансгенов в растительные клетки, безусловно, является метод бомбарди-

ровки микрочастицами или биолистики. При использовании данного ме-

тода золотые или вольфрамовые сферические частицы диаметром 0,4-1,2 

мкм покрывают ДНК, осажденной CaCl2, спермидином или ПЭГ и вы-

стреливают ими в клетки из специального прибора генной пушки. Мик-

рочастицы при этом разгоняются до 300-600 м/с и пробивают клеточную 

стенку и мембраны растительной клетки. Далее ДНК, покрывающая час-

тицы интегрируется в растительную ДНК. Метод биолистики можно ис-

пользовать для трансформации эксплантов любых видов растений, а так-
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же для введения чужеродной ДНК в суспензию растительных клеток, 

культуры клеток, меристематические ткани, незрелые зародыши, прото-

кормы, колеоптили и пыльцу широкого круга растений. Кроме того, 

именно данную методику используют для трансформации хлоропластов и 

митохондрий. После бомбардировки микрочастицами проводят разрабо-

танные для каждого вида или сорта растений стандартные процедуры по 

регенерации трансгенных побегов, их укоренения и акклиматизации к 

условиям почвы. Одним из минусов описанной выше методики является 

частое встраивание в геном трансформированного растения большого 

количества копий целевого гена, что может способствовать косупрессии 

или «молчанию» трансгена. Поэтому дальнейшая работа должна быть 

направлена на поиск линий трансгенных растений, несущих одну копию 

трансгена на гаплоидный набор хромосом. 

Селективные и репортерные маркерные гены, используемые 

в генной инженерии растений 

Для идентификации трансформированных клеток необходимо 

уметь обнаруживать чужеродную ДНК, интегрированную в геномную 

ДНК растения. Это требует применения различных маркерных генов, ко-

торые позволяют проводить отбор трансформированных клеток, либо 

оценивать активность кодируемого ими фермента. В первую очередь не-

обходимо упомянуть о селективных генах, которые являются обязатель-

ными элементами Т-ДНК бинарных векторов. Эти гены нужны для эф-

фективной селекции и избирательной регенерации трансгенных побегов 

из недифференцированных клеток. При отсутствии селективного давле-

ния на чашках Петри образуется большое количество побегов, отобрать 

среди которых трансгенные формы будет весьма трудоемко. Наиболее 

широко распространенным селективным геном в генной инженерии рас-

тений, пожалуй, является ген неомицинфосфотрансферазы II (NPTII), 

обеспечивающий трансгенным растениям устойчивость к канамицину. 

При действии канамицина нетрансгенные растения белеют из-за разру-

шения хлорофилла и погибают, в то время как трансгенные растения хо-

рошо развиваются. Вторым по популярности селективным геном является 

ген гигромицинфосфотрансферазы (HPT) обеспечивающий устойчивость 

трансгенных растений к действию антибиотика гигромицина за счет фос-

форилирования последнего. Гигромицин угнетает рост в основном за счет 

ингибирования синтеза белка, при этом нетрансгенные растения переста-

ют расти, но могут оставаться и зелеными, в отличие от использования 

канамицина. Третьим по популярности селективным геном является ген 

фосфинотрицин-ацетилтрансферазы (bar), обеспечивающий устойчивость 

к фосфинотрициновым гербицидам. По химической структуре фосфинот-

рицин близок к глютамину, это позволяет ему блокировать глютаминсин-

тетазу. Клетки нетрансгенных растений, в которые проникает фосфинот-
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рицин, не могут синтезировать глютамин и погибают. В генной инжене-

рии в качестве селективных генов также используются гены дигидрофто-

латредуктазы, хлорамфениколацетилтрансферазы, гентамицинацетил-

трансферазы, стрептомицинфосфотрансферазы и др.  

При получении трансгенных растений одних лишь селективных 

генов бывает недостаточно. Дело в том, что при проведении работ по 

трансформации растений очень часто, несмотря на присутствие селектив-

ного агента, кроме трансгенных растений вырастают и нетрансгенные. 

Это может быть связано с сомаклональной изменчивостью, различными 

мутациями, неплотным соприкосновением побегов со средой, защитным 

действием соседних трансгенных растений и многими другими причина-

ми. В то же время ПЦР-анализ большого количества побегов при прове-

дении опытов по трансформации представляется весьма трудоемким из-за 

необходимости выделения ДНК из каждого анализируемого растения. В 

связи с этим, постоянно велись поиски удобных репортерных систем, 

позволяющих легко отбирать трансгенные побеги. На сегодняшний день 

наибольшее распространение в генной инженерии растений в качестве 

репортерной системы получил ген GUS и его белковый продукт β-

глюкуронидаза. Были созданы субстраты, которые могли быть использо-

ваны как для качественного анализа активности β-глюкуронидазы (суб-

страт x-gluc), так и для количественного анализа его активности (субстрат 

4-MUG). Например, при инкубации частей трансгенного растения или 

клеток, содержащих ген GUS, в течение суток при температуре 37ºС в 

растворе субстрата x-gluc, ткани растения окрашиваются в синий цвет за 

счет высвобождения красителя индиго. Нетрансгенные клетки, при этом, 

из-за отсутствия глюкуронидазной активности остаются зелеными (рис. 

63а, б). Иногда нетрансгенные растительные ткани тоже могут окраши-

ваться в голубой цвет из-за контаминации их энтеробактериями и в част-

ности E. coli, так как эти бактерии содержат в своих клетках β-

глюкуронидазу. 

Вторым по популярности репортерным геном является ген зеле-

ного флуоресцентого белка GFP. Зеленый флуоресцентный белок (ЗФБ) 

накапливается в клетках и тканях трансгенных растений остается неви-

димым и не оказывает негативного воздействия на рост растений. ЗФБ - 

белок, выделенный из медузы Aequorea victoria, который флуоресцирует 

в зелёном диапазоне (рис. 64в, г) при освещении его фиолетовым и синим 

светом. ЗФБ характеризуется двумя пиками поглощения при длинах волн 

395 нм (основной) и 475 нм (минорный) и пиком флуоресценции на 498 

нм.  

Репортерные гены GUS и GFP могут быть использованы не толь-

ко для отбора трансгенных побегов, но и для многих других целей моле-

кулярной биологии. Например, при помощи данных репортерных генов 
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можно проверить активность тех или иных промоторов в отдельных клет-

ках (рис. 64) или трансгенных растениях. Также путем совмещения ре-

портерных и целевых генов в трансгенном растении могут быть получены 

данные о локализации белкового продукта, кодируемого целевым геном. 

В качестве репортерных систем, кроме GUS и GFP используются хло-

рамфениколацетилтрансфераза, люцифераза, желтый флуоресцентный 

белок, красный флуоресцентный белок и другие.  

 

 
 

Рис. 64. Проявление экспрессии репортерных генов GUS и GFP в 

протопластах табака: а и б – активность β-глюкуронидазы в транс-

формированных протопластах табака, выявленная при помощи суб-

страта x-gluc; в и г – флуоресценция GFP в протопластах табака. 

Красным светятся нетрансформированные протопласты (фото Ку-

луева Б.Р.). 

 

Промоторы, применяемые в генной инженерии растений 

В генной инженерии растений используют три основные группы 

промоторов, а именно конститутивные, специфичные и индуцибельные. 

В качестве конститутивных в первое время чаще всего использовали 

промоторы из Т-ДНК агробактерий, а именно промоторы генов октопин-

синтазы, нопалинсинтазы и маннопинсинтазы. Однако активность дан-
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ных промоторов была довольно низкой, и вскоре наибольшую популяр-

ность получил так называемый 35S промотор вируса мозаики цветной 

капусты (ВМЦК). 35S промотор впервые был изучен в 1985 году, а затем 

помещен в различные векторные системы и широко используется до на-

ших дней для регулирования экспрессии чужеродных генов в трансген-

ных растениях. 35S промотор проявляет свою активность во всех дву-

дольных растениях, в большинстве тканей и на всех стадиях развития. 

35S промотор показал в 110 раз большую эффективность, чем промотор 

нопалинсинтазы из Т-ДНК агробактерий, но, оказалось, что его активно-

сти недостаточно для решения некоторых задач по созданию трансгенных 

растений и достижения достаточного уровня экспрессии белковых про-

дуктов. В этой связи представляет значительный интерес как обнаруже-

ние новых, еще более эффективных, промоторов, так и создание искусст-

венных структур, регулирующих транскрипцию. И поскольку 35S промо-

тор ВМЦК оказался во многом универсальным, то, в первую очередь, 

стали осуществляться поиски аналогичных промоторов других каулимо-

вирусов. Так, были выделены и исследованы промоторы каулимовирусов 

сои, норичника (34S промотор), ночной красавицы, земляники, маниока и 

других (Кулуев, 2012). Все эти промоторы показали силу сравнимую, а 

некоторые - превосходящую силу 35S промотора.  

Также, кроме поисков новых каулимовирусов, интенсивно ведут-

ся работы по созданию эффективных промоторных кассет, в состав кото-

рых часто включают модифицированные и гибридные с другими промо-

торами, формы 35S промотора. Некоторые из полученных конструкций 

уже нашли применение в генной инженерии растений и показали обеспе-

чение высокого уровня экспрессии белковых продуктов. Например, 35S 

промотор с двумя энхансерными доменами показал увеличение экспрес-

сионной активности почти в два раза, его гибридная форма с промотором 

маннопинсинтазы продемонстрировала уровень активности в 3-5 раз 

больший в листьях и в 10-15 раз больший в корнях. Были созданы раз-

личные промоторные кассеты на основе промотора и сайта полиаденили-

рования 35S транскрипта, из которых одна форма показала увеличение 

уровня активности в 50 раз, по сравнению с 35S промотором (Mitsuhara et 

al., 1996). Таким образом, можно предположить, что возможности по соз-

данию нового сильного промотора в генной инженерии растений пока не 

исчерпаны. 

35S промотор проявляют довольно низкую активность в одно-

дольных растениях, поэтому при получении трансгенных растений, при-

надлежащих этому классу, чаще всего используют конститутивные про-

моторы злаковых. Наибольшее распространение при этом получили про-

мотор гена актина 1 риса (Act1) и промотор гена убиквитина кукурузы 

(Ubi-1). Данные промоторы также как и 35S промотор, проявляют высо-
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кую активность во всех тканях и были внедрены в различные векторы для 

трансформации однодольных. 

К специфичным относятся промоторы, которые проявляют свою 

активность лишь в определенных тканях или органах. Например, промо-

тор гена пататина картофеля функционирует лишь в клубнях. На данный 

момент исследованы промоторы, специфичные для корней, листьев, 

цветков, плодов и других частей растения. В генной инженерии растений, 

например, применяются корнеспецифичный промотор RB7 табака, цве-

токспецифичный промотор хальконсинтазы chsA петунии, цветокспеци-

фичный промотор UEP1 хризантемы, активируемый при созревании пло-

дов промотор Е8 томатов и некоторые другие. 

В случае если в трансгенном растении необходимо обеспечить 

более тонкую регуляцию активности трансгенов в пространстве (в опре-

деленных тканях) и времени (в определенный период развития) приме-

няют так называемые индуцибельные промоторы. В генной инженерии 

растений наибольшее распространение получили глюкокортикоид-

индуцибельная и эстрадиол-индуцибельная системы экспрессии. В обоих 

случаях для индукции экспрессии целевого гена используется соответст-

вующий гормон животных. Считается, что гормоны животных оказывают 

незначительное влияние на растения и перечисленные выше системы ин-

дуцибельной экспрессии могут быть использованы в, том числе, и в на-

учных исследованиях. 

Транспластомные растения 

Одной из важнейших проблем генной инженерии растений оста-

ется очень низкий уровень экспрессии чужеродного белка в трансгенных 

растениях при встраивании целевого гена в ядерный геном. До сих пор 

удалось добиться содержания чужеродного белка максимум лишь до 

уровня 1% от суммарного растворимого белка. Этого недостаточно не 

только при использовании трансгенных растений в качестве продуцентов 

белков, но даже при получении трансгенных растений с хозяйственно 

ценными признаками. Преодолеть эти проблемы частично удается за счет 

получения транспластомных растений. В отличие от трансгенных расте-

ний, в случае с транспластомными растениями трансформации подверга-

ются хлоропласты, а чужеродные гены внедряются в геном пластид – 

пластому. Повышение уровня экспрессии чужеродного белка в случае с 

транспластомными растениями видимо достигается за счет увеличения 

дозы трансгена, так как каждый хлоропласт содержит до 100 копий пла-

стома, причем в каждой клетке содержится до 100 хлоропластов. Первые 

транспластомные растения были получены в 1990 году З. Сваб, П. Хайду-

кевич и П. Малига (Svab et al., 1990). В данной работе, используя плазми-

ду pZS148, были обстреляны листья табака методом бомбардировки мик-

рочастицами. Селекция транспластомных растений шла на среде со спек-
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тиномицином, так как в пластом путем гомологичной рекомбинации вне-

дряли мутантный фрагмент пластидной ДНК табака, которая обусловли-

вала устойчивость к селективному агенту. Пластидная трансформация 

происходила довольно редко и на 148 обстрелянных образцах листьев 

табака удалось отобрать лишь три транспластомных клона. В последую-

щем в качестве селективного П. Малига с коллегами начали использовать 

бактериальный ген aadA, который обеспечивает устойчивость к спекти-

номицину и стрептомицину и таким образом, удалось повысить эффек-

тивность получения транспластомных побегов до 5 проростков на об-

стрелянный образец листа табака. До сих пор большинство работ по по-

лучению транспластомных растений было проведено лишь на табаке, 

причем в качестве селективного чаще всего использовали ген aadA. 

В целом векторы для получения транспластомных растений со-

держат селективный и целевой гены, фланкированные с обеих сторон 

сегментами, гомологичными выбранному району пластомы. Таким обра-

зом, транспластомные растения отличаются от трансгенных еще и тем, 

что трансген всегда вставляется в строго определенное место пластома, 

поэтому в данном случае обычно отсутствуют вариации проявления 

трансгена, связанные с эффектом его положения. При получении транс-

пластомных растений чаще всего используют сильный пластидный про-

мотор гена rrn16 (Prrn). Для обеспечения эффективной трансляции на 5'-

конец промотора включают 5'-нетранслируемые участки различных пла-

стидных генов. Необходимым условием обеспечения экспрессии целевых 

генов в хлоропластах является также добавление 3'-нетранслируемых 

областей пластидных генов. Для этих целей на 3'-конце промоторной кас-

сеты обычно помещают некодирующий 3'-район гена psbA (Щелкунов и 

др., 2011). 

Одним из преимуществ транспластомных растений перед транс-

генными является возможность высокого выхода чужеродного белка, ко-

торый может составлять до 1-25% от суммарного растворимого белка. К 

тому же в пыльце не содержатся хлоропласты, поэтому транспластомные 

растения, в отличие от трансгенных растений при переопылении с дики-

ми сородичами не способны передавать трансгены и, в связи с этим, яв-

ляются экологически более безопасными. 

Первая стадия получения транспластомных растений заключает-

ся в проведении бомбардировки листовых эксплантов табака микрочас-

тицами золота несущими специальный вектор с целевым геном при по-

мощи генной пушки. Далее в течение 3-х месяцев проводится селекция, в 

результате которого получают клоны предположительно транспластом-

ных растений (рис. 65а).  
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Рис. 65. Основные этапы получения транспластомных растений: а – 

первый этап селекции и отбор спектиномицин-устойчивых клонов; б 

– второй этап селекции и отбор стрептомицин-устойчивых субклонов 

(слева – регенерация на среде со спектиномицином, справа – начало 

регенерации со стрептомицином); в – посев семян транспластомных 

растений на среду со спектиномицином (слева – проростки транспла-

стомных растений, справа – проростки табака дикого типа) (фото 

Князева А.В.).  
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При этом наряду с транспластомными побегами, могут появиться 

спектиномицин-устойчивые мутанты. Поэтому для более тщательной 

селекции от проростков с первого этапа селекции отрезают лист, нареза-

ют на мелкие кусочки, часть из которых раскладывают на среду со спек-

тиномицином, а другую часть на среду со стрептомицином (рис. 65б).  

При условии, что регенерация будет идти на обоих антибиотиках 

(рис. 65б), делают заключение, что отобранный клон не является спекти-

номицин-устойчивым мутантом, а вероятнее всего является транспла-

стомным. Так как на спектиномицине регенерация идет намного быстрее, 

субклоны обычно отбирают из среды именно с этим антибиотиком. Од-

нако во избежание отбора мутантов в литературе имеются также реко-

мендации по отбору субклонов из среды со стрептомицином. Субклоны 

отобранного клона пересаживаются на укоренение на селективную среду. 

Транспластомные растения акклиматизируют к условиям почвы, доводят 

да созревания семян, а проростки поколения Т1 повторно проверяют на 

устойчивость к спектиномицину (рис. 65в). Для окончательного подтвер-

ждения транспластомности полученных растений проводят молекуляр-

ный анализ, включающий, в первую очередь ПЦР и саузерн-блоттинг. 

Если ПЦР показывает только наличие целевого гена в ДНК, то метод сау-

зерн-блоттинга позволяет определить, помимо присутствия внедряемого 

гена, также неоднородность популяции пластидной ДНК в случае, когда в 

анализируемых растениях присутствует комбинация трансформирован-

ных и нетрансформированных хлоропластов. В последнем случае говорят 

о гетеропластомном наборе, тогда как для практики важно получение 

растений содержащих только трансформированные хлоропласты, то есть 

характеризующиеся гомопластомным набором. Альтернативным спосо-

бом отбора гомопластомных растений является применение количествен-

ной ПЦР в реальном времени. 

Генетически трансформированные корни, получаемые при 

помощи Agrobacterium rhizogenes 

Генетически трансформированные (бородатые) корни получают 

при помощи бактерий семейства Rhizobiaceae Agrobacterium rhizogenes. В 

природе данные бактерии, попадая в поврежденные части растений, 

взаимодействуют с клетками растений и интегрируют в ядерный геном Т-

ДНК своей мегаплазмиды, известной под названием Ri-плазмида (root-

inducing). Пролиферация клеток в данном случае проявляется в виде об-

разования массы быстро растущих и ветвящихся адвентивных корней, 

которые являются признаком заболевания, получившего название «боро-

датый корень» (от англ. «hairy root»). В Т-ДНК Ri-плазмиды выявлено 18 

открытых рамок считывания, причем показано, что для развития заболе-

вания «бородатый корень» критично присутствие четырех rol-генов (от 

англ. «root locus»): rolA, rolB, rolC и rolD. Считается, что из этих четырех 
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генов наибольшее значения для образования бородатых корней имеет ген 

rolB. Экспрессия данных генов нарушает нормальное функционирование 

растительного организма, влияя на гормональный баланс и уровень экс-

прессии множества генов, участвующих в регуляции роста и развития 

(Павлова и др., 2013). Исследованием конкретных функций каждого из 

rol-генов занимается фундаментальная наука и до сих пор не получены 

однозначные ответы.  

Благодаря своим биологическим особенностям, A. rhizogenes ши-

роко применяется в генной инженерии растений. Особенно широкое рас-

пространение получило создание при помощи A. rhizogenes корневых 

культур, которые способны к длительному росту в условиях in vitro на 

безгормональных питательных средах (рис. 66а).  

 

 
 

Рис. 66. Культуры генетически трансформированных корней раз-

личных растений: а – выращивание «бородатых корней» рапса на 

жидкой среде МС; б – получение «бородатых корней» на листовых 

эксплантах транспластомного табака; в – плагиотропный рост «бо-

родатых корней» табака на жидкой среде МС; г – спонтанная регене-

рация побегов осины на культуре «бородатых корней» осины (фото 

Князева А.В.) 
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Дело в том, что когда образуются «бородатые корни», отделение 

апикальных частей образующихся корней при условии соблюдения сте-

рильности позволяет получать хорошо растущую корневую культуру, для 

поддержания роста которой не требуются экзогенные регуляторы роста. 

«Бородатые корни» могут быть получены прямо на растущих в открытом 

воздухе растениях, однако чаще всего их получают в культурах in vitro, 

например, с использованием для трансформации различных эксплантов 

(рис. 66б). В течение 30 лет, прошедших со времени первых публикаций с 

использованием данного метода, были введены в культуру in vitro корни 

более 140 видов растений, относящихся к 40 семействам. 

Характерной морфологической особенностью введенных в куль-

туру генетически трансформированных корней, помимо их быстрого рос-

та на питательных средах без гормонов, является утрата геотропической 

ориентации корней и проявление у них плагиотропного роста (рис. 66в). 

Параллельно с этим, корни сохраняют в условиях in vitro генетическую 

стабильность и довольно частот способность к синтезу корнеспецифич-

ных для данного растения вторичных метаболитов, что кардинально от-

личает их от культуры не дифференцированно растущих клеток и тканей. 

В некоторых случаях на культурах генетически модифицирован-

ных корней как спонтанно, так и целенаправленно могут быть получены 

побеги (рис. 66г). Эту особенность «бородатых корней» можно использо-

вать для получения трансгенных растений. Для этого в клетки A. 

rhizogenes дополнительно вводят бинарный вектор с целевым геном и, 

используя полученную культуру бактерий, получают «бородатые корни». 

В данном случае агробактерии переносят в клетки растений Т-ДНК Ri-

плазмиды и/или Т-ДНК бинарного вектора. Таким образом, часть полу-

ченных «бородатых» корней оказывается трансформированной Т-ДНК 

бинарного вектора, содержащего целевой ген. Эти корни отделяют от 

трансформированных Т-ДНК Ri-плазмиды путем селекции или детекции 

активности репортерного гена. Затем на полученных трансгенных корнях 

индуцируют регенерацию побегов, причем у некоторых растений образо-

вание трансгенных побегов происходит спонтанно (рис. 66г). Необходимо 

отметить, что часть полученных таким способом трансгенных растений 

могут нести также Т-ДНК A. rhizogenes с rol-генами. Поэтому в данном 

случае необходимо отбирать линии растений несущих лишь Т-ДНК со-

держащую целевой ген или же линии, характеризующиеся отсутствием 

фенотипического проявления rol-генов. Например, при получении транс-

генных растений осины, отбраковывают растения, характеризующиеся 

низкорослостью, повышенной ветвистостью и образованием большого 

количества придаточных корней. 

«Бородатые корни» могут быть использованы также для получе-

ния так называемых композитных растений, состоящих из трансгенного 
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корня и нетрансгенной надземной части (рис. 67). Такие композитные 

растения находят применение, как в фундаментальных, так и в приклад-

ных исследованиях, связанных с изучением взаимодействия микроорга-

низмов с корневой системой растений. Для получения таких растений, 

при помощи инсулинового шприца на стебли растения наносят раны, ко-

торые обрабатывают одновременно суспензией A. rhizogenes (рис. 67а).  

 

 
Рис. 67. Получение композитных растений томатов: а – инфицирова-

ние томатов A. rhizogenes при помощи инсулинового шприца; б – об-

разование «бородатых корней» на стеблях томатов; в – проверка β-

глюкуронидазной активности композитного растения, при этом в 

синий цвет должна окрашиваться лишь подземная часть растения 
(фото Вершининой З.Р.). 

 

Для обеспечения нормальных условий, необходимых для успеш-

ной трансформации, полученную ранку обматывают парафильмом вплоть 

до появления бугорка или корешка. После появления полноценных «бо-

родатых корней» (рис. 67б) у растения удаляют настоящие корни и выса-

живают растение на почву. При этом функцию настоящих корней начи-

нают выполнять «бородатые корни», трансгенность которых может быть 
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проверена путем анализа активности β-глюкуронидазы (рис. 67в). В ИБГ 

УНЦ РАН, используя данную технологию, были созданы ряд растений, 

относящиеся к хозяйственно-ценным видам, способные вступать в ассо-

циативный симбиоз с азотфиксирующими бактериями. Для этого можно 

использовать гены лектинов растений или различных адгезинов бактерий, 

белковые продукты которых обеспечивают специфичное узнавание и на-

дежное прикрепление микроорганизмов к корням растений. При этом 

трансгены отсутствует в надземной части растения и поэтому побеги, 

плоды и семена композитных растений и продукция, получаемая из этих 

частей, не могут быть отнесены к ГМО-содержащим продуктам питания. 

Более того, композитные растения являются экологически более безопас-

ными, чем трансгенные растения, так как при переопылении с дикими 

родственниками не переносят трансгены в окружающую среду. 

Культуры «бородатых корней», растущие на жидкой безгормо-

нальной среде, являются одной из очень перспективных биотехнологиче-

ских систем, которые могут быть использованы для продуцирования ре-

комбинантных белков. Одним из препятствий для развития данной сис-

темы может стать низкий уровень экспрессии рекомбинантного белка у 

ядерных трансформантов. В связи с этим, представляет большой интерес 

получение транспластомных «бородатых корней», которые могут отли-

чаться высоким уровнем экспрессии рекомбинантного белка. Для полу-

чения транспластомных корней можно использовать листовые экспланты 

табака, хлоропласты которых были трансформированы ранее (рис. 67б). 

Предполагается, что трансформированные хлоропласты будут переда-

ваться в «бородатые корни» и превращаться там, в лейкопласты или 

этиопласты. Однако на данный момент в литературе отсутствует инфор-

мация о получении транспластомных бородатых корней. 
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ГЛАВА 8. ТРАНСГЕННЫЕ РАСТЕНИЯ: МИФЫ И ФАКТЫ 

Успехи современных биологов по созданию трансгенных 

форм растений. Основные полезные свойства, переносимые в расте-

ния при помощи трансгенов на практике 

 

В последние три десятилетия огромный прогресс в молекулярной 

биологии и генной инженерии дал в руки исследователям ранее немыс-

лимые способы улучшения качественных характеристик и свойств расте-

ний. Появилась возможность получать новые, доселе не существовавшие 

генотипы, не прибегая к традиционным методам селекции. Перенос в ге-

ном какого-либо растения чужеродного гена из другого живого объекта, 

будь он растительного, вирусного, бактериального или животного проис-

хождения, позволяет сегодня объединять в едином организме то, что не 

смогла сделать Природа. 

Трансгенные растения относятся к генетически модифицирован-

ным растениям (ГМР), однако к ГМР относятся и другие группы искусст-

венно созданных растений. В первую очередь отдельно выделяют цисген-

ные растения, которые отличаются от трансгенных тем, что в растения 

внедряются дополнительные копии генов из тех же видов растений. На-

пример, клонируют какой-либо ген из растения, объединяют его с кон-

ститутивным или специфичным промотором и полученную генно-

инженерную конструкцию внедряют в тот же вид растения. Таким обра-

зом, можно добиться необходимого изменения профиля экспрессии целе-

вых генов. Растения, у которых трансформирован пластидный геном по-

лучили название транспластомных. Как уже говорилось в главе 7, такие 

растения создают для увеличения содержания рекомбинантного белка в 

клетках. В последние годы все более широкое распространение получает 

новая система модификации растений при помощи системы 

CRISPR/Cas9. Полученные с помощью такой технологии растения транс-

генными обычно не называют, так как система CRISPR/Cas9 не содержит 

полноценных генов, а лишь небольшие участки ДНК и не кодирует ре-

комбинантные белки. Система CRISPR/Cas9 в растениях используется 

для блокирования экспрессии различных генов на уровне РНК. Такие 

растения можно называть редактированными, но в целом, они также от-

носятся к ГМР (табл. 4). 

Трансгенные растения стали выращиваться на полях начиная 

лишь с 90-х годов XX века. Однако к этому исследователи постепенно 

шли практически весь XX век. Например, бактерии вызывающие у расте-

ний заболевание «корончатый галл» были обнаружены и исследованы 

еще в 1908 году (табл. 4). Однако создание трансгенных растений стало 

возможным только после внедрения в практику современных методов 

генной инженерии и биотехнологии растений. Необходимо отметить, что 
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важнейшую роль также сыграло исследование агробактериальной транс-

формации растений, которое началось еще в начале XX века и продолжа-

ется и поныне. 

 

Таблица 4. Даты и страны произошедших знаковых событий и полу-

ченных наиболее важных научных результатов, связанных с агро-

бактерией Agrobacterium и генетически модифицированными расте-

ниями. 

˥ͦ͒ ˹͊ͯ;ͤ·͚ ͔ͪͯ͘͡Έͭ͊ͭκͫͦ͋·͙͔ͭ ˿ͭͪ͊ͤ͊ 

1900 ˽͔͍͔ͪͦ ͙͙͔ͯͨͦͣͤ͊ͤ ͍ ͙͔͔ͭͪ͊ͭͯͪ͡ ͔͙ͭͪͣͤ͊ 
ͦͫͣ͊ͭ͟·͔ ͙ͦͪͤ͟ ς ζhairy rootsη 

˿̊ s

1902 ˴ͯ͡Έ͙͍͙͍͙͔ͭͪͦ͊ͤ ͙͔ͪ͊ͫͭͭ͡Έͤ·ͻ ͔͚ͭ͊ͤ͟ in vitro ˥͔͙ͪͣ͊ͤΎ 

1908 ˻͔͙͔͋ͤ͊ͪͯ͗ͤ ͔͙͚͋͊ͭͪ͟Σ ͍·͘·͍͊Ό΅͙ͻ ͯ Ύ͋π
ͦͤ͡Έ ͦͪͦͤ͟;͊ͭ·͔ ͎͊͡͡· ͙ ͦͫͣ͊ͭ͟·͔ ͙ͦͪͤ͟ 

˿̊ s

1930 ˽͙͙͔ͦͤͣ͊ͤ ͎ͭͦͦΣ ;ͭͦ ͦͪͦͤ͟;͊ͭ·͔ ͎͊͡͡· ͙ ͦͫ͟π
ͣ͊ͭ·͔ ͙ͦͪͤ͟ ͍·͘·͍͊Όͭ ͪ͊ͤ͘·͔ ͔͙͙͋͊ͭͪ͟ 

˿̊ s

1934 ͙͙͎͙̅ͦͦ͘͡;͔͔ͫͦ͟ ͙͙͔ͦͨͫ͊ͤ ΄͍ͭ͊ͣͣͦ 
Phytomonas tumefaciens ͙ P. rhizogenesΣ ͍·͘·π
͍͊Ό΅͙ͻ ͦͪͦͤ͟;͊ͭ·͔ ͎͊͡͡· ͙ ͦͫͣ͊ͭ͟·͔ ͙ͦͪͤ͟Σ 
͍͔͍͔ͫͦͦͭͭͫͭͤͤͦ 

˿̊ s

1977 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͎͔͎ͭͪ͊ͤͫͤͤͦͦ ͔͙ͪ͊ͫͭͤΎ ͭ͊͋͊͊͟ ͫ ͨͦπ
ͣͦ΅ΈΌ Agrobacterium rhizogenes 

˥͔͙ͪͣ͊ͤΎ 

1982 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͎͔͎ͭͪ͊ͤͫͤͤͦͦ ͔͙ͪ͊ͫͭͤΎ ͭ͊͋͊͊͟ ͫ ͨͦπ
ͣͦ΅ΈΌ Agrobacterium tumefaciens 

˿̊,s  
˥͔͙ͪͣ͊ͤΎ 

1988 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͍͙ͦ͒ͦͪͦͫ͡ ͻ͙͊ͣ͒ͦͣͦͤ͊͒͡· ͫ 
ͭͪ͊ͤͫͺ͙͍ͦͪͣͪͦ͊ͤͤ·ͣ ͙ͨ͊ͫͭ͒ͤ͡·ͣ ͎͔ͤͦͣͦͣ 

˿̊ s

1989 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͙͎ͦͣͨͦͭͤͦͦ͘͟ ͔͙ͪ͊ͫͭͤΎ ͡Ύ͍͔͒ͤͼ͊ ͫ 
͎͔ͭͪ͊ͤͫͤͤ·͙ͣ ͦͪͤ͟Ύ͙ͣ ͙ ͔͎͔͚ͤͭͪ͊ͤͫͤͤͦ ͤ͊͒π
͔͚ͣͤͦ͘ ;͊ͫͭΈΌ 

˥͙ͦ͊ͤ͒͡͡Ύ 

1990 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͔͎ͤ͊ͣͤͦͦ͘ ͎ͭͪ͊ͤͫͨ͊ͫͭͦͣͤͦͦ͡ ͔ͪ͊ͫͭπ
͙ͤΎ ͭ͊͋͊͊͟ 

˿̊ s

1995 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͔͙͚ͪ͊ͫͭͤ ͭ͊͋͊͊͟ ͫ ͙ͣͦ͒ͺ͙ͼ͙͍ͪͦ͊ͤπ
ͤ·͙ͣ Ύ͔͒ͪͤ·ͣ ͙ ͙ͨ͊ͫͭ͒ͤ͡·ͣ ͎͔͙ͤͦͣ͊ͣ 

˿̊ s

1997 ˿͙͔ͤͭ͘ ͍ ͦͫͣ͊ͭ͟·ͻ ͦͪͤ͟Ύͻ ͭ͊͋͊͊͟ ͔͍͙ͨͪ;ͤ·ͻ 
͔͙͍ͣͭ͊͋ͦͭͦ͡ ͍ ͍͙͔͒ ͔͙ͪͦͣ͋ͤ͊ͤͭͤ͟·ͻ ͔͍͋ͦ͟͡ 

ˢ͍͙ͫͭͪ͊͡Ύ 

2000 ˤ·ͫͦͦ͟Ήͺͺ͔͙͍ͭͤ͟·͚ ͙͔ͫͤͭ͘ ͍ ͭͪ͊ͤͫͨ͊ͫͭͦͣ͡π
ͤͦͣ ͔ͭ͊͋͊͟ ͔͙ͪͦͣ͋ͤ͊ͤͭͤ͟·ͻ ͔͍͋ͦ͟͡ 

˿̊ s

2006 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͼ͙͎͔ͫͤͤ·ͻ ͔͙͚ͪ͊ͫͭͤ ˥͔͙ͪͣ͊ͤΎ 

2012 ˿͙͔ͦ͒͊ͤ͘ ͔͙͚ͪ͊ͫͭͤ ͫ ͔͙͍ͪ͒͊ͭͪͦ͊ͤͤ͟·ͣ ͎͔ͤͦπ˿̊ˢΣ  
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ͣͦ ͣ ˥͔͙ͪͣ͊ͤΎ 
Спрос на трансгенные растения появился в первую очередь со 

стороны стремительно развивающегося в 80-90-х годах XX века сельско-

го хозяйства. Возможности селекции, агротехники, применения удобре-

ний и стимуляторов роста в основном к этому времени были уже исчер-

паны. Однако растущие по всему миру экономика и население требовали 

увеличения количества производимых продуктов питания.  

Потери от насекомых-вредителей, фитопатогенов, сорняков и не-

благоприятных климатических условий, таких как засуха, похолодание и 

других в период вегетации составляют около трети общей мировой про-

дукции сельскохозяйственных культур. Создание растений, способных 

противостоять различным негативным воздействиям, может дать солид-

ную прибавку к урожаю, и в этой связи логически обоснованным являет-

ся то, что среди первых трансгенных растений большинство составили 

именно устойчивые к неблагоприятным факторам внешней среды биоти-

ческой и абиотической природы. Эта тенденция сохраняется и в настоя-

щее время.  

Наибольшее распространение получили гербицидоустойчивые 

трансгенные растения. До появления трансгенных растений гербициды 

можно было лишь использовать до или после периода вегетации сельско-

хозяйственных культур.  

Также были разработаны гербициды, преимущественно дейст-

вующие на двудольные растения. Однако они не могли быть использова-

ны при выращивании культурных растений, относящихся к классу дву-

дольных. Поэтому в первую очередь, наибольшее распространение полу-

чили гербицидоустойчивые трансгенные формы сои, хлопчатника и рап-

са. Среди этих растений, особое место занимает соя, устойчивая к герби-

циду Раундап, так как именно на нетрансгенную сою особенно пагубно 

влияли сорняки. Благодаря применению трансгенных сортов сои, удалось 

существенно повысить его урожайность и в несколько раз снизить стои-

мость его производства. 

Следующим по распространенности стали трансгенные растения 

устойчивые к насекомым-вредителям. Наиболее известными являются 

трансгенные растения, несущие гены Bt-токсинов (Cry-токсины) почвен-

ной бактерии Bacillus thuringiensis. B. thuringiensis — широко распростра-

нённая аэробная грамположительная бактерия, способная к спорообразо-

ванию. В ходе споруляции этот микроорганизм формирует кристалличе-

ские включения, образованные специфическими для данного вида Cry-

токсинами. В настоящее время известно более 60 подвидов B. 

thuringiensis, каждый из которых продуцирует токсины, обладающие вы-

сокоспецифичным энтомоцидным эффектом по отношению к разным 

группам класса насекомых. Cry-токсины на самом деле являются проток-



182 

 

синами не способными влиять на организм позвоночных, а истинными 

токсинами они становятся только под влиянием протеолитических фер-

ментов в желудке и кишечнике определенных видов насекомых. Содер-

жащие гены Bt-токсинов трансгенные растения не поедаются насекомы-

ми-вредителями и самое главное, не требуют обработки инсектицидами. 

Проблема формирования и сохранения урожая важнейших сель-

скохозяйственных культур остается первоочередной в современном рас-

тениеводстве, особенно в регионах рискованного земледелия, характери-

зующихся неустойчивыми климатическими условиями, к каковым отно-

сится большая часть России. Засуха, засоление, гипотермия, загрязнение 

почв поллютантами относятся к числу наиболее распространенных в ми-

ре стрессовых факторов абиотической природы, вызывающих нарушение 

водного режима и приводящих к существенному уменьшению урожая и 

ухудшению качества сельскохозяйственной продукции. В связи с этим, 

особое внимание уделяется исследованиям путей регуляции устойчиво-

сти сельскохозяйственных культур, в том числе возможному созданию 

трансгенных стрессоустойчивых растений. На данный момент уже было 

получено и доведено до полевых испытаний большое количество различ-

ных трансгенных сортов, характеризующихся устойчивостью к неблаго-

приятным факторам среды. Например, были созданы устойчивые к засу-

хе, холоду, засолению сорта кукурузы и сои, устойчивый к переувлажне-

нию рис, устойчивый к высоким температурам хлопчатник и другие 

(Warwick et al., 2009). Вероятнее всего, в скором времени трансгенные 

растения с повышенной устойчивостью к абиотическим факторам среды 

получат даже большее распространение, чем нынешние трансгенные рас-

тения, большей частью устойчивые к насекомым и гербицидам. Для на-

шей страны наиболее актуальной проблемой при возделывании сельско-

хозяйственных культур является холод и мороз. В связи с этим, сущест-

вует необходимость в создании отечественных холодо- и морозоустойчи-

вых ГМ-сортов. Несмотря на значительный прогресс в познании молеку-

лярных основ холодовой адаптации за последние 70 лет, сложность про-

блемы все еще препятствует созданию холодоустойчивых культур. В ли-

тературе имеются данные о повышении холодоустойчивости трансгенных 

растений за счет сверхэкспрессии различных генов отклика на низкие 

положительные температуры. Например, было показано, что при сверх-

экспрессии гена глицерол-3-фосфатацилтрансферазы у трансгенных рас-

тений обнаруживается повышенная холодоустойчивость, что выражается 

увеличением содержания в мембранах трансгенных растений табака не-

насыщенных жирных кислот и уменьшением повреждения фотосинтети-

ческого аппарата при действии холода. У трансгенных растений табака 

сверхэкспрессирующих ген супероксиддисмутазы при действии холодо-

вого стресса фотосинтетическая активность была на 20% выше, чем у 
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растений дикого типа. Трансгенные растения арабидопсиса с конститу-

тивной экспрессией холод-индуцируемого гена COR15a показали повы-

шенную морозоустойчивость, по сравнению с нетрансгенными растения-

ми. Сверхэкспрессия CRT/DRE-связанного транскрипционного фактора 

CBF1 увеличивала уровень экспрессии COR-генов (cold-regulated), а так-

же способствовала увеличению морозоустойчивости трансгенных расте-

ний без предварительной холодовой акклимации. Имеются сведения об 

увеличении холодоустойчивости растений, при внедрении в них генов ω-

3 десатуразы, глутатион-S-трансферазы, глутатионпероксидазы, транс-

крипционных факторов DREB1, Osmyb4, CBF3, ZAT12, холиноксидазы 

А, пролиндегидрогеназы, COR-генов 15, 19, 39 и других. 

Кроме устойчивости к стрессовым факторам, для любого куль-

турного растения остается актуальным вопрос повышения его продуктив-

ности. Для улучшения параметров роста листьев и стебля могут быть ис-

пользованы гены, участвующие в регуляции клеточного деления и роста 

клеток растяжением. Например, известно, что сверхэкспрессия транс-

крипционного фактора AINTEGUMENTA стимулирует клеточные деле-

ния и рост клеток растяжением, что способствует существенному увели-

чению размеров надземных органов, по сравнению с растениями дикого 

типа. Недавно было показано, что важную роль в регуляции размеров 

органов у растений выполняют белки с OSR-доменом. У A. thaliana обна-

ружено и изучено четыре гена, кодирующие белки данной группы: 

ARGOS, ARGOS-LIKE, OSR1 и OSR2. Эти гены кодируют трансмембран-

ные белки, располагающиеся на эндоплазматическом ретикулуме и пред-

положительно участвующие в передаче и трансдукции сигналов от фито-

гормонов к транскрипционным факторам. Сверхэкспрессия белков с 

OSR-доменом способствует увеличению размеров надземных органов 

трансгенного A. thaliana за счет положительного влияния на процессы 

клеточного деления и роста клеток растяжением.  

Для улучшения параметров роста и увеличения размеров органов 

могут быть использованы также гены белков, обеспечивающих рост кле-

ток растяжением. Наиболее известными белками, вовлеченными в регу-

ляцию и обеспечение растяжения клеточных стенок, являются экспанси-

ны. Было показано, что эктопическая экспрессия гена TaEXPB23 β-

экспансина, выделенного из колеоптилей пшеницы, приводит к ускорен-

ному росту листьев и междоузлий на ранних стадиях развития растений. 

Морфологический анализ трансгенных растений с повышенной и пони-

женной экспрессией гена экспансина петунии PhEXPA1 показал, что уве-

личиваются как размеры клеток, так и конечные размеры органов. Таким 

образом, в литературе имеется обширная информация о потенциальных 

целевых генах, которые могут быть использованы при создании транс-

генных растений с повышенной продуктивностью таких вегетативных 
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органов, как листья и стебли. Однако многие растения выращивают для 

получения из него масла, муки и крупы, поэтому существует также необ-

ходимость повышения продуктивности семян культурных растений. В 

литературе имеется множество сообщений, касающихся целенаправлен-

ного увеличения урожайности семян методами генной инженерии. На-

пример, повышенная экспрессия гена переносчика сахарозы AtSUC2 в 

трансгенных растениях риса под контролем промотора флоемного белка 2 

способствовала повышению урожайности семян на 16%. Ускорялся налив 

семян, увеличивалось количество семян и их масса, фотоассимиляты пе-

реносились из листьев в семена в большей степени, чем в растениях дико-

го типа. У трансгенных растений риса с повышенной экспрессией ABC1-

подобной протеинкиназы OsAGSW1 наблюдалось значительное увеличе-

ние размеров и массы семян и скорости наполнения зерна. В литературе 

обсуждается также возможность применения генов SBP-домен содержа-

щего транскрипционного фактора OsSPL16 и TONNEAU1-

рекрутирующего белка для одновременного улучшения урожайности и 

качества зерна. Срок хранения семян, судя по всему, может быть увели-

чен за счет подавления экспрессии липоксигеназы, так как именно этот 

фермент участвует в перекисном окислении липидов семян. У трансген-

ных растений риса экспрессирующих участок гена липоксигеназы LOX3 в 

антисмысловой ориентации увеличивалось устойчивость эндоспермы 

семян к хранению. Через один год хранения семян у трансгенных расте-

ний скорость прорастания была выше на 40%, чем у растений дикого ти-

па. Что касается содержания масла в семенах, то было показано, что при 

одновременном увеличении уровня экспрессии генов транскрипционного 

регулятора гликолиза и синтеза жирных кислот WRINKLED1 и диацилг-

лицерин-ацилрансферазы в сочетании с подавлением экспрессии гена 

триацилглицероллипазы SUGAR-DEPENDENT1 происходило увеличение 

как содержания масла в семенах, так и увеличение массы семян. Сверх-

экспрессия гена арахиса AhLPAT2, кодирующего ацилтрансферазу лизо-

фосфатидиловой кислоты, в трансгенных растениях арабидопсиса спо-

собствовала увеличению массы семян и повышению содержания масла в 

семенах. Более того, возрастало не только общее содержание жирных 

кислот, но и изменялась пропорция ненасыщенных жирных кислот в сто-

рону их увеличения. 

Еще одним важным аспектом решения продовольственного во-

проса являются проблемы сохранения полученного урожая и обращения с 

ним. И здесь также трансгенные растения могут иметь серьезные пре-

имущества перед своими обычными сородичами. В частности, основыва-

ясь на разных научных предпосылках, были получены томаты с плодами, 

способными хранится длительное время при комнатной температуре, что 
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можно считать довольно ярким примером возможностей генетической 

инженерии при конструировании трансгенных растений. 

Поначалу сфера применения ГМ-культур ограничивалась интере-

сами только сельского хозяйства, но в последние годы медицинская про-

мышленность обращает все больше внимания на использование транс-

генных растений для получения веществ, используемых как в лечебной 

практике, так и для профилактических мероприятий. В качестве примера 

можно отметить наработку в трансгенных растениях гормональных пре-

паратов, моноклональных антител, «съедобных вакцин» и др. Причинами 

этого внимания являются как относительная дешевизна получаемых про-

дуктов (растения гораздо легче вырастить на больших площадях и в зна-

чительных количествах), так и вопрос безопасности: в растениях отсутст-

вуют потенциально опасные вирусы, которые теоретически могут быть в 

культуре животных клеток. Вирусы растений никакой угрозы для челове-

ка, к счастью, не представляют. Наиболее перспективными для наработки 

белковых препаратов медицинского назначения являются транспластом-

ные растения. 

Интересную группу трансгенных растений составляют культуры 

с модификацией запасных веществ. Примером может служить трансген-

ный картофель, в клетках которого нарабатывается ингибитор фермента 

инвертазы, превращающей часть внутриклеточного крахмала в гексозы. 

Картофель во избежание прорастания обычно хранится на холоду, но 

упомянутый процесс протекает при низких температурах. Обычный под-

мерзший картофель имеет сладковатый привкус, однако у трансгенных 

растений картофеля с введенным геном ингибитора инвертазы вызванная 

холодом трансформация крахмала в сахар снижается на 75%, при этом 

без изменения качества самих клубней. Другой пример - при помощи гена 

ацетил-ACP тиоэстеразы, предотвращающей синтез жирных кислот с 

длинной цепью, был получен трансгенный рапс, накапливающий в семе-

нах масло, содержащее более 40% лауратов, широко используемых в кон-

дитерской промышленности. Обычно их получают из кокосового ореха 

или масличной пальмы, что доступно не для всех регионов. 

Одно из заметных применений трансгенных растений связано с 

цветочной индустрией. Полученные знания о метаболизме растительных 

пигментов открыли новые перспективы в развитии индустрии цветов, дав 

возможность получать для некоторых растений цветки с окраской, кото-

рая никогда не встречается у этих видов в природе, поскольку у них реа-

лизуется иной тип метаболизма, не приводящий, например, к возникно-

вению синего пигмента. В настоящее время генетически измененные цве-

ты выращиваются на продажу во многих странах мира, но впервые это 

было сделано в Австралии в октябре 1996 г., когда фирма Florigene вы-

пустила на рынок синюю трансгенную гвоздику сорта Moondust. Сейчас 
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уже созданы и синие розы, также не существовавшие в природе (сорт 

«Blue Moon»). В продаже также имеются различные сорта и виды синих 

орхидей. Другим перспективным направлением трансгеноза в цветовод-

стве становится придание приятных ароматов тем цветам, которые ранее 

таковых не имели. Относительно новым направлением в трансгенозе рас-

тений является увеличение размера их органов, и здесь цветки и соцветия 

более крупных размеров, чем природные, также могут быть весьма вос-

требованы, ввиду потенциального роста объема продаж таких сортов, в 

том числе, идущих на срезку. Не менее важным можно считать увеличе-

ние размеров разных органов не только с целью усилить красоту таких 

растений, но и придать им дополнительные (новые) хозяйственно-

полезные свойства, как, например, удлинение волокон у хлопка или по-

вышение общей урожайности различных ГМ-культур. 

Вне всякого сомнения, ГМ-растения будущего заметно изменят 

жизнь человечества, причем исключительно в лучшую сторону. Сельско-

хозяйственные растения - за счет увеличенной урожайности, лучшей со-

хранности собранного урожая, в том числе, ввиду их способности проти-

востоять вредным биотическим и абиотическим факторам. Технические 

культуры – благодаря измененным и улучшенным свойствам различного 

сырья. Декоративные – за счет своей новой красоты и утонченных арома-

тов в угоду ценителям. Для того чтобы все это состоялось необходимо 

дальнейшее изучение генетических и физиолого-биохимических особен-

ностей у многочисленных представителей растительного царства. Целе-

направленное же изменение свойств различных ГМ-растений, нужных 

человечеству, немыслимо без таких разделов наук о Жизни как геномика, 

транскриптомика, протеомика и метаболомика. Основные усилия должны 

быть направлены на поиски новых генов-кандидатов, которые могут быть 

использованы в генной инженерии растений. Также должны разрабаты-

ваться и усовершенствоваться методы одновременного внедрения боль-

шого количества генов в геномы растений. 

ГМО и биобезопасность 

Широкое распространение трансгенных растений и продуктов, 

изготовленных из них, породило большое количество мифов о генно-

модифицированных организмах (ГМО). В обществе бытует мнение, что 

распространение ГМО теоретически может представлять некоторую 

опасность как окружающей среде и через нее всему человечеству, так и 

каждому человеку при употреблении их в пищу. К сожалению, это мне-

ние чаще всего базируется на незнании и непонимании того, каким обра-

зом создаются трансгенные растения и что они вообще из себя представ-

ляют. Эти пробелы в знаниях общество, как и во все времена легко ком-

пенсирует за счет мифического мировоззрения. Страхи перед ГМО также 

постоянно подогревают экономически заинтересованные в этом люди, 
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например, фермеры, не выращивающие по разным причинам трансгенные 

растения или занимающиеся органическим земледелием, а также струк-

туры, желающие занять рынок диагностики и экспертизы ГМО. Мировые 

и отечественные СМИ распространяют самые невероятные мифы о ГМО. 

В рамках данного учебного пособия эти мифы рассматриваться не будут, 

так как распространяемые СМИ эмоциональные истории о ГМО чаще 

всего имеют отношение к психологическим страхам человека и с транс-

генными растениями едва ли связаны. Однако среди противников ГМО, 

как ни странно, попадаются и весьма образованные люди и даже люди с 

биологическим образованием, которые вот уже в течение многих лет де-

лают все, чтобы придумывать все новые и новые околонаучные аргумен-

ты против ГМО. Рассмотрим эти аргументы вкратце, разделив их на от-

дельные страхи или риски. 

Страх первый - гербицидоустойчивость ГМО. В обществе име-

ются предположения, что в ГМО-продуктах повышено содержание гер-

бицидов, а выращивание гербицидоустойчивых растений может привести 

к появлению суперсорняков. 

В первую очередь, необходимо понимать, что еще задолго до по-

явления ГМО, гербициды начали широко применяться в сельском хозяй-

стве и, как ГМО, так и не ГМО-продукты будут содержать в своем соста-

ве следовые количества гербицидов. Однако при выращивании современ-

ных трансгенных растений чаще всего применяют Раундап, который яв-

ляется одним из самых безопасных гербицидов для человека. Мишенью 

Раундапа является шикимовая кислота, имеющаяся только у бактерий, 

грибов и растений, под его воздействием происходит нарушение ее мета-

болизма. Альтернативой применения гербицидов является лишь ручная 

прополка полей, что в современном мире неприемлемо, так как связана с 

тяжелым и изнуряющим ручным трудом, что будет существенно повы-

шать цену получаемой продукции, а также приведет к уменьшению пло-

щадей посевов.  

Следующий страх касается возможности появления суперсорня-

ков среди диких сородичей культурных ГМ-растений посредством пере-

опыления трансгенной пыльцой, несущей гены устойчивости к отдель-

ным гербицидам. Необходимо заметить, что за много лет выращивания 

ГМ-культур на полях таковых пока не образовалось, по крайней мере, в 

серьезной научной литературе сообщений об этом не отмечено, есть 

только гипотетические не подкрепленные доказательствами высказыва-

ния на ангажированных форумах. Даже если такие суперсорняки неожи-

данно возникнут, с их распространением на полях можно будет справить-

ся с помощью очередного гербицида из множества производимых хими-

ческой индустрией. К тому же они не будут иметь никакого преимущест-

ва перед другими сорняками в борьбе за выживание в условиях дикого 
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произрастания, ввиду отсутствия там гербицидного фона. Появление фак-

тически новых «подвидов» растений в виде суперсорняков однозначно не 

сможет нанести существенный или хотя бы сколько-нибудь заметный 

урон биологическому разнообразию, мифические суперсорняки скорее 

пополнят общее биоразнообразие, чем смогут его уменьшить. 

Страх третий - инсектицидность ГМО. При создании трансген-

ных растений, устойчивых к насекомым, наносящим серьезный урон 

сельскохозяйственному производству, наиболее широко применяется 

введение гена, кодирующего биоинсектицид на основе Cry белка почвен-

ной спорообразующей бактерии Bacillus thuringiensis (Bt). В связи с тем, 

что среди коммерчески выращиваемых растений немалую долю состав-

ляют сорта с геном данного токсина - это расценивается как определенная 

угроза окружающей среде. Например, предполагается, что токсины, про-

дуцируемые в тканях трансгенных растений могут каким-то непонятным 

образом повлиять на полезные насекомые. Необходимо отметить, что еще 

в 1938 г. во Франции появился первый коммерческий продукт для борьбы 

с вредными насекомыми под торговым названием Sporeine, представляв-

ший собой бациллярные споры культуры B. thuringiensis. Широкомас-

штабное применение Bt-токсина в сельском хозяйстве началось в США с 

1961 г., в Германии – с 1964 г., и продолжается поныне во многих стра-

нах. Основным способом обработки до сих пор служит аэрозольное рас-

пыление препаратов со спорами данной бактерии или самого кристалли-

ческого белка. При этом почему-то никто, включая противников ГМО, не 

беспокоится о полезных насекомых, которые в этом случае в гораздо 

большей степени могут ощутить воздействие Bt-токсинов, поскольку при 

таких мерах борьбы с вредителями с ними ведется не избирательная 

борьба, а обрабатывается вся площадь посевов, тогда как при выращива-

нии ГМ-культур, несущих ген биоинсектицида, токсин «получит» только 

конкретное насекомое-вредитель при поедании зеленой массы, где будет 

содержаться ядовитый для них белок. Более того, в упоминавшемся орга-

ническом земледелии, не приемлющем химические препараты, довольно 

часто используются пестициды биологической природы, и важное место 

среди них для борьбы с насекомыми занимает как раз Bt-токсин. Такой 

подход лишний раз свидетельствует, что противники ГМО проявляют 

свою активность очень избирательно, не замечая того, что им невыгодно 

и что не представляет для них серьезной экономической угрозы. 

Страх четвертый - встраивание чужеродной ДНК. Самую серь-

езную потенциальную угрозу со стороны ГМО кое-кто видит в возмож-

ном встраивании ДНК генетически-модифицированного организма в 

ДНК человека. С точки зрения здравого смысла и исходя из элементар-

ных знаний механизма переноса ДНК в геном растений, абсолютным за-

блуждением является мнение, что внедренные в геном ГМ-растений ре-



189 

 

комбинантные последовательности ДНК обладают чудодейственной си-

лой, и, попав в организм человека, избирательно встраиваются еще и в 

его геном. Однако в пищеварительном тракте человека вся ДНК подвер-

гается тотальному неизбирательному расщеплению. Абсолютно неверо-

ятным событием является подобная гипотетическая встройка в геном че-

ловека ДНК из сырой и, более того, термически обработанной пищи, по-

ступающей в организм самым стандартным путем в процессе ее употреб-

ления. Мы всю жизнь употребляем в пищу самые разнообразные продук-

ты, и до некоторого момента никому и в голову не приходило предполо-

жить вероятность изменения генома человека, связанного с процессом 

питания. Если бы это происходило хоть с какой-то минимальной вероят-

ностью, то жизнь на Земле была бы просто невозможна из-за непредска-

зуемости последствий питания. Во время употребления большинства 

продуктов (хлеб, овощи, фрукты, мясо и пр.) мы получаем большое коли-

чество чужеродной ДНК. Например, в красной и черной икре этой самой 

ДНК довольно много, тем не менее, рыбьей чешуей никто из ее любите-

лей до сих пор не покрылся. Более того, геном человека давно уже полно-

стью секвенирован и в нем до сих пор не обнаружены гены или их участ-

ки из живых организмов, являющихся традиционной пищей человека. 

Таким образом, горизонтальный перенос генов связанный с питанием 

человека не происходил даже в эволюционных масштабах. В геном чело-

века не встраивались чужеродные гены в течение сотен тысяч лет и нет 

никаких оснований полагать, что ситуация сегодня вдруг может изме-

ниться. Также отметим, что по современным данным, ряд природных рас-

тений, например, табак, льнянка и многие другие, содержат в своем гено-

ме Т-ДНК A. tumefaciens, то есть являются изначально трансгенными. 

Исходя из этих данных, можно предположить, что человек уже в течение 

многих тысяч лет сталкивается с трансгенными растениями, которых соз-

дала сама Природа, и это не имело никакого отрицательного эффекта. 

Необходимо отметить, что проявления трансгеноза в виде встройки ка-

ких-то генов могут дать о себе знать только в том случае, если каким-то 

чудом ДНК рыбы, свиньи, любого другого организма из «продуктового 

набора» из пищеварительного тракта человека не только попадет в отно-

сительно нативном виде в ядра половых клеток, но и встроится под кон-

тролем всех необходимых регуляторных элементов в геном зиготы и эм-

бриона, что является абсолютно невероятным событием. При этом наибо-

лее «грамотные» специалисты пугают население не просто самой моле-

кулой ДНК, а конкретным небольшим ее участочком, часто присутст-

вующим в трансгенных растениях – 35S промотором вируса мозаики 

цветной капусты, который совершенно не способен функционировать в 

организме животных и человека. Но дело даже не столько в этом. Счита-

ется, что около 10% цветной капусты и капусты белокочанной всегда ин-
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фицировано этим широко распространенным вирусом, причем всего одна 

инфицированная клетка содержит около 100 тысяч копий вируса и, соот-

ветственно, столько же копий 35S промотора. Трансгеноз же добавляет в 

клетку лишь единичные копии данного промотора. Таким образом, чело-

век издревле вместе с капустой потребляет этот вирус вместе с его про-

мотором на уровне приблизительно в 10000 - 100000 раз более высоком, 

нежели его поставляют трансгенные растения. Более того отметим, что 

все культурные растения имеют свои собственные ДНК-содержащие ви-

русы, в геномах которых всегда содержатся конститутивные промоторы, 

поэтому можно предположить, что нет такой растительной пищи на Зем-

ле, где бы не содержались аналоги и гомологи 35S промотора. Интересно 

отметить, что если верить противникам ГМО, для человека более реаль-

ную опасность могут представлять вирусы животных и их промоторы, 

которые в нативном виде могут содержаться в различных экстрактах, ши-

роко применяемых в медицине, например, в хорошо известном панкреа-

тине, мезиме, креоне и других, однако об этом противники ГМО почему-

то не упоминают. 

Страх пятый – новые белки как аллергены. С развитием цивили-

зации и современной медицины уровень естественного здоровья человека 

в целом существенно снизился и одной из причин этого является чрез-

мерное увлечение гигиеной. Предполагается, что это приводит к некото-

рому повышению количества аллергиков среди населения Земли. Также 

есть мнение, что немаловажной причиной увеличивающегося числа лю-

дей, подверженных аллергическим заболеваниям в популяции, является 

более глубокая озабоченность современного сообщества, а иногда даже и 

«зацикленность» отдельных его индивидов на своем собственном здоро-

вье. Противники ГМО полагают, что участившиеся случаи аллергии к сое 

вызваны якобы тем, что все большая ее часть становится трансгенной. 

Однако еще задолго до появления трансгенных растений соя в Японии, 

наряду с рисом, считалась основным аллергеном, так же как в США - 

арахис. Это связано исключительно с массовым употреблением этих про-

дуктов в пищу в данных странах, среди населения которых и выявилась 

значительная доля аллергиков. У нетрансгенной сои найдено не менее 15 

потенциально аллергенных белков и все более широкое использование 

как трансгенной так и обычной сои в качестве добавок в самые разные 

пищевые продукты увеличивает количество ее потребителей, сообразно 

этому растет и число людей, чувствительных к сое, но генная инженерия 

здесь совершенно ни при чем. 

Поскольку генетическая модификация меняет белковый состав 

растений - вводит новые белки, модифицирует существующие или изме-

няет их количество, то аллергенность растения после генетической 

трансформации действительно может измениться. Но при этом надо 
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иметь ввиду, что у большинства ГМ-растений внедренные в них чуже-

родные белки нарабатываются в слишком малых количествах для того 

чтобы служить антигенами. Поэтому риск возникновения аллергии на-

много выше от периодически появляющихся в нашем рационе новых 

продуктов питания, которые никто не проверяет на аллергенность, в от-

личие от тщательно и всесторонне изученных ГМ-продуктов. 

Страх шестой – гены устойчивости к антибиотикам. Как пра-

вило, при создании трансгенных растений в качестве селективных марке-

ров в них встраивают гены устойчивости к антибиотикам. Этот факт так-

же внушает некоторым определенные опасения, связанные с употребле-

нием в пищу ГМ-продуктов. Однако, антибиотики используемые в каче-

стве селективных факторов при получении трансгенных растений (в ча-

стности, канамицин) в настоящее время практически не применяются при 

лечении людей, а часто используемый в генной инженерии гигромицин 

практически не применяется (ранее применялся только в животноводст-

ве). 

Еще одним риском, связанным с генами антибиотикоустойчиво-

сти, считается возможная передача таких генов от съеденных ГМ-

продуктов обитающим в кишечнике человека бактериям и появление сре-

ди них штаммов, резистентных к этим антибиотикам. Здесь необходимо 

напомнить, что многие штаммы микроорганизмов, в том числе, состав-

ляющие нормальную микрофлору человека, изначально снабжены самой 

природой генами устойчивости к разнообразным антибиотикам. В их 

клетках имеются плазмиды, которыми бактерии способны обмениваться. 

К тому же эти гены антибиотикоустойчивости взяты исследователями для 

создания векторных систем для трансформации растений именно у бакте-

рий, так что нет никаких причин опасаться того, что даже если они ка-

ким-то невероятным образом туда вернутся, что-то вдруг изменится. 

Страх седьмой – плейотропное действие генов. Существует 

предположение, что трансгены, внедряемые в геномы растений могут 

оказывать множественный эффект, что может приводить к непредсказуе-

мым последствиям. При этом противники ГМО почему-то наивно пола-

гают, что нетрансгенные культурные растения были созданы самой При-

родой. Все это глубокое заблуждение. На наших полях никогда не возде-

лывается практически ничего «исходного», или, иными словами, «дико-

го». Следовательно, используемые ныне сельскохозяйственные растения 

представляют собой сорта, в той или иной степени измененные и улуч-

шенные усилиями человека, являясь по сути теми же генетически-

модифицированными организмами только иным образом. Вот только 

раньше их так никто не называл. При традиционной селекции, в первую 

очередь, производят скрещивание между линиями, сортами или между 

близкими видами, при этом происходит перемешивание нескольких ты-
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сяч генов. Зачастую новые сорта получали и получают до сих пор, под-

вергая семена воздействию ионизирующего излучения, или обрабатывая 

их химическими соединениями, которые вызывают мутации сотен генов 

и их регуляторных участков, и в потомстве стараются отобрать растения 

уже с новыми, желаемыми признаками. Поэтому плейотропного действия 

генов, прежде всего надо ждать не от трансгенных растений, в которые 

привнесены лишь несколько генов, а от обычных сортов растений, полу-

ченных традиционными методами селекции, в которые могут быть изме-

нены тысячи генов. Интересно отметить, что порой в работах по созда-

нию трансгенных растений исследователи наоборот пытаются добиться 

полезного плейотропного действия генов, например на ростовые пара-

метры, однако добиться этого бывает очень сложно ввиду крайне низкого 

содержания рекомбинантного белка у ядерных трансформантов, косу-

прессии трансгенов, а также внутренних компенсаторных механизмов 

растений (Кулуев и др., 2013). Очевидно, что в растениях функционирует 

большое количество молекулярных механизмов, которые в конечном сче-

те не допускают появление фертильных особей, сильно отклоняющихся 

от нормы. Таким образом, растения, способные нормально развиваться и 

давать хороший урожай, с большой долей вероятности подходят для ис-

пользования в сельском хозяйстве и пищевой промышленности. Однако, 

по современным стандартам, эти растения, безусловно, должны пройти 

необходимую экспертизу. При этом трансгенные растения эту экспертизу 

проходят обязательно, а новые сорта, полученные путем гибридизации и 

другими методами генетической модификации, почему-то не проверяют-

ся. 

Таким образом, ГМ-растения для употребления в пищу безвред-

ны, для экосистем не представляют опасности и, несмотря на сопро-

тивление определенных слоев общества, будут получать все большее 

распространение по всему миру. Использование трансгенных растений 

позволяет в разы увеличивать урожайность, качество получаемой про-

дукции, и способствует снижению трудоемкости и стоимости продуктов 

питания. Также благодаря выращиванию ГМ-растений существенно 

уменьшается пестицидная нагрузка на экосистемы. Наша страна, к сожа-

лению, традиционно отстает в области внедрения биомедицинских тех-

нологий и ГМ-растения в России, несмотря на разрешающее Постановле-

ние Правительства РФ № 839, до сих пор не выращиваются. Мнение уче-

ных-биологов по поводу ГМО заключается в том, что для преодоления 

отставания в области сельского хозяйства и обеспечения продуктовой 

безопасности представляется необходимым сократить импорт ГМ-

продуктов из зарубежных стран и стимулировать создание и внедрение 

отечественных ГМ-сортов, приспособленных для выращивания в наших 

климатических условиях. 
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Однако, 04.07.2016 был подписан федеральный закон "О внесе-

нии изменений в отдельные законодательные акты Российской Федера-

ции в части совершенствования государственного регулирования в облас-

ти генно-инженерной деятельности" который был разработан и внесен 

Минобрнауки России (Ливанов Д.В.) во исполнение перечня поручений 

Президента Российской Федерации по итогам оперативного совещания 

Совета Безопасности Российской Федерации "О состоянии и проблемах 

обеспечения национальной безопасности в связи с использованием гене-

тически модифицированных организмов" (от 12 февраля 2014 г. № Пр-

285). 

Законопроект направлен на совершенствование государственного 

регулирования в области генно-инженерной деятельности путем установ-

ления контроля за выпуском генно-инженерно-модифицированных орга-

низмов в окружающую среду и введения мониторинга воздействия на 

человека и окружающую среду генно-инженерно-модифицированных 

организмов и продукции, полученной с применением таких организмов 

или содержащей такие организмы. 

Законопроектом устанавливается запрет на выращивание и раз-

ведение генно-инженерно-модифицированных растений и животных на 

территории Российской Федерации, за исключением их использования 

для проведения экспертиз и научно-исследовательских работ. 

Законопроект предусматривает распространение на импортеров 

соответствующих организмов и продукции обязанности по прохождению 

необходимых регистрационных процедур, а также наделяет Правительст-

во Российской Федерации правом запрещать ввоз в Российскую Федера-

цию указанных организмов и продукции по результатам мониторинга. 

Кроме того, законопроектом предусматривается административ-

ная ответственность за использование генно-инженерно-

модифицированных организмов с нарушением разрешенного вида и ус-

ловий использования. Рассмотрение дел о нарушениях законодательства в 

области генно-инженерной деятельно-

сти законопроектом отнесено к компе-

тенции органов, полномочных осущест-

влять контроль за выпуском генно-

инженерно-модифицированных орга-

низмов в окружающую среду. 

  

«Просто у него гены хорошие!» 

Рис из сайта http://coffee-expert.com.ua 
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ПРАКТИКУМ 

 

Лабораторная работа № 1 

Тема: «Организация и оборудование биотехнологической ла-

боратории и правила работы в условиях стерильной лаборатории» 

1. Оборудование для биотехнологической лаборатории  

Для организации биотехнологической лаборатории необходимы  

Оборудование для подготовки инструментов и лабораторной посуды:  

мойки с горячей и холодной водой;  

емкость для дистиллированной воды;  

дистилляторы и бидистилляторы;  

сушильные шкафы с режимом работы для сушки посуды – до 100 

- 130
о
С, для инструментов – до 170

о
С;  

шкафы для хранения чистой посуды и инструментов,  

емкости для хранения моющих средств,  

вытяжные шкафы с эксикаторами для хромпика (H2SO4 98 % + 

K2CrO7). 

Оборудование для приготовления питательных сред:  

лабораторные столы;  

холодильники для хранения маточных растворов солей, гормонов 

и витаминов;  

аналитические и торсионные весы;  

иономер;  

магнитные мешалки;  

электрические плитки,  

набор посуды (колбы, стаканы, мерные цилиндры, пробирки и 

др.),  

химические реактивы надлежащей степени чистоты (ХЧ, Ч, 

ЧДА). 

Оборудование для стерилизации инструментов, посуды и питательных 

сред:  

автоклавы с режимом работы – давление 1-2 атмосферы и темпе-

ратура 120 – 180 
о
С;  

стеллажи для штативов с питательными средами;  

шкафы для хранения стерильных материалов.  

Оборудование для инокуляции растительных эксплантов на питатель-

ные среды:  

ламинар-боксы,  

лабораторные столы,  

стеллажи,  

бактерицидные лампы,  

шкафы для материалов и оборудования. 
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Оборудование для выращивания культур:  

световое отделение – источники освещения со спектром близким 

к спектру дневного света (от 3 до 10 kLx),  

кондиционер для регуляции температуры (25±2 
о
С) и влажности 

воздуха (70 %),  

стеллажи для штативов с культивируемым материалом;  

темновое отделение – с тем же оборудованием, исключая источ-

ники освещения.  

Посуда, инструменты и вспомогательные материалы: мерные 

колбы, колбы Эрленмейера, химические стаканы, мерные цилиндры, 

чашки Петри, пробирки, бутылки, пипетки, стеклянные палочки, стек-

лянные и мембранные фильтры, ланцеты (в том числе глазные, хирурги-

ческие, анатомические), ножницы, пинцеты, ножи, бритвенные лезвия, 

препарировальные иглы, шпатели, бумага (оберточная, пергаментная, 

фильтровальная), фольга алюминиевая, вата, марля, шпагат. 

Особенности работы в условиях стерильной лаборатории 

Правила работы в стерильном помещении: 

1. Все лица, находящиеся в лаборатории, должны быть в халатах, 

сменной обуви (либо бахилах), в шапочке или косынке.  

2. В помещении запрещается прием пищи и курение, хранение 

продуктов питания. 

3. Нельзя вносить в лабораторию посторонние вещи. 

4. Запрещается выходить за пределы лаборатории в халатах или 

надевать верхнее платье на халат. 

5. Каждый работник должен пользоваться только своим рабочим 

местом. 

6. Все операции должны производиться с соблюдением правил 

стерильности: все стерильные работы проводят вблизи пламени горелки, 

переливание зараженных жидкостей производят над лотком с дезинфици-

рующим раствором и т. п. 

7. Нужно строго следить за чистотой рук: по окончании работы 

руки необходимо продезинфицировать. Рабочее место в конце дня приво-

дят в порядок и тщательно дезинфицируют. 

8. Весь инвентарь, находившийся в контакте с заразным материа-

лом, подлежит стерилизации или уничтожению. 

Биотехнологическую лабораторию необходимо содержать в чис-

тоте. Следует регулярно проводить гигиеническую уборку помещений 

лаборатории.  

Для культивирования стерильных проростков необходимо ис-

пользовать ламинар-боксы, обеспечивающие посадку эксплантов на пита-

тельную среду без заражения микроорганизмами. 
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Все поверхности ламинара обрабатываются 96 % спиртом, про-

стерилизованные инструменты, материалы, растительный материал по-

мещают на стол ламинара и включают УФ-излучение. Через 20 минут 

выключают УФ и включают биофильтры. Для работы в ламинар-боксе 

надевают стерильный халат и шапочку, руки обрабатываю 96 % спиртом. 

Пинцеты, скальпели и препарировальные иглы помещают в стакан с 96 % 

спиртом. Перед каждой манипуляцией инструменты обжигают на пламе-

ни спиртовки. В случае нарушения стерильности на средах хорошо раз-

виваются микроорганизмы (грибы, бактерии), нарушающие состав среды 

и подавляющие рост растительных эксплантов. 

Посуду, халаты, вату, бумагу, дистиллированную воду, питатель-

ные среды стерилизуют в автоклавах под давлением пара 1 - 2 атмосферы 

и температурой 120 
о
С в течение 20 - 60 мин, в зависимости от объёма 

стерилизуемого материала. 

Колбы, штативы со средой, вату, бумагу, халаты перед автокла-

вированием заворачивают в целлофановую бумагу, либо помещают в 

биксы. 

Металлические инструменты автоклавировать нельзя, так как под 

действием пара образуется ржавчина. Поэтому их стерилизуют сухим 

жаром в термостатах с температурой 170 – 250 
о
С в течении 1-2 часов. 

Материалы и оборудование: 

Химические стаканы (50, 100, 250 мл), штативы с пробирками, 

инструменты (пинцеты, скальпели, ножницы, препарировальные иглы), 

моющие средства, (стиральный порошок), хромпик, гипохлорит натрия. 

Ход работы. 

1. Ознакомиться с устройством биотехнологической лабо-

ратории. 

2. Под руководством преподавателя освоить принципы ра-

боты автоклава, сушильного шкафа, дистиллятора и другого вспомога-

тельного оборудования. 

3. Посуду замочить в растворе гипохлорита натрия, тща-

тельно отмыть в растворах детергентов (стиральный порошок), промыть 8 

- 10 раз проточной водой, поместить на 4 - 6 часов в хромпик (смесь сер-

ной кислоты с бихроматом калия), промыть теплой водой, затем дважды 

дистиллированной. 

4. Чистую посуду поместить в сушильный шкаф на 2 часа 

при температуре 100 - 130
о
С. 

5. Сухую посуду для хранения закрыть ватными пробками, 

фольгой, целлофаном. 

Контрольные вопросы к лабораторной работе 1. 

1. Как устроена биотехнологическая лаборатория? 
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2. Какое оборудование необходимо для работы в стерильных усло-

виях? 

3. Как простерилизовать питательные среды, посуду, дистиллиро-

ванную воду, инструменты? 

4. Как происходит стерилизация помещения лаборатории?  

5. Каким образом осуществляется стерилизация посуды и инстру-

ментов для работы с растительными объектами в условиях in vitro? 

6. Как проводят стерилизацию пинцетов, скальпелей и препариро-

вальных игл? 

7. Каковы основные правила работы в стерильной зоне? 

 

Лабораторная работа 2 

Тема: «Приготовление и стерилизация питательной среды 

Мурасиге-Скуга» 

Для культивирования растительных клеток и тканей in vitro при-

меняют жидкие и агаризованные (твердые) среды. Агаризованные среды 

готовят на основе агар-агара – полисахарида, входящего в состав морских 

водорослей, который образует с водой гель при pH 5,6 - 6,0. Обычно к 

среде добавляют 0,7-0,8 % агара. Иногда в качестве уплотнителя и заме-

нителя агар-агара используют полиакриламидные гели (биогели).  

Разработано много питательных сред, но большинство из них 

представляют модификации основных: Мурасиге-Скуга (МС), Уайта, 

Гамборга (В5), Чапека и др. Для искусственных питательных сред рас-

творы макро- и микросолей готовят заранее и используют многократно. 

Это маточные (концентрированные) растворы. Их хранят в специальных 

условиях: макро- и микро- соли в холодильнике в сосудах с притертыми 

пробками при 0 -+4 
о
С. Витамины, фитогормоны, ферменты, раститель-

ные экстракты лучше хранить при -20 
о
С в небольших по 5 - 10 мл сосу-

дах с пробками. Маточные растворы макросолей обычно превосходят 

рабочие по концентрации в 10 - 40 раз, микросолей – в 100 -1000 раз, ви-

таминов – в 1000 раз. Для приготовления маточного раствора макро- и 

микросолей каждую соль растворяют в отдельном стаканчике при нагре-

вании, затем сливают и доводят до нужного объема. В охлажденную 

смесь микросолей последним добавляют раствор солей молибдена, а в 

макросоли – раствор солей магния (для предотвращения выпадения осад-

ка). Маточный раствор хелата железа готовят и хранят отдельно от дру-

гих солей. Неправильное приготовление хелатного железа может привес-

ти к выпадению в осадок после автоклавирования фосфатов кальция и 

магния. Концентрированные растворы витаминов готовят каждый от-

дельно путем растворения соответствующих навесок в дистиллированной 

воде. Фитогормоны, как правило, плохо растворяются в воде. Поэтому 

предварительно 10 мг вещества растворяют в небольших количествах 
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(0,5-1 мл) спирта (ауксины, гиббереллины), 0,5-1 н HCI или КОН (цито-

кинины), затем подогревают до полного растворения (кроме абсцизовой 

кислоты и цитокинина) и доводят до 10 мл объема (1 мл содержит 1 мг 

гормона). В холодильнике их можно хранить при температуре +4 ºС не 

более 1 мес. 

Материалы и оборудование. Химические стаканы, колбы, мерные 

цилиндры от 5 мл до 2 л, пробирки, пипетки от 0,01 мл до 10 мл или доза-

торы, весы аналитические до 500 г, весы торсионные до 100 мг, пинцеты, 

ножницы, шпатели, электроплитки, магнитные мешалки, химические ре-

активы или готовые маточные растворы макро- и микросолей, витаминов, 

фитогормонов. 

1. Подготовительный этап. 

1. Подготовить помещение к работе – провести тщательную влаж-

ную уборку с использованием моющих средств. 

2. Прокварцевать помещение в течение 1.5 – 2 ч. Запрещено захо-

дить (находиться) в помещении во время кварцевания! Нельзя смотреть 

без защитных очков на лампу! После окончания кварцевания (выключе-

ния УФ-лампы) 10–15 минут подождать. 

3. Подготовить чистую стерильную посуду и инструменты. 

4. Непосредственно перед работой необходимо протереть внутрен-

ние поверхности ламинара 70 % раствором этилового спирта, разложить 

в нем необходимые инструменты и материалы: спирт в закрытой посуде, 

спиртовку (горелку), спички, простерилизованный инструмент и посуду. 

5. Все манипуляции с растительным материалом проводить либо на 

стерильной поверхности бокса, либо в простерилизованных чашках 

Петри за пламенем спиртовой горелки. 

6. При работе с инструментами необходимо перед каждой манипу-

ляцией помещать их (скальпель, препаровальную иглу, пинцет и т. д.) в 

стаканчик со спиртом, затем прожигать в пламени горелки. Каждый ин-

струмент для манипуляции используется единоразово!!! 

2. Подготовка маточных растворов макро-, микросолей, ви-

таминов и фитогормонов.  

Материалы и оборудование: NH4NO3, KNO3, CaCl2, MgSO4
.
х

 

7H2O, KH2PO4, H3BO3, MnSO4
. 

х 5H2O, KI, ZnSO4
.
х 7H2O, Na2MoO4

.
х 

2H2O, CuSO4
. 

х 5H2O, CoCl2
.
х 6H2O,  FeSO4

.
х 7H2O,  Na2ЭДТА

.
х 2H2O, 

этанол, 1 Н HCl  и 1 Н КОН, весы, магнитная мешалка, шпатели, лабора-

торная посуда – стакан или колба объемом 1 л, мерные цилиндры 500 мл, 

100 мл, мерные пипетки – 5 мл, 1 мл, посуда из темного стекла – 1л, 100 

мл, 50 мл, 25 мл. 

Для хранения растворов макросолей, микросолей, фитогромонов 

и витаминов желательно использовать стерильную посуду. 

Ход работы 
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1. Приготовить 5 растворов макросолей по 1 л. 

2. Приготовить 7 растворов микросолей по 100 мл. 

 

 Макросоли: г Микросоли: мг 

1 NH4NO3 16.5 H3BO3 620  

2 KNO3 19.0 MnSO4 
.
 5H2O 2230 

3 CaCl2 3.3 ZnSO4 
.
7H2O 860 

4 MgSO4 
.
 7H2O 3.7 KI 83 

5 KH2PO4 1.7 Na2MoO4 
.
2H2O 25  

6   CuSO4 
.
 5H2O 2.5 

7   CoCl2 
.
 6H2O 2.5  

 

Для приготовления маточных растворов каждую соль взвешива-

ют и растворяют отдельно в новой порции дистиллированной воды. Взве-

сить указанное количество макросолей и растворить каждую в 1 л дисти-

лированой воды, колбу снабжают этикеткой и хранят в холодильнике.  

Взвесить необходимое количество микросолей и растворить каж-

дую в 100 мл дистилированой воды, колбу снабжают этикеткой и хранят 

в холодильнике при 2 – 4 
о
С в течение месяца. 

1. Приготовить раствор Fe-хелата: 

 FeSO4 
.
 7H2O  557 мг;  

  Na2ЭДТА 
.
2H2O  745 мг 

 Навески растворить отдельно в дистиллированной воде, слить и 

довести до кипения. Охладить, колбу снабжают этикеткой и хранят в 

темной посуде в холодильнике при температуре при 2 – 4 
о
С. 

2. Приготовить растворы фитогормонов по 10 мл (ИУК, 2,4Д, кине-

тин, БАП) в концентрации 1 мг/мл, флакон снабжают этикеткой и хра-

нят в холодильнике в замороженном виде. 

Растворы фитогормонов готовят следующим образом. 

Ауксины (2,4-Д, НУК, ИУК, индолил-масляная кислота – ИМК) - 

100 мг вещества растворяют в 0,5 - 2 мл спирта, подогревают, добавляют 

дистиллированную воду до 100 мл (концентрация 1 мг/мл). 

Цитокинины (кинетин, зеатин, БАП): растворяют в небольшом 

объеме 0,5 н. HCl, подогревают, добавляют соответствующий объем дис-

тиллированной воды. 

Абсцизовая кислота (АБК): навеску растворяют в 70%-ном эта-

ноле, доводя до нужного объема. 
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При введении фитогормонов в среду перед автоклавированием 

следует обязательно довести рН среды до 5,5-5,6. Однако следует учиты-

вать, что после автоклавирования изменяется первоначальный состав 

термолабильных компонентов среды. Так, тиамин распадается на пири-

мидин и тиазол, а кинетин и ИУК теряют часть своей активности. В связи 

с этим витамины и особенно термолабильные фитогормоны стерилизуют 

фильтрованием, пропуская через фильтр Зейца или «Миллипор» с диа-

метром пор 0,4 мкм (НУК, ИУК, зеатин, БАП). В этом случае для регуля-

ции рН среды используют стерильные растворы щелочи. 

Приготовить растворы витаминов РР, В1, В6 по 10 мл в концен-

трации 1 мг/мл, флакон снабжают этикеткой и хранят в холодильнике в 

замороженном виде. 

3. Подготовка питательной среды МС и стерилизация ее ав-

токлавированием 

Материалы и оборудование: маточные растворы макро- и микро-

солей,  Fe-хелата и витаминов, мезоинозит, сахароза, агар, 1 н HCl и 1 н 

КОН, весы, шпатели, магнитная мешалка, рН-метр, автоклав, стакан или 

колба объемом 1 л, мерные цилиндры – 500 мл, 100 мл, мерные пипетки – 

5 мл, 1 мл, ватные пробки или фольга. 

Ход работы: 

1. Для приготовления 1 л среды Мурасиге-Скуга (МС) необходи-

мо взять:  

Макросоли МС  100 мл (каждого маточного раствора)  

Микросоли МС  1 мл (каждого маточного раствора) 

Fe-хелат  5 мл 

Мезоинозит 100 мг 

В1   1 мг (1 мл маточного раствора) 

В6   1 мг (1 мл маточного раствора) 

РР   0,5 мг (0,5 мл маточного раствора) 

Сахароза  30 г 

Агар   7 г 

2. Колбу или стакан объёмом 1 л поместить на магнитную ме-

шалку, налить 50 - 100 мл дистиллированной воды и добавить необходи-

мый объем макро- и микросолей, Fe-хелата, витаминов и фитогормонов. 

3. Взвесить необходимое количество мезоинозита, сахарозы. Ка-

ждую навеску растворить в отдельной порции воды и добавить к смеси. 

Довести рН до 6,6–6,8 с помощью раствора 1н КОН или раствора 1н HCl.  

4. Навеску агара поместить в термостойкую колбу или стакан, за-

лить холодной водой (50-100 мл), оставить на 20 минут для набухания и 

нагреть, постоянно помешивая до полного растворения агара. 
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5. Добавить растворенный агар-агар к раствору среды МС и дове-

сти до нужного объема (1 л) дистиллированной водой. Среду подогреть 

до полного растворения всех компонентов. 

6. Разлить теплую среду в колбы или пробирки и закрыть ватны-

ми пробками или фольгой. 

 

Таблица 1. Состав питательной среды Мурасиге-Скуга (МС) для 

культивирования растений in vitro 

 

Компоненты среды Среда для индукции первичного 

каллусогенеза, на 1 л 

Минеральные соли 

Маточные растворы макросолей 100 мл 

Маточные растворы микросолей 1 мл 

Fe-хелат 5 мл 

Витамины 

РР 0,5 мг 

В1 1 мг 

В6 1 мг 

Мезоинозит 100 мг 

Фитогормоны 

НУК 2 мг 

ИУК 2 мг 

2,4-Д 2 мг 

Кинетин 1 мг 

БАП 1 мг 

Источник углеводов 

Сахароза 30 г 

Агар 7 г 

 

Внимание! Объём среды в колбе для автоклавирования не должен 

превышать 1/2 – 2/3 объема колбы. 

 

Работа на автоклаве (для ознакомления) - к самостоятельной 

работе со стерилизаторами паровыми (автоклавами) допускаются лица, 
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достигшие 18 летнего возраста, имеющие соответствующее образова-

ние и подготовку по специальности, … прошедшие … обучение безопас-

ным методам и приемам выполнения работ, вводный инструктаж по 

охране труда и инструктаж по охране труда на рабочем месте, провер-

ку знаний требований охраны труда, при необходимости стажировку на 

рабочем месте.  

7. Автоклав привести в рабочее состояние: закрыть плотно 

крышку, воду залить до метки. Включить автоклав, давление пара дове-

сти до метки 1,2 атм. (в паровой камере), заполнить паром стерилизаци-

онную камеру, вытеснить конденсат в течение 10 минут, при этом давле-

ние пара в стерилизационной камере должно быть на уровне 0,1-0,2 атм. 

Довести давление в стерилизационной камере до 1 атм., включить авто-

матический режим. 

8. Автоклавировать 20 минут при давлении в стерилизационной 

камере 1-1,2 атм. 

9. Отключить автоклав, вытеснить пар из обеих камер довести 

давление до 0 атм. 

10. Проавтоклавированные материалы перенести в комнату для 

пересадки тканей и поместить в шкафы или на стеллажи. 

Контрольные вопросы. 

1. Какие вещества входят в состав питательных сред, и какие 

функции они выполняют в культуре клеток и тканей растений in vitro?  

2. Каковы особенности приготовления и хранения маточных рас-

творов основных компонентов питательных сред?  

3. В чем заключается порядок приготовления культуральных 

сред? 

4. Перечислите способы стерилизации питательных сред, содер-

жащих и не содержащих термолабильные компоненты.  

5. Каким образом осуществляется подготовка к работе ламинар-

бокса?  

6. Назовите основные правила работы в условиях ламинар-бокса.  

7. Какие основные принципы составления питательных сред для 

культур растений in vitro? 

8. Какие наиболее известные и часто употребляемые среды Вы 

знаете? 

9. Чем отличаются по составу твердые и жидкие среды? Для ка-

ких целей их используют? 

10. Каковы особенности азотного питания растений в условиях in 

vitro? 

11. Какие БАВ и для каких целей вводят в состав сред? 

12. Какие синтетические ростстимулиующие вещества использу-

ют? 
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13. Для чего готовят маточные растворы? 

14. Как готовят маточные растворы макро-, микросолей, витами-

нов и фитогормонов? 

 

Лабораторная работа 3. 

Тема: «Стерилизация растительного материала. Выращива-

ние асептических проростков» 

 

Основное условие выращивания in vitro растительных клеток, 

тканей и органов – это стерильность. Но поверхностные ткани органов 

растений инфицированы эпифитными бактериями, грибами и их спорами. 

В связи с этим первым шагом для получения изолированных клеток, тка-

ней и органов растений является стерилизация растительного материала. 

Как правило, режим стерилизации устанавливают экспериментально для 

каждого объекта. Но существуют общие правила, которых следует при-

держиваться. 

Для стерилизации используют широкий спектр разных стерили-

зующих веществ: хлорамин, «Белизна»; ртутные препараты – сулема, 

диацид; окислители – перекись водорода, перманганат калия. Правиль-

ный выбор стерилизующего вещества заключается в том, чтобы нейтра-

лизовать эпифитную микрофлору и не повредить ткани растения. Кроме 

того, вещество не должно глубоко проникать в ткань и должно легко вы-

мываться. Растительные ткани после стерилизации необходимо трижды 

промыть в стерильной дистиллированной воде по 10 – 20 минут каждый 

раз. 

Цель работы: подобрать концентрацию стерилизующего раствора 

и время стерилизации семян, которые обеспечат наивысшую эффектив-

ность этого процесса. Простерилизовать семена и вырастить из них асеп-

тические проростки. 

Материалы и оборудование: 70 % раствор этилового спирта, сте-

рильная вода, «Белизна», стаканчики для стерилизующих растворов, се-

мена пшеницы или др. культур, пробирки со стерильной безгормональной 

средой МС, инструменты, ламинарбокс. 

Ход работы: 

1. Приготовить раствор белизны разной концентрации – 1 : 1, 1 : 2, 

1 : 3, 1 : 4 (растворы используются однократно и готовят непо-

срественно перед использованием). 

2. В марлевые мешочки поместить по 10 – 20 семян исследуемых 

растений. 

3. Промыть семена мыльным раствором. 

4. Мешочки с семенами погрузить в стаканчики с 70 %-ным этано-

лом на 1 – 2 минуты. 



204 

 

5. Стерильным пинцетом перенести мешочки в стаканчики соответ- 

ствующей концентрации стерилизующего раствора и выдержать 

соответствующее время (см. таблицу). 

6. Простерилизованные семена промыть стерильной дистиллиро-

ванной водой – 3 раза по 10 минут. 

7. В ламинар-боксе стерильным пинцетом перенести семена на без-

гормональную питательную среду в пробирки. 

8. Пробирки соответственно подписать и поместить в термостат 

при температуре 26 
о
С на неделю. 

9. Через 5–7 суток проанализировать чистоту посева и всхожесть 

семян. 

10. Результаты представить в виде таблицы. 

11. Определить наиболее эффективные условия стерилизации семян. 

12. Всхожесть семян в процентах рассчитывают как отношение ко-

личества проросших семян к общему числу посаженных, умно-

женное на 100 %. 

13. Эффективность стерилизации рассчитывают как отношение ко-

личества проросших, не поврежденных инфекцией семян к об-

щему количеству семян, посаженных на безгормональную среду. 

Выражают в процентах (%). 

 

Раз-

веде-

ние 

рас-

твора 

бе-

лизны 

Вре-

мя 

сте-

рили-

за-

ции, 

мин 

Кол

-во  

се-

мян

, 

шт. 

Кол-во  

инфициро-

ванных се-

мян 

Всхожесть 

семян 

Эффектив-

ность стери-

лизации, % 

шт. % шт. % 

1:1 10 

20 

      

1:2 10 

20 

      

1:3 10 

20 

      

1:4 10 

20 

      

 

Контрольные вопросы: 

1. Что такое стерилизация и какие существуют виды стерилизации? 

2. Какие методы стерилизации используют при работе в биотехноло-

гической лаборатории? 

3. Как проводят стерилизацию помещений? 
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4. Как стерилизуют материалы и инструменты? 

5. Какими способами можно стерилизовать посуду? 

6. Чем отличается стерилизация сухим и влажным паром? 

7. Для чего проводят стерилизацию растительного материала? 

8. Какие вещества используют для  стерилизации семян? 

9. Для чего необходимо подбирать режим стерилизации растительно-

го материала? 

10. Для чего используют аспетические проростки в методах культуры 

растительных клеток и тканей? 

 

Лабораторная работа № 4 

 

Тема: «Получение растений-регенерантов пшеницы в куль-

туре in vitro зрелых зародышей» 

 

Работа ведется со зрелыми зерновками сортов яровой мягкой 

пшеницы Triticum aestivum L. 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы  

- автоклав на 1.5 атм; ламинарный бокс для стерильных работ; 

водяная баня; рН-метр; сушильный шкаф на 200-220 °С; термостат на 

+26°С; 

- светоплощадка на 16-часовой фотопериод с интенсивностью ос-

вещения 10 000-25 000 лк; 

- инструменты: иглы препаровальные, пинцеты анатомические и 

глазные длинные с тонкими концами, скальпели анатомические и глаз-

ные, ланцеты анатомические и глазные, шпатели; 

- лабораторная посуда из термостойкого стекла: пробирки биоло-

гические, колбы плоскодонные для воды и приготовления питательных 

сред, колбы мерные, химические стаканы, пипетки,  чашки Петри; 

- полиэтиленовые мешки с хорошей изоляцией (для хранения 

простерилизованной лабораторной посуды);  

- крафтовая бумага (для заворачивания инструментов); 

- пробки ватные, подогнанные к пробиркам и колбам; 

- реактивы качества не ниже «чда» для приготовления питатель-

ных сред (согласно прописям); 

- стерилизующие растворы: 70%-ный этанол и хромпик (50 г дву-

хромовокислого калия и 100 г серной кислоты на 1 л воды); 

- дистиллированная и автоклавированная дистиллированная вода; 

- спиртовки;  

- штативы для пробирок;  

- вегетационные сосуды или цветочные горшки; 
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- почвенная смесь: почва (5 частей), торф (3 части), речной песок 

(1 часть), толченый древесный уголь (1 часть). 

Подготовительная работа 

Стерилизация лабораторной посуды и инструментов 

Основным условием успешного выполнения работ в области 

культивирования in vitro различных эксплантов является соблюдение 

правил асептики. 

Стеклянную посуду сначала обрабатывают хромпиком, затем 15 

раз прополаскивают проточной водой, 3 раза – дистиллированной водой. 

Сушат и стерилизуют сухим жаром в сушильном шкафу в течение 3 час 

при температуре 200-220°С. 

Простерилизованные пробирки хранят до времени использования 

в полиэтиленовых мешках с хорошей изоляцией от внешних условий. 

Перед использованием пробирки автоклавируют при 1.5 атм. в течение 30 

мин или повторно прокаливают в сушильном шкафу при вышеописанных 

условиях. 

Инструменты заворачивают в крафтовую бумагу, стерилизуют 

сухим жаром в сушильном шкафу в течение 3 час при температуре 200-

220°С или автоклавируют при 1.5 атм. в течение 30 мин. 

Приготовление питательных сред 

Для приготовления питательных сред используют реактивы вы-

сокой степени очистки (квалификация не ниже «чда»). рН среды перед 

автоклавированием доводят до 5.7-5.8. В горячем виде среду разливают 

по заранее простерилизованным пробиркам и автоклавируют при 1.5 атм 

в течение 30 мин. 

Индукционная питательная среда для формирования in vitro 

морфогенного каллуса из зрелых зародышей пшеницы готовится по про-

писи МС. Гормональный состав среды: синтетический аналог ауксина 

2,4-Д в концентрации 2.0 мг/л и кинетин в концентрации 0.2 мг/л (табл. 

1).  

Питательная среда для регенерации in vitro растений пшеницы в 

морфогенном каллусе также готовится по прописи МС, но без добавления 

2,4-Д (табл. 2). 

Стерилизация зрелых зерновок пшеницы 

Непосредственно перед извлечением зародышей зерновки стери-

лизуют 70 % этанолом в течение 3 мин и трижды промывают дистилли-

рованной автоклавированной водой.  

Этапы работы 

Получение морфогенных зародышевых каллусов in vitro 
В стерильных условиях ламинарного бокса с помощью простери-

лизованных инструментов зародыши вычленяют из зерновок и размеща-

ют в пробирки на индукционную питательную среду щитком вниз (т.е. 
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щиток зародыша находится в контакте с питательной средой). Пробирки с 

зародышами переносят в термостат при +26
0
С, в темноту. Начало каллу-

сообразования наблюдают через 5-7 суток культивирования.  

 

Таблица 1. Состав индукционной питательной среды для формиро-

вания in vitro морфогенного каллуса из зрелых зародышей пшеницы  

 

Компоненты питательной среды, мг/л 

NH4NO3 1650 Fe2SO4 x 7H2O 27.8 

KNO3  1900 Na2ЭДТА х 2H2O 37.3 

СаСl2 x 2H2O 440 Тиамин - HC1 0.5 

MgSO2 x 7H2O 370 Пиридоксин - HC1 0.5 

КН2РO4 170 Никотиновая кислота 0.5 

MnSO4 x 4H2O  22.3 Мезоинозит 100 

CoCl2 x 6H2O 0.025 Сахароза 30000 

ZnSO4 x 7Н2О 8.6 Глицин 2.0 

CuSO4 x 5Н2О 0.025 Кинетин 0.2 

Na2MoO4 x 2H2O 0.25 2,4-Д 2.0 

H3BO3 6.2 Агар 7000 

 

Таблица 2 Состав питательной среды для регенерации in vitro 

растений пшеницы в морфогенном каллусе  

 

Компоненты питательной среды, мг/л 

NH4NO3 1650 Fe2SO4 x 7H2O 27.8 

KNO3  1900 Na2ЭДТА х 2H2O 37.3 

СаСl2 x 2H2O 440 Тиамин - HC1 0.5 

MgSO2 x 7H2O 370 Пиридоксин - HC1 0.5 

КН2РO4 170 Никотиновая кислота 0.5 

MnSO4 x 4H2O  22.3 Мезоинозит 100 

CoCl2 x 6H2O 0.025 Сахароза 30000 

ZnSO4 x 7Н2О 8.6 Глицин 2.0 

CuSO4 x 5Н2О 0.025 Кинетин 0.2 

Na2MoO4 x 2H2O 0.25   

H3BO3 6.2 Агар 7000 
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Получение растений-регенерантов in vitro 

Морфогенные каллусы в стерильных условиях ламинарного бок-

са простерилизованными инструментами переносят в пробирки с пита-

тельной средой для регенерации. Штативы с пробирками размещают на 

светоплощадке при 16-часовом фотопериоде с интенсивностью освеще-

ния 10 000 лк. На 20-25-е сутки культивирования in vitro на морфогенных 

каллусах наблюдают формирование растений-регенерантов. Такие расте-

ния-регенеранты выращивают в пробирках до фенофазы кущения. 

Выращивание растений-регенерантов ex vitro 

В фенофазе кущения растения-регенеранты извлекают из проби-

рок, промывают от остатков среды водопроводной водой проточно и пе-

реносят в вегетационные сосуды или цветочные горшки, заполненные 

почвенной смесью. Растения-регенеранты выращивают на светоплощадке 

при 16-часовом фотопериоде с интенсивностью освещения 25 000 лк до 

фенофазы полной спелости зерна. 

 

Лабораторная работа № 5 

Тема: «Выделение тотальной ДНК растений фенольно-

детергентным методом по Graham» 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Ступки, пестики, скальпели, пинцеты, микроцентрифуга, микро-

центрифуга/встряхиватель (далее вортекс), микропробирки Эппендорф, 

автоматические пипетки, пластиковые наконечники, трис-HCl, рН 8.0, 0,5 

М ЭДТА, 10% SDS, 5М NaClO4, фенол, хлороформ, 96% этанол, 70% 

этанол, высокоочищенная вода mQ, оборудование для гель-

электрофореза, агароза, краситель для электрофореза, бромистый этидий. 

Этапы работы 

1. Приготовить 30 мл экстрагирующего буфера содержащего 100 

мМ трис-HCl, рН 8.0, 20мМ ЭДТА, 1% SDS.  

2. Несколько листочков молодого растения (табак, арабидопсис) 

поместить в эппендорфы, добавить примерно 5 объемов (по отношению к 

исходной навеске растительного материала) экстрагирующего буфера и 

растереть растение специальным микропробирочным пестиком до гомо-

генного состояния. 

3. Ресуспендировать гомогенат на вортексе в течение 1-2 минут. 

4. Инкубировать гомогенат при 60°С в течение 10 минут. 

5. Охладить до комнатной температуры и добавить 5М NaClO4 до 

конечной концентрации 1М. 

6. Добавить равный объем смеси (по отношению ко всему объему 

гомогената) 80%-ного фенола (доведенного до рН 8.0) и хлороформа и 

встряхивать в течение 5 минут на встряхивателе, изготовленном из пено-

пласта. 
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7. Центрифугировать смесь при 10000-15000 об/мин в течение 5 

минут на микроцентрифуге.  

8. Не задевая интерфазы отобрать верхний водно-солевой слой, 

содержащий нуклеиновые кислоты в новый эппендорф. 

9. Заново добавить равный объем фенол-хлороформной смеси и 

встряхивать в течение 10 минут, центрифугировать, отобрать верхний 

слой и повторить пункты 6-8 2-3 раза до полного исчезновения интерфа-

зы. В последний раз добавлять только равный объем хлороформа, без 

фенола. Эта процедура необходима для удаления остатков фенола. 

10. Осадить ДНК двумя-тремя объемами охлажденного 96%-ного 

этанола в течение 1 часа при -20°С. 

11. Спиртовой осадок ДНК собрать центрифугированием при 

максимальных оборотах микроцентрифуги (10-15 тысяч об/мин) в тече-

ние 5-8 минут. 

12. Вылить спирт, осадок осторожно промыть 2 раза 70%-ным 

этиловым спиртом. 

13. Подсушить осадок с использованием пипетки и нарезанных 

кусочков фильтровальной бумаги. 

14. В зависимости от количества осадка добавить 20-50 мкл вы-

сокоочищенной воды mQ. 

15. Провести агарозный гель-электрофорез выделенных образцов 

ДНК. 

 

Лабораторная работа № 6 

 

Тема: «Выделение тотальной ДНК растений методом солевой 

экстракции» 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  
Ступки, пестики, скальпели, пинцеты, микроцентрифуга, микро-

пробирки Эппендорф, автоматические пипетки, пластиковые наконечни-

ки, 5М NaCl, 6M NaCl, трис-HCl, рН 8.0, 0,5 М ЭДТА, 20% SDS, протеи-

наза К (20 мг/мл), изопропанол, 70% этанол, высокоочищенная вода mQ, 

оборудование для гель-электрофореза, агароза, краситель для электрофо-

реза, бромистый этидий. 

Этапы работы 

1. Приготовить: 

30 мл стерильного солевого буфера: 

0.4М NaCl 

10мМ Трис-HCl pH 8.0 

2мМ ЭДТА 

30 мл 20% SDS 

0.5 мл протеиназы К с концентрацией 20 мг/мл 
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30 мл 6М NaCl 

2. Около 50-60 мг листа растения гомогенизировать в 400 мкл 

стерильного солевого буфера в эппендорфе на 1.5 мл при помощи специ-

ального микропробирочного пестика. 

3. Добавить 40 мкл 20% SDS и 8 мкл протеиназы К до конечной 

концентрации 400 мкг/мл. Перемешать. 

4. Инкубировать образцы при 60°С в течение 1 часа. 

5. Добавить 300 мкл 6М NaCl, тщательно перемешать на вортексе 

в течение 30 секунд. 

6. Центрифугировать в течение 30 минут при 12 тыс. об/мин. 

7. Супернатант перенести в новую пробирку и добавить эквива-

лентное количество изопропанола, перемешать и инкубировать в течение 

30 мин в морозильнике. 

8. Образцы центрифугировать в течение 15 минут при 12 тыс. 

об/мин. 

9. Осадок промыть 70%-ным этиловым спиртом 2 раза и раство-

рить в 30-50 мкл высокоочищенной воды mQ. 

 

Лабораторная работа № 7 

Тема: «Выделение тотальной ДНК бактерий при помощи 

0.5%-ного тритона Х-100 и ионообменной смолы Chelex 100 для ПЦР-

анализа» 

 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы: 

Ламинар-бокс, твердотельный термостат для микропробирок, 

вортекс, микроцентрифуга, бактериологическая петля, автоматические 

пипетки, пластиковые наконечники, тритон Х-100, Chelex 100. 

Этапы работы 

1. Приготовить 10 мл 0.5%-ного раствора тритона Х-100 в высо-

коочищенной воде mQ с добавлением небольшого количества ионноб-

менной смолы Chelex 100 (используется для удаления большинства инги-

биторов ПЦР). 

2. При помощи бактериологической петли собрать колонию бак-

терий размером со спичечную головку и поместить в подписанный эп-

пендорф. 

3. Добавить 30-50 мкл лизирующего 0.5%-ного раствора тритона 

Х-100 и тщательно ресуспендировать на вортексе. 

4. Инкубировать образцы при 95°С в течение 5 минут. 

5. Ресуспендировать на вортексе. 

6. Центрифугировать при максимальных оборотах микроцентри-

фуги в течение 5 минут. 
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7. Надосадочную жидкость можно использовать в качестве мат-

рицы при ПЦР в течение 1 месяца, при условии хранения образцов в хо-

лодильнике. 

 

Лабораторная работа № 8 

 

Тема: Рестрикционный анализ плазмидной ДНК и лигирова-

ние 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

твердотельный термостат для микропробирок, микропробирки, 

автоматические пипетки, пластиковые наконечники, плазмидная ДНК, 

рестриктаза с буфером, лигаза с буфером, оборудование для гель-

электрофореза, агароза, краситель для электрофореза, бромистый этидий. 

Этапы работы 

Для работы необходимо использовать плазмидную ДНК выде-

ленную методом щелочного лизиса, очищенную при помощи колонок 

фирмы Цитокин и заранее проверенную при помощи агарозного гель-

электрофореза. 

I. Реакцию рестрикции проводят в объеме 20 мкл в течение 2 ча-

сов в термостате при температуре 37C. 

В реакционную смесь необходимо добавить следующие компо-

ненты: 

3-7 мкл плазмидной ДНК (0,5-1 мкг) 

2 мкл буфера для рестрикции (10-кратный коммерческий буфер) 

1 мкл рестриктазы 

mQ до 20 мкл 

По окончании проведения рестрикции к реакционной смеси не-

обходимо добавить краситель (бромфеноловый синий с ксиленцианолом) 

и провести анализ разделением образовавшихся фрагментов в 1% агароз-

ном геле. 

В качестве примера приводится протокол расщепления плазмиды 

pGemTeasy по сайту рестрикции EcoRI: 

Буфер EcoRI – 2 мкл 

pGemTeasy – 5 мкл 

EcoRI – 1 мкл 

mQ – 12 мкл. 

II. Реакцию лигирования проводят в объёме 10 мкл. Состав ли-

газной смеси: 

Плазмидная ДНК 1мкл  

Вставка                  5мкл 

Буфер с АТФ         1мкл 

Лигаза                    1мкл 
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mQ                          2мкл 

Лигирование проводят при комнатной температуре в течение 2 

часов. Полученная лигазная смесь без предварительной подготовки гото-

ва для проведения трансформации компетентных клеток. 

 

Лабораторная работа № 9 

 

Тема: Выделение и очистка плазмидной ДНК методом ще-

лочного лизиса 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Ламинар-бокс, морозильник, спиртовка, бактериологическая пет-

ля, бактерии с плазмидой, микропробирки, автоматические пипетки, пла-

стиковые наконечники, трис-HCl, рН 8.0, 0,5 М ЭДТА, 1М глюкоза, 1М 

NaOH, 10% SDS, 3 М ацетат калия, 96% этанол, 70% этанол, высокоочи-

щенная вода mQ, оборудование для гель-электрофореза, агароза, краси-

тель для электрофореза, бромистый этидий. 

Этапы работы 

1. Приготовить растворы для лизиса 

Буфер 1 (10 мл):  10 мМ Трис HCl  

    5 мМ ЭДТА   

    50 мМ глюкозы 

Буфер 2 (10 мл):  0,2 М NaOH 

   1% SDS 

Буфер 3 (10 мл):  3 М ацетат калия. 

2. Налить в подписанные эппедорфы по 100 мкл (1 объем) буфера 

1. 

3. Стерилизовать в пламени спиртовки бактериологическую пет-

лю. Остудить на воздухе. Соскрести с чашки Петри небольшое количест-

во бактериальной культуры. Перенести в эппендорф с буфером 1. 

4. Растереть бактериальную культуру на стенке вблизи жидкости 

и ресуспендировать в буфере до образования гомогенной суспензии. За-

крыть крышку и 2-3 мин перемешивать гомогенат на вортексе. 

5. Добавить 200 мкл (2 объема) буфера 2. Закрыть крышку и ак-

куратно перемешать легким встряхиванием. Вортекс использовать не ре-

комендуется. Выдержать 5 минут при комнатной температуре. 

6. Добавить 150 мкл (1,5 объема) охлажденного буфера 3. Акку-

ратно перемешать встряхиванием. Оставить на 5 мин в холодильнике при 

+4 - +8С. 

7. Центрифугировать 5 мин при максимальных оборотах. 

8. Аккуратно, не задевая разрушенный клеточный дебрис, ото-

брать микропипеткой водный раствор ДНК и перенести его в другой под-

писанный эппендорф. 
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9. Добавить 1 мл холодного этилового спирта. Перемешать. Оса-

ждение проводить в течение 30 мин при -20С. 

10. Центрифугировать осажденную ДНК на микроцентрифуге 7-

10 мин. 

11. Удалить надосадочную жидкость. Добавить 300 мкл 70% эти-

лового спирта для отмывания осадка от соли. Перемешать и центрифуги-

ровать 2 мин. Удалить спирт. Осадок подсушить на воздухе. 

12. Растворить осадок ДНК в 20-50 мкл высокоочищенной воды 

mQ и провести агарозный гель-электрофорез. 

 

Лабораторная работа № 10 

 

Тема: Приготовление среды Лурия-Бертани (LB) и пересев 

бактериальных культур 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Автоклав, весы, ламинар-бокс, колбы, чашки Петри, бактотрип-

тон, NaCl, дрожжевой экстракт, агар, дистиллированная вода, ампицил-

лин, бактерии, термостат. 

Состав среды LB: 

Бактотриптон – 1% 

NaCl – 1% 

Дрожжевой экстракт – 0.5% 

Агар – 1.5%. 

Этапы работы 

1. Для приготовления жидкой среды LB приготовить колбу на 

250 мл, а для твердой среды LB одну колбу на 250 мл и 4 стерильные 

чашки Петри. 

2. Взвесить все компоненты в расчете на 100 мл. Жидкая среда 

отличается только отсутствием агара. 

3. Долить дистиллированной воды до 100 мл, тщательно переме-

шать и автоклавировать среду. 

4. После автоклавирования охладить агаризованную среду до 50-

60°С и добавить необходимое количество селективного антибиотика. На-

пример, ампициллина (100 мг/мл) или канамицина 100 мг/мл) необходи-

мо добавлять 100 мкл на 100 мл среды. 

5. Осторожно перемешать, стараясь предотвратить образование 

пузырьков и разлить среду на четыре стерильные чашки Петри. 

6. Жидкую среду охладить до комнатной температуры и добавить 

100 мкл амициллина или канамицина, в зависимости от вектора. 

7. При помощи бактериологической петли пересеять отдельные 

колонии бактерий с одной чашки с питательной средой LB на другую. E. 
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coli инкубировать в течение 1 суток при 37°С, а A. tumefaciens в течение 2 

суток при 28°С. 

8. При помощи бактериологической петли посеять колонию бак-

терий на жидкую среду LB. Проращивание осуществить на орбитальных 

шейкерах. E. coli инкубировать в течение 1 суток при 37°С, а A. 

tumefaciens в течение 2 суток при 28°С. 

 

Лабораторная работа № 11 

 

Тема: Приготовление компетентных клеток E. coli 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Автоклав, весы, ламинар-бокс, генератор снега или снег, орби-

тальный шейкер, морозильник на -70 или -20°С, колбы, центрифуга, 

фильтровальная бумага, CaCl2, трис-HCl, рН 8.0, KCl, глицерин, микро-

пробирки. 

Этапы работы 

1. Засеять на ночь культуру E. coli штамма XLI-blue в 50 мл колбу 

с 10 мл среды Лурия-Бертани (LB), содержащей антибиотик тетрациклин 

(конечная концентрация 15 мкг/мл). 

2. С утра перенести 1 мл выросшей ночной культуры в колбу на 

250 мл с 50 мл среды LB c Tc. Наращивать в течение 2 часов при 37С на 

орбитальном шейкере до оптической плотности равной 0,3 (замеряется на 

фотоэлектроколориметре). 

3. Перенести в полипропиленовую центрифужную пробирку на 

50 мл (типа Falcon), уравновесить и центрифугировать при 2,5 тыс об/мин 

10 мин. 

4. Слить надосадочную жидкость. Перевернуть пробирку на 

фильтровальную бумагу и дать стечь остаткам осветленной среды. 

5. Поместить центрифужную пробирку с осадком в стакан со 

льдом. Аккуратно ресуспендировать клетки в 10 мл охлажденного буфера 

1. 

Буфер 1:  50 мМ CaCl2, 

                 10 мМ Tris-HCl рН 8,0. 

6. Центрифугировать 5-7 мин 2,5 тыс об/мин. 

7. Слить надосадочную жидкость. Поместить пробирку в лед и 

добавить 2 мл охлажденного буфера 2. 

Буфер 2:  10 мМ KCl 

  75 мМ CaCl2             

  15% глицерин 

7. Расфасовать приготовленные компетентные клетки по охлажден-

ным микропробиркам по 150 мкл. Заморозить клетки при темпе-

ратуре -70°С (можно и при -20°С).  
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Лабораторная работа № 12 

Тема: Трансформация компетентных клеток E. coli плазмид-

ной ДНК 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Ламинар-бокс, твердотельный термостат, термостат на 37°С, ге-

нератор снега или снег, компетентные клетки E. coli, автоматические пи-

петки, стерильные наконечники и микропробирки, стерильная жидкая 

среда LB, чашка Петри с агаризованной селективной питательной средой 

LB, стеклянный шпатель, спиртовка. 

Этапы работы 

1. Подготовить стерильные чашки с агаризованной средой LB, 

содержащей антибиотики: 

ампициллин (конечная концентрация 100 мкг/мл) и  

тетрациклин (конечная концентрация 12,5 мкг/мл). 

2. Разморозить на льду компетентные клетки E. coli. 

3. 1 мкл плазмидной ДНК смешать с компетентными клетками. 

4. Выдержать смесь на льду в течение 15 мин. 

5. Поместить клетки с ДНК в твердотельный термостат на 42ºС 

на 2 мин (тепловой шок). 

6. Добавить 1 мл среды LB и выдержать клетки 60 мин в термо-

стате на 37ºС. Через каждые 15 минут перемешивать клетки. 

7. Центрифугировать суспензию клеток 30 секунд при 5 тыс. 

об/мин.  

8. Слить половину надосадочной жидкости, а вторую половину 

использовать для ресуспендирования бактерий. 

9. Отобрать микропипеткой 100 мкл клеток, смешанных с плаз-

мидной ДНК и втирать в чашки Петри с агаром (круговыми движениями 

до полного впитывания жидкости). 

10. Инкубировать в течение 16-20 часов в термостате при 37ºС. 

11. На следующий день при прорастании колоний произвести пе-

ресев на другую чашку Петри для выделения плазмидной ДНК. 

 

Лабораторная работа № 13 

Тема: Трансформация листовых дисков табака 

 

Данная работа разделена на три части, на всех стадиях необходим 

ламинар и автоклав для стерилизации посуды и питательных сред. Необ-

ходимо тщательно соблюдать стерильность во время проведения всех 

работ. 

Стерилизация листьев, подготовка эксплантов и наращива-

ние культуры агробактерий 

1. Проверить, все ли готово для опыта. 
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Должны быть: 

1. Абсолютно здоровые донорные растения табака 2,5-4,0 месяч-

ного возраста, обязательно хорошо политые за сутки до приготовления 

эксплантов. 

2. Инструменты – большие пинцеты (20 см), скальпели, бакте-

риологическая петля. Пинцеты и скальпели, если они предварительно не 

стерилизовались в сухожаровом шкафу, но сами чистые и без частиц тка-

ней и клеток на кончиках, должны быть выдержаны в спирте по крайней 

мере 1-2 часа. 

3. Полутвердая основная регенерационная среда для табака 

MSD4x2 в колбах на 250 мл. Состав (на 1 литр) – соли МС (4,6 г/л), вита-

мины В5 по Гамборгу, 100 мг/л инозитола, 3% сахарозы, 0,6 – 0,8% агара, 

1 мг/л БАП, 0,1 мг/л НУК, рН 5,6-5,8. 

4. 70% этанол для предварительной стерилизации листьев и 96% 

этанол в подходящем сосуде для помещения в него пинцетов и скальпе-

лей во время работы. 

5. Стерильные стеклянные чашки Петри. 

6. Стерильный сосуд для стерилизации листьев – например, колба 

с широким горлом. 

7. Стерильная дистиллированная вода. 

8. Tween 20 или 80. 

9. Свежая “Белизна” или другой отбеливатель. 

10. Для ночных культур агробактерий – колбы на 100 мл, жидкая 

среда LB, стоки используемых в работе антибиотиков – рифампицина, 

стрептомицина, канамицина, гигромицина, клафорана, карбенициллина, 

аугментина и т.д. 

Этапы работы 

1. Взять лист табака от крепкого здорового растения 2,5-4.0 ме-

сячного возраста, желательно не самый молодой, но и не старый, лучше 

не волнистый, а плоский. Лист порезать на крупные куски, сразу избавля-

ясь от центральной жилки, и поместить в подходящий стерильный сосуд. 

2. Добавить в сосуд 70% этанол так, чтобы он полностью покрыл 

кусочки листьев. Осторожно перемешать в течение 15 сек, стараясь изба-

виться от пузырьков воздуха. Слить этанол. 

3. Налить в сосуд 10% раствор «Белизны» с одной каплей Tween 

20, чтобы он полностью покрыл кусочки листьев, и стерилизовать около 

10 минут при осторожном периодическом перемешивании или покачива-

нии. Слить стерилизующий раствор. 

4. Промыть кусочки листьев 5 раз стерильной дистиллированной 

водой. 

5. Перенести куски листа в пустую стерильную чашку для резки. 

Обрезать побелевшие края. Резать скальпелем на части приблизительно 
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0,5 х 0,5 см без крупных жилок. Скальпель и пинцет периодически по-

гружать в спирт, обжигать в пламени спиртовки и обязательно охлаждать 

(2-3 мин). 

6. Готовые экспланты необходимо сразу переносить на регенера-

ционные чашки, чтобы не подсыхали, ориентируя их нижней стороной 

листа вверх. Желательно нарезанные экспланты распределять по чашкам 

в случайном порядке. Чашки запечатать парафильмом и поставить на 

предварительную инкубацию при слабом освещении (температура +24-

25
o
C) на 1 сутки. 

7. В стерильных колбах на 100 мл поставить наращиваться по 5 

мл суспензии агробактерий в селективной среде. Выращивать на орби-

тальном шейкере в течение суток при 200 об/мин. 

Инокуляция и совместное культивирование 

1. Стерилизовать пинцеты, чашки Петри, приготовить 50 мл сте-

рильной среды МС без агара и фитогормонов. 

2. Центрифугировать суспензию агробактерий при 3000 об/мин в 

течение 10 минут. Слить жидкость, агробактерии ресуспендировать в 10 

мл стерильной среды МС без агара. 

3. Налить в пустую стерильную чашку 10 мл жидкой среды МС, 

перенести в нее холодным стерильным пинцетом экспланты с регенера-

ционных чашек. Нужно, чтобы они плавали в среде так же, как и лежали 

на чашке, то есть нижней стороной листа вверх, но не тонули и не намо-

кали.  

4. Добавить в чашку около 200 мкл суспензии агробактерий. Ос-

торожно перемешать и инокулировать в течение 10-15 минут с осторож-

ным периодическим покачиванием. Стараться, чтобы на верхнюю по-

верхность эксплантов инокулюм не попадал. Чем меньше капель иноку-

люма попадет на верхнюю поверхность эксплантов, тем легче будет изба-

виться от агробактерий на дальнейших этапах. 

5. Взять новую пустую стерильную чашку Петри и поместить в 

нее 1-2 кружка стерильной фильтровальной бумаги. Экспланты по очере-

ди вынуть из инокуляционной среды обожженным и охлажденным сте-

рильным пинцетом, промокнуть на фильтровальной бумаге и выклады-

вать снова на старые регенерационные чашки верхней стороной листа в 

контакте со средой. 

5. Чашки вновь заклеить парафильмом и поставить на слабый 

свет при температуре +23-25
о
С на совместное культивирование на 2 су-

ток. 

Промывка эксплантов и начало селекции 

1. Перенести экспланты с регенерационных чашек обожженным 

стерильным холодным пинцетом в чашку с 10 мл жидкой средой МС, 

содержащей 250-400 мкг/мл клафорана. 
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2. Осторожно покачивая перемешивать в течение нескольких ми-

нут, стараясь смыть капли агробактерий, если они уже появились. Если на 

эксплантах сверху были явно видимые колонии агробактерий или на не-

которых эксплантах по краю был виден бактериальный рост, то лучше 

каждый такой эксплант ополаскивать с обеих сторон. 

3. Взять новую пустую стерильную чашку Петри и поместить в 

нее кружок стерильной фильтровальной бумаги. Отмытые экспланты по 

очереди вынуть пинцетом из отмывочной среды, быстро промокнуть на 

фильтровальной бумаге и раскладывать (как и раньше, верхней стороной 

листа в контакте со средой) на селекционные чашки, плотно прижимая их 

к среде. 

4. Чашки запечатать парафильмом и поставить в климатокамеру 

(температура инкубации +23-25
о
С, фотопериод 16 часов). 

 

Лабораторная работа № 14 

 

Тема: Стерилизация семян трансгенных растений табака и 

рассев на селективной среде 

Этапы работы 

1. Приготовить 100 мл среды МС: 

Соли MС – 0.47 г. 

Сахароза – 1.5 г. 

Бактоагар – 0.8 г. 

Добавить дистиллированной воды до 100 мл, тщательно переме-

шать и довести рН до 5.8. Автоклавировать, остудить до 50-60°С, доба-

вить селективный антибиотик канамицин до концентрации 300 мг/л. Сре-

ду разлить по 4 стерильным пластиковым чашкам Петри. 

2. Приготовить в эппендорфе 15%-ную белизну, добавить 1 мкл 

твина. 

3. Высыпать около 50-80 семян табака в стерильный эппендорф и 

промыть стерильной дистиллированной водой 1 раз. 

4. Удалить воду, добавить 70% спирт, стерилизовать 1 минуту. 

5. Стерилизовать в 15%-ной белизне 5 минут. 

6. Удалить белизну и 5 раз промыть стерильной дистиллирован-

ной водой при помощи автоматической пипетки на 1 мл. 

7. При помощи стерильной бактериологической петли рассеять 

на среду МС семена табака (от 50 до 100 семян на одну чашку Петри). 

8. Чашки Петри закрыть, заклеить парафильмом и убрать в кли-

матостат на +25°С c фотопериодом 16 часов. Семена табака начинают 

всходить обычно через 4-5 дней. 
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Лабораторная работа № 15 

 

Тема: Агробактериальная трансформация рапса методом по-

гружения цветков 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Орбитальный шейкер, центрифуга, ночная культура агробактерий 

несущих бинарный вектор, сахароза, Silwet L-77, 6-БАП, ацетосирингон, 

пищевая пленка, селективный антибиотик (гигромицин или канамицин). 

Этапы работы 

1. Вырастить рапс до стадии бутонизации. 

2. Прорастить A. tumefaciens несущей векторную молекулу с се-

лективным геном устойчивости к гигромицину в жидкой питательной 

среде LB объемом 50 мл на орбитальном шейкере. 

3. Центрифугировать агробактерии при 3000 об/мин в пробирках 

типа Falcon (50 мл) и слить надосадочную жидкость. 

4. Ресуспендировать агробактерии в растворе объемом 20 мл сле-

дующего состава: 3% сахарозы, 0.1% Silwet L-77, 2 нг/л 6-БАП и 8 мг/л 

ацетосирингона. 

5. Обмотать обработанные соцветия пищевой пленкой на 24 часа. 

6. Довести растения до созревания семян. 

7. Семена рапса замачивать в растворе гигромицина (100 мг/л) в 

течение 24 часов и высадить на почву. 

8. Через 2 недели проращивания провести отбор трансгенных 

форм, у которых не пожелтели первые настоящие листья. 

 

Лабораторная работа № 16 

 

Тема: Получение трансгенных бородатых корней на каланхоэ 

Необходимое оборудование, инструменты, реактивы:  

Здоровое растение каланхоэ растущее на почвенном грунте, ноч-

ная культура штамма A. rhizogenes (например, А4, 15834) трансформиро-

ванного бинарным вектором, инсулиновый шприц, парафильм, пищевая 

пленка, x-gluc, микропробирки. 

Этапы работы 

1. Подготовить заранее обильно политые здоровые растения ка-

ланхоэ. 

2. Нарастить ночную культуру штамма A. rhizogenes (например, 

А4, 15834) трансформированного бинарным вектором в колбе на 250 мл в 

объеме 50 мл. 

2. Используя одноразовый инсулиновый шприц, отобрать около 1 

мл бактериальной суспензии. 
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3. При помощи иглы или небольшого скальпеля сделать ранки на 

стеблях каланхоэ и обработать их суспензией из A. rhizogenes. 

4. Замотать ранки парафильмом, растения обильно полить и на-

крыть пищевой пленкой, чтобы создать влажные условия. 

5. Через 3 дня пленку убрать. Растения поливать каждые 2 дня. 

6. Через 1 неделю после заражения снять парафильм.  

6. Бородатые корни начинают появляться через 2 недели после 

заражения. 

7. Через 3 недели отобрать бородатые корни в эппендорфы и про-

вести гистохимический анализ экспрессионной активности репортерного 

гена GUS при помощи хромогенного субстрата x-gluc. Для этого необхо-

димо добавить 50 мкл приготовленного заранее раствора x-gluc и инкуби-

ровать образцы 24 часа при 37°С. 

 

Лабораторная работа № 17 

 

Тема: Получение бородатых корней табака 

Подготовка 

Необходимо: большие пинцеты и скальпели выдержанные в 

спирту не менее 2-3 часов; агробактерии выращенные на среде LB (мож-

но вырастить агробактерии и на твердой среде); чашки Петри с твердой 

агаризованной средой МС (содержащей все компоненты кроме фитогор-

монов), жидкая среда МС 100 мл, стерильная дистиллированная вода – 

500 мл, стерильная фильтровальная бумага (нарезанная кружками под 

стеклянную чашку Петри). 

Необходимо заранее вырастить в стерильных колбах на 100 мл 

суспензии агробактерий в селективной среде (50 мл). Выращивать на ор-

битальном шейкере в течение суток при 200 об/мин. В опыте лучше ис-

пользовать несколько штаммов Agrobacterium rhizogenes.  

Начало работы 

1. Взять лист от крепкого здорового растения табака, желательно 

не самый молодой, но и не старый, лучше не волнистый, а плоский. Лист 

порезать на крупные куски, не избавляясь от центральной жилки, и по-

местить в подходящий стерильный сосуд. 

2. Добавить в сосуд 70% этанол так, чтобы он полностью покрыл 

кусочки листьев. Осторожно перемешать в течение 15 сек, стараясь изба-

вится от пузырьков воздуха. Слить этанол. 

3. Налить в сосуд 10% раствор "Белизны" с одной каплей Tween 

20, чтобы он полностью покрыл кусочки листьев, и стерилизовать около 

10 минут при осторожном периодическом перемешивании или покачива-

нии. Аккуратно слить стерилизующий раствор. 
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4. Промыть кусочки листьев 5 раз стерильной дистиллированной 

водой. 

5. Перенести кусочки листьев в пустую стерильную чашку Петри 

для резки. Обрезать побелевшие края. Резать скальпелем на части при-

близительно 0,5 х 0,5 см (жилки оставлять). Скальпель и пинцет периоди-

чески погружать в спирт, обжигать в пламени спиртовки и обязательно 

охлаждать (2-3 мин). 

6. Готовые экспланты необходимо сразу переносить на чашки 

Петри с агаризованной МС, чтобы не подсыхали, ориентируя их нижней 

стороной листа вверх. Желательно нарезанные экспланты распределять 

по чашкам в случайном порядке. Чашки запечатать парафильмом или 

скотчем и поставить на предварительную инкубацию при слабом освеще-

нии (температура +24-25
o
C) на 2 часа. 

Инокуляция и совместное культивирование 

1. Стерилизовать пинцеты, чашки Петри, приготовить 50 мл сте-

рильной среды MС без агара и фитогормонов. 

2. Центрифугировать суспензию агробактерий при 4000 об/мин в 

течение 10 минут. Слить жидкость, агробактерии ресуспендировать в 20 

мл стерильной среды MС без агара. 

3. Перенести экспланты листьев с регенерационных чашек в пус-

тую чашку Петри и провести поранение их инсулиновым шприцем, кото-

рый надо постоянно обмакивать в суспензии агробактерий. Налить в эту 

чашку 10 мл жидкой среды МС. Нужно, чтобы экспланты плавали в среде 

так же, как и лежали на чашке, то есть нижней стороной листа вверх, но 

не тонули и не намокали.  

4. Добавить в чашку около 3 мл суспензии агробактерий. Осто-

рожно перемешать и инокулировать в течение 15 минут с осторожным 

периодическим покачиванием. Стараться, чтобы на верхнюю поверхность 

эксплантов инокулюм не попадал. Чем меньше капель инокулюма попа-

дет на верхнюю поверхность эксплантов, тем легче будет избавиться от 

агробактерий на дальнейших этапах. 

5. Взять новую пустую стерильную чашку Петри и поместить в 

нее 1-2 кружка стерильной фильтровальной бумаги. Экспланты по очере-

ди вынуть из инокуляционной среды обожженным и охлажденным сте-

рильным пинцетом, промокнуть на фильтровальной бумаге и выклады-

вать снова на старые чашки с твердой МС верхней стороной листа в кон-

такте со средой. 

5. Чашки вновь заклеить парафильмом и поставить на слабый 

свет при температуре +23-25
о
С на совместное культивирование на 2-3 

сутки. 
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Промывка эксплантов и начало культивирования 

1. Перенести экспланты с чашек с МС обожженным стерильным 

холодным пинцетом в чашку с 10 мл жидкой средой МС, содержащей 

250-400 мкг/мл клафорана. 

2. Осторожно покачивая перемешивать в течение нескольких ми-

нут, стараясь смыть капли агробактерий, если они уже появились. Если на 

эксплантах сверху были явно видимые колонии агробактерий или на не-

которых эксплантах по краю был виден бактериальный рост, то лучше 

каждый такой эксплант ополаскивать с обеих сторон. 

3. Взять новую пустую стерильную чашку Петри и поместить в 

нее кружок стерильной фильтровальной бумаги. Отмытые экспланты по 

очереди вынуть пинцетом из отмывочной среды, быстро промокнуть на 

фильтровальной бумаге и раскладывать (как и раньше, верхней стороной 

листа в контакте со средой) на селекционные чашки (с цефатоксимом), 

плотно прижимая их к среде. 

4. Чашки запечатать парафильмом и поставить в климатокамеру 

(температура инкубации +23-25
о
С, фотопериод 16 часов). Можно убрать 

в стол в темноту и инкубировать при комнатной температуре. 

5. В течение 1 месяца ожидать появления бородатых корней. 

 

Семинарское занятие № 1 

«Трансгенные растения: мифы и факты» 

Темы для сообщений: 

 

1. Обзор проблем рынка трансгенных растений с точки зрения 

различных специалистов (врачей, экологов, экономистов, генетиков и 

т.д.) 

2. Достоинства и недостатки трансгенных растений 

3. Трансгенные растения как биопродуценты белков медицинско-

го назначения 

4. Генные вакцины.  

5. Аргументы против распространения генетически модифициро-

ванных продуктов. 

6. Анализ современного положения генно-модифицированных 

продуктов в России. 

7. Возможные проявления аллергии и расстройства метаболизма 

в результате употребления трансгенных белков. 

8. Трансгенные растения и почвенная биота 

9. Трансгенез и генетически модифицированные продукты 

10. Трансгенные растения и среда обитания человека. 
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Семинарское занятие 2. 

«Культуры растительных клеток» 

Темы для сообщений: 

 

1. Морфофизиологическая характеристика каллуса, методы изуче-

ния роста клеточных культур.  

2. Суспензионные культуры. Особенности культивирования от-

дельных клеток. 

3. Способы получения и слияния растительных протопластов. Про-

топласты растительных клеток в биотехнологии растений.  

4. Парасексуальная гибридизация и виды соматических гибридов, 

их жизнеспособность.  

5. Введение органелл в изолированные протопласты - биологиче-

ское конструирование клеток. 

6. Создание искусственных ассоциаций культивируемых клеток 

высших растений с микроорганизмами.  

7. Цианобактерии в искусственных ассоциациях.  

8. Бесклеточные белок синтезирующие системы. 

9. Получение безвирусных растений - хемотерапия, термотерапия.  

10. Криоконсервация культивируемых клеток растений как метод 

сохранения генофонда. Способы замедления роста.  

11. Иммобилизация растительных клеток. 

 

 

 

Семинарское занятие 3. 

«Биотехнология растений и сельскохозяйственное производство» 

Темы для сообщений: 

 

1. Получение высокопродуктивных сортов растений методами ген-

ной инженерии 

2. Генная инженерия для восстановления и поддержания плодоро-

дия почв 

3. Повышение эффективности процесса фотосинтеза 

4. Повышение устойчивости растений к фитопатогенам, гербици-

дам, насекомым, засухе и другим стрессам 

5. Клональное размножение и оздоровление растений 
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Семинарское занятие 4. 

«Генетическая инженерия» 

Темы для сообщений: 

 

1. История развития генетической инженерии.  

2. Молекулярные основы генной инженерии. Методы и технологии 

рекомбинантой ДНК.  

3. Основные ферменты рестрикции. Построение рестрикционных 

карт и способы определения нуклеотидной последовательности. 

4. Конструирование рекомбинантных ДНК и их клонирование.  

5. Полимеразная цепная реакция (ПЦР).  

6. Способы введения гена в клетку. Типы векторов. Требования к 

векторной ДНК, ее состав, экспрессия генов. Гены-маркеры, се-

лективные и репортерные гены. 

7. Генная инженерия растений.  

8. Достижения генной инженерии и проблемы биобезопасности 

трансгенных организмов. 

9. Генотерапия.  

 

 

  



225 

 

ГЛОССАРИЙ 

 

35S промотор – сильный конститутивный промотор вируса мо-

заики цветной капусты, применяемый при создании трансгенных расте-

ний. 

Андрогенез in vitro (андроклиния) – процесс возникновения 

растения из клеток пыльника (мужского гаметофита) в культуре in vitro.  

Ар-эндонуклеазы — ферменты, разрезающие ДНК в пуриновых 

или пиримидиновых участках.  

Аутосомы — набор хромосом, не включающий половые хромо-

сомы (обозначаются цифрами: 1, 2, 3 и т. д.).  

Бактериофаги (Фаги) — вирусы, инфицирующие бактерии.  

Белки теплового шока (БТШ) — стрессовые белки, вырабаты-

ваемые организмом в ответ на сверхоптимальное повышение температу-

ры.  

Бессмысленный кодон — один из трех триплетов, UAG, UAA. 

UGA, вызывающих терминацию синтеза белка (UAG известен как amber-

кодон, UAA — как ochre-кодон, UGA — как opal-кодон).  

Библиотека генома — набор клонированных фрагментов ДНК, 

содержащий весь геном. 

Бинарная векторная система – система, состоящая из двух 

плазмид, одна из которых содержит Т-ДНК, переносимую в клетки расте-

ний, а другая плазмида содержит гены вирулентности, необходимые для 

переноса Т-ДНК из клетки агробактерий и встройки в геном растений. 

Биогенез — образование органических соединений живыми ор-

ганизмами.  

Биологический контроль за посевами — система мониторинга 

показателей биологических процессов растений в онтогенезе, коррели-

рующих с ходом формирования урожая посевами в конкретных условиях 

выращивания.  

Биологическая питательная ценность белков — показатель, 

выражающий сбалансированность белка по содержанию незаменимых 

аминокислот.  

Биомасса — общая масса особей одного вида, группы видов или 

сообщества в целом на единицу поверхности или объема местообитания.  

Биотехнология классическая — наука о методах и технологиях 

производства, хранения и переработки сельскохозяйственной и другой 

продукции с использованием обычных, нетрансгенных растений, живот-

ных и микроорганизмов в природных (естественных) и искусственных 

условиях.  

Биотехнология новейшая — наука о генно-инженерных и кле-

точных методах и технологиях создания и использования генетически 
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трансформированных (модифицированных) растений, животных, микро-

организмов и вирусов в целях интенсификации производства и получения 

новых видов продуктов различного назначения.  

Биоценоз — совокупность растений, животных и микроорганиз-

мов, населяющих данный участок суши — объем воды и воздуха, и ха-

рактеризующихся определенными отношениями между собой и приспо-

собленностью к условиям окружающей среды.  

Биохимия — наука об органических соединениях, входящих в 

состав организмов, об их структуре, распределении, передвижении, пре-

вращении и функциях, а также о метаболических процессах, лежащих в 

основе жизнедеятельности организмов. 

Блоттинг ДНК по Саузерну — процедура переноса денатуриро-

ванной ДНК из агарозного геля на нитроцеллюлозный фильтр для гибри-

дизации с комплементарными нуклеотидными последовательностями.  

Блоттинг РНК — перенос РНК из агарозного геля на нитроцел-

люлозный фильтр для последующей гибридизации с комплементарной 

ДНК.  

Бородатые корни – генетически трансформированные бакте-

риями Agrobacterium rhizogenes корни растений 

Брешь (пробел) в ДНК — отсутствие одного или нескольких 

нуклеотидов в цепи ДНК.  

Вегетативное размножение – бесполое воспроизведение расте-

ний за счёт обособления вегетативных частей исходного организма. Ос-

новано на регенерации, т.е. способности растения восстанавливать целый 

организм из отдельных частей тела и даже отдельной вегетативной клет-

ки. 

Ведущая цепь — цепь ДНК, синтезирующаяся в 5'—3'-

направлении.  

Вектор — самореплицирующаяся (автономная) молекула ДНК, 

используемая в генной инженерии для переноса генов и других последо-

вательностей от организма-донора в организм-реципиент, а также для 

клонирования нуклеотидных последовательностей.  

Вторичный посредник — физиологически активное регулятор-

ное вещество, специфически стимулирующее активность протеинкиназ 

ферментов, переносящих остаток фосфорной кислоты на другие белки, 

что приводит к изменению их конформации, биологической активности и 

энергоемкости.  

Гамета – половая клетка с гаплоидным набором хромосом. Раз-

личают мужскую (спермий) и женскую (яйцеклетка) гаметы. 

Гаметная селекция – отбор желаемых генотипов растений на 

уровне мужского (пыльцевое зерно) или женского (зародышевый мешок) 

гаметофита. 
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Гаметоклональная изменчивость – генотипическая и феноти-

пическая изменчивость, наблюдаемая среди растений-регенерантов в 

культуре in vitro генеративных органов (пыльников и семяпочек). 

Гаплоид — ядро, клетка, организм, характеризующиеся одинар-

ным набором хромосом, представляющим половину полного набора, 

свойственного данному виду (символ п).  

Ген — единичная структура генетической информации, участок 

хромосомы (молекулы ДНК), кодирующий структуру одной или несколь-

ких полипептидных цепей, или молекул РНК, или определенную регуля-

торную функцию.  

Генная инженерия — совокупность приемов, методов и техно-

логий, в том числе технологий получения рекомбинантных рибонуклеи-

новых и дезоксирибонуклеиновых кислот, по выделению генов из орга-

низма, осуществлению манипуляций с ними и введению их в другие ор-

ганизмы.  

Генетический код (ГК) — система записи наследственной ин-

формации в виде последовательности нуклеотидов в молекулах нуклеи-

новых кислот. Единицей ГК служит кодон, или триплет (тринуклеотид). 

ГК определяет порядок включения аминокислот в синтезирующуюся по-

липептидную цепь.   

Генетический риск — возможность проявления непредсказуе-

мых, опасных для здоровья и жизни человека и для окружающей среды 

наследственных изменений генома и качества организма.  

Геном — совокупность генов, содержащихся в гаплоидном (оди-

нарном) наборе хромосом и в нехромосомных генах, расположенных в 

органеллах протоплазмы данного организма. Диплоидные организмы со-

держат два генома — отцовский и материнский.  

Генно-инженерная деятельность — деятельность ученых, спе-

циалистов, научных организаций и государственных органов, направлен-

ная на получение, испытание, транспортировку и использование генети-

чески модифицированных организмов (ГМО) и полученных из них про-

дуктов.  

Генотерапия — лечение наследственных болезней с помощью 

введенных в геном реципиента чужеродных генов или вживление полно-

ценных генетических соматических клеток в ткани биологического объ-

екта.  

Генотип — конкретный набор генов особи.  

Генофонд — совокупность генов популяции.  

Гетерозис («гибридная сила») – превосходство гибридом 1-го 

поколения, полученного в результате скрещивания, по определенным 

хозяйственным ценным признакам лучшую из исходных родительских 

форм. 
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Гиногенез in vitro – процесс возникновения растения из клеток 

зародышевого мешка (женского гаметофита) в культуре in vitro. 

Гомозиготность — отсутствие различий между идентичными 

генами родителей.  

Гормон (у растений: фитогормон) – физиологически активное 

соединение, образующееся в малых количествах и вызывающее специфи-

ческий ростовой или формообразовательный эффект. 

Гормональная система растений — регуляторный комплекс, 

состоящий из фитогормонов, их рецепторов и вторичных посредников.  

Гормональный баланс — состояние гормональной системы в 

онтогенезе растений, уровни содержания гормонов и соотношения между 

ними в процессах жизнедеятельности в ответ на эндогенные и экзогенные 

воздействия.  

Гормон-рецепторный комплекс — соединение гормона и бел-

кового рецептора, первая стадия в реализации действия гормона.  

Государственное регулирование генно-инженерной деятель-

ности — регулирование государственными органами в соответствии с 

законами и другими правовыми актами отношений между участниками 

генно-инженерной деятельности в сфере природопользования, охраны 

окружающей среды и обеспечении экологической безопасности.   

Дедифференциация — комплекс процессов перехода специали-

зированных, неделящихся клеток к образованию недифференцированных 

делящихся клеток.  

Деструкция — разрушение вещества, сопровождаемое потерей 

его физиологической активности.  

Детерминация развития — приобретение клеткой, тканью, ор-

ганом или организмом состояния готовности к развитию по определен-

ному пути, сопровождающееся одновременным ограничением возможно-

стей развития в других направлениях. В период детерминации создаются 

необходимые внутренние условия для последующей реализации нового 

направления развития. Клеточный материал считается детерминирован-

ным, если способен после переноса в условия in vitro развиться в орган, 

который обычно образуется из него в норме. 

Дигаплоид – ядро, клетка, организм, характеризующиеся двой-

ным гаплоидным набором хромосом одного из родителей (символ п+n).  

Дигаплоидизация – процесс удвоения гаплоидного набора хро-

мосом в клетке c участием хромосом одного из родителей. 

Диплоид — ядро, клетка, организм, характеризующиеся двой-

ным набором гомологичных хромосом, представленных числом, харак-

терным для данного вида (символ 2n).  

Диплоидизация — процесс удвоения гаплоидного набора гомо-

логичных хромосом с участием хромосом обоих родителей. 
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Дифференциация – комплекс процессов возникновения струк-

турных и функциональных различий между однородными клетками и 

тканями, приводящий к их специализации. 

ДНК — молекула дезоксирибонуклеиновой кислоты, состоящей 

из нуклеотидов (аденин, гуанин, цитозин, тимин), дезоксирибозы и остат-

ков фосфорной кислоты.  

Зародыш – образующаяся в результате полового процесса бипо-

лярная структура, характеризующаяся сопряжённым развитием апексов 

побега и корня с самых первых этапов развития.  

Затравка — короткая последовательность ДНК или РНК, ком-

плементарно взаимодействующая с одной из цепей ДНК; образует сво-

бодный 3-ОН-конец, на основе которого ДНК-полимераза начинает син-

тез дизоксирибонуклеотидной цепи.  

Зигота — оплодотворенная яйцеклетка. 

Инвертированные повороты — две копии одной и той же по-

следовательности ДНК в составе одной молекулы, находящиеся в проти-

воположной ориентации. Прилежащие друг к другу инвертированные 

повторы образуют палиндром.  

Индукция – процессы в клетке, тканях и организме, вызываемые 

индуктором – веществом-стимулятором этих процессов.  

Инициальная клетка – клетка, дающая начало тканям, органам, 

организмам в условиях in vitro. 

Интрон — «молчащий», транскрибируемый участок гена, не со-

держащий кодонов и удаляющийся из молекулы РНК в ходе ее процес-

синга.  

Каллус – гетерогенная ткань, состоящая первоначально из групп 

меристематических, а затем дифференцированных клеток, имеющих 

морфогенетические потенции, которые реализуются различными путями 

морфогенеза в культуре in vitro (см. органогенез in vitro, эмбриоидогенез 

in vitro). 

Каллусогенез in vitro – процесс образования каллуса из клеток 

экспланта в культуре in vitro.  

Клетки-мишени — клетки, имеющие рецепторы того или иного 

фитогормона и изменяющие метаболизм при изменении концентрации 

фитогормона.  

Клеточная селекция – отбор естественных или индуцированных 

мутантов на клеточном уровне в селективных условиях in vitro с после-

дующей регенерацией растений.  

Клон — клетка, ткань, орган, организм, генетически идентичные 

между собой и исходной клеткой, тканью, органом, организмом. 
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Микроклональное размножение – получение in vitro неполо-

вым (вегетативным) путем растений, генетически идентичных исходному 

растению.  

Клонирование — получение клеток, тканей, органов и организ-

мов, генетически идентичных исходной клетке, ткани, органу, организму. 

Кодон — триплет нуклеотидов, кодирующий определенную ами-

нокислоту или комплиментарный терминирующей сигнал.  

Компетенция — способность клетки, ткани, органа, организма 

воспринимать индуцирующее воздействие и специфически реагировать 

на него изменением развития.  

Комплементарная цепь — одна из цепей ДНК, используемая в 

качестве матрицы для синтеза РНК и соответствующая ей по взаимодей-

ствию пар нуклеотидов.  

Композитное растение – растение, у которого корни генетиче-

ски трансформированы Agrobacterium rhizogenes, а побеги остаются не-

трансгенными. 

«Критическая масса» – наименьшая масса делящихся клеток, 

например, первичного каллуса, необходимая для процесса дифференциа-

ции органов. 

Культура клеток, тканей и органов in vitro – выращивание от-

дельных клеток (или их малых групп), тканей и органов (или их фрагмен-

тов) на/в питательной среде в условиях in vitro. 

Культуральная жидкость – сложная смесь, состоящая из клеток 

штамма-продуцента, раствора непотребленных питательных компонентов 

и накопившихся в среде продуктов биосинтеза.  

Культивирование поверхностное - выращивание культуры на 

питательной среде, содержащей твердые частицы субстрата.  

Культивирование глубинное - выращивание производственной 

культуры микроорганизмов или суспензионной культуры во всем объеме 

жидкой питательной среды, содержащей растворенный субстрат.  

Лигирование — образование фосфодиэфирной связи между 

двумя основаниями одной цепи ДНК, разделенными разрывом. Этот тер-

мин употребляют также в случае соединения тупых концов и при образо-

вании связи в РНК.  

Липкий конец — свободный одноцепочечный конец двухцепо-

чечной ДНК, комплементарной одноцепочечному концу, принадлежаще-

му этой же или другой молекуле ДНК.  

Маркер (ДНК) — фрагмент ДНК известного размера, исполь-

зуемый для калибровки фрагментов в электрофоретическом геле.  

Маркерный ген — ген, идентифицированный по месту распо-

ложения и имеющий четкое фенотипическое проявление.  
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Маркировка продуктов из ГМО — нанесение специальных ме-

ток-обозначений (символов) на упаковке товаров и продуктов, получен-

ных из ГМО при их реализации.  

Мейоз — процесс деления половых клеток, приводящий к редук-

ции (уменьшению) числа хромосом, рекомбинации генов и образованию 

гамет.  

Меристема – образовательная ткань с активно делящимися не-

дифференцированными клетками, из которых образуются все постоянные 

ткани растения. Выделяют апикальную (верхушечная ткань стебля и кор-

ня), латеральную и интеркалярную (размещены между участками тканей, 

например в междоузлиях и основаниях листа) типы меристем. 

Метаболизм — промежуточный обмен, т. е. превращение ве-

ществ внутри клеток с момента их поступления до образования конечных 

продуктов.  

Морфогенез in vitro – процесс дифференциации клеток в культу-

ре in vitro с образованием тканей (гистогенез), органов (органогенез), за-

родышеподобных структур (эмбриоидогенез). 

Мутация — спонтанное или индуцированное изменение гена, 

последовательности нуклеотидов хромосомы, генома, приводящее к из-

менению тех или иных признаков и сохранению их в поколениях.  

Митоз — процесс деления эукариотических соматических кле-

ток.  

Мутагены — факторы, увеличивающие частоту возникновения 

мутаций в молекуле ДНК.  

Нуклеиновые кислоты — это наиболее высокомолекулярные 

природные соединения (полимеры), состоящие из остатков различных 

нуклеотидов. Существует два типа нуклеиновых кислот: РНК, ДНК.  

Онтогенез растения – индивидуальное развитие от возникнове-

ния до естественного отмирания. Последовательная реализация наследст-

венной программы развития в конкретных условиях внешней среды. У 

растений выделяют четыре этапа онтогенеза: эмбриональный – от зиготы 

до созревания семени, вегетативный – от прорастания семени до начала 

образования репродуктивных органов, генеративный – от закладки и 

формирования репродуктивных органов до образования плодов и семян, 

сенильный – от момента потери способности к цветению до отмирания.  

Оперон — единица генетической регуляторной структуры, в со-

став которой входят: один или несколько связанных между собой струк-

турных генов, а также промоторный, операторный и другие регуляторные 

участки, контролирующие транскрипцию оперона.  

Органогенез in vitro – путь морфогенеза in vitro, состоящий в 

формировании органов (формирование почки – геммогенез, формирова-

ние корня – ризогенез, формирование почки и корня – гемморизогенез; 
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именно гемморизогенез в оптимальных условиях культуры in vitro приво-

дит к формированию растения-регенеранта).  

Отрицательная суперспирализация - введение в двухцепочеч-

ную ковалентно замкнутую ДНК супервитков, направление которых про-

тивоположно направлению витков цепей молекулы.  

Пассирование – перенос культивируемой части растения или 

культуры клеток и тканей на свежую питательную среду in vitro. 

Питательная среда синтетическая - индивидуальные химиче-

ские соединения, для которых известен точный химический состав.  

Питательная среда комплексная - сложная смесь органических 

веществ, в которой, как правило, известно содержание одного «главного» 

ингредиента, влияющего на рост или биосинтетическую активность 

штамма-продуцента.  

Плавление ДНК — денатурация ДНК.  

Плазмида — основа плазмидного вектора — кольцевая двухце-

почечная ДНК, обладающая способностью к автономной репликации, а 

также к встраиванию в нее и передачи в геном реципиента чужеродных 

генов и других последовательностей ДНК.  

Полиаденилирование — присоединение последовательности 

поли-аденилиновой кислоты к 3'-концу эукариотической РНК после за-

вершения ее синтеза.  

Полиплоид — ядро, клетка, организм, характеризующиеся уве-

личенным основным числом хромосом.  

Постферментационная стадия - обеспечивает получение гото-

вой товарной продукции и обезвреживание отходов и побочных продук-

тов.  

Продукционный процесс — сумма всех одновременно проте-

кающих в растении физиологических, биохимических, биофизических и 

других процессов образования и метаболизма веществ, обеспечивающих 

формирование хозяйственно-ценных органов растения и продуктов вто-

ричного обмена на основе генетического контроля и донорно-

акцепторных отношений.  

Промотор — участок гена, ответственный за начало его транс-

крипции.  

Пронуклеус — ядро (мужское, женское) оплодотворенной яйце-

клетки.  

Протонный насос — интегральный мембранный белок, осуще-

ствляющий перемещение протонов через мембрану клетки, митохондрии 

или другого внутриклеточного компартмента. 

Пролиферация — новообразование клеток и тканей путем раз-

множения.  



233 

 

Протопласт — растительная клетка лишенная клеточной стенки 

с помощью ферментативного разрушения или механическим способом.  

Профаг — фаговый геном, интегрированный в бактериальную 

хромосому.  

Психрофилы, мезофилы и термофилы — организмы, нормаль-

но существующие и размножающиеся соответственно при относительно 

низких (не выше 10°С), средних (20 - 40°С) и выше 45°С температурах.  

Развилки путей биосинтеза фитогормонов — путь фермента-

тивного биосинтеза того или иного фитогормона из общего для несколь-

ких фитогормонов предшественника, определяемый комплексом внешних 

условий.  

Разрыв в дуплексе ДНК — отсутствие фосфодиэфирной связи 

между двумя соседними нуклеотидами в одной из цепей двухцепочечной 

ДНК.  

Регенерация – образование отдельных тканей, органов или це-

лых организмов вследствие морфогенеза in vitro. 

Ре(ду)пликация ДНК — самоудвоение молекулы ДНК путем 

образования ее копии при помощи набора ферментов (ДНК-полимераз, 

лигаз и др.).  

Рекомбинантный ген — ген, состоящий из компонентов раз-

личных генов.  

Рекомбинантная ДНК — ДНК, состоящая из участков различ-

ных исходных молекул ДНК.  

Рекомбинация — перераспределение генетического материала 

родителей, приводящее к наследственной комбинативной изменчивости.  

РНК — молекула рибонуклеиновой кислоты, в состав которой 

входят нуклеотиды (аденин, гуанин, цитозин, урацил), рибоза и остатки 

фосфорной кислоты.  

Селективная среда – питательная среда в культуре in vitro, со-

став которой обеспечивает отбор клеток с желательными признаками. 

Синергизм — эффект взаимного усиления действия веществ, 

процессов и других факторов.  

Система термодинамическая — комплекс взаимно связанных 

элементов, способных поглощать, преобразовывать, накапливать и ис-

пользовать энергию.  

Система закрытая — система, обменивающаяся с внешней сре-

дой только энергией и не обменивающаяся веществом.  

Система замкнутая — система, не обменивающаяся с внешней 

средой ни веществом, ни энергией.   

Система открытая — система, обменивающаяся с внешней сре-

дой веществом и энергией.  
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Система самоорганизующаяся (неравновесная, диссипатив-

ная) — система, способная самопроизвольно потреблять из внешней сре-

ды свободную энергию, за счет этого поддерживать стабильный уровень 

своих параметров (температуру, концентрацию веществ и др.) в меняю-

щихся условиях внешней среды. Все живые организмы и их сообщества 

являются самоорганизующимися и саморегулирующимися системами.  

Система несамоорганизующаяся (равновесная, косная) — 

система, у которой показатели (параметры) — температура, концентрация 

веществ и др. — самопроизвольно выравниваются с таковыми внешней 

среды. Содержащаяся в равновесной системе свободная энергия само-

произвольно уменьшается, а энтропия растет.  

Сомаклоны — регенеранты растений, полученные из соматиче-

ских клеток и обладающие определенными отличиями от исходных форм.  

Сомаклональная вариабельность (изменчивость) — размах 

колебаний в различии признаков у растений, регенерированных из куль-

тивируемых in vitro соматических клеток. 

Соматическая гибридизация — процесс вовлечения в генетиче-

скую рекомбинацию хромосомы и гены ядра и органелл вне сексуального 

цикла, например, путем слияния изолированных протопластов. Приводит 

к появлению гибридных клеточных линий и соматических гибридов рас-

тений.  

Соматический гибрид — регенерантное растение, полученное 

путем слияния (гибридизации) соматических клеток.  

Соматический эмбриогенез – см. эмбриоидогенез in vitro.  

Стрессовые белки — специальные белки, синтезируемые орга-

низмом в неблагоприятных условиях и позволяющие снизить вредонос-

ное воздействие стрессовых факторов на организм.  

Субкультивирование — перенос трансплантов (инокулюма) в 

другой культуральный сосуд на свежую питательную среду.  

Субстрат - источник углерода и энергии в составе питательной 

среды для культивирования любого биотехнологического объекта.  

Суспензионная культура — суспензия клеток или их агрегатов 

(небольших групп) во взвешенном состоянии в жидкой среде при исполь-

зовании аппаратуры, обеспечивающей их аэрацию и перемешивание.  

Товарные формы целевых продуктов - либо сложная смесь, 

содержащая среди прочих некоторое количество основного вещества, 

либо высокоочищенный препарат (это определяет ГОСТ или ТУ).  

Тотипотентность — свойство репродуктивных и соматических 

клеток растений полностью реализовывать свою наследственную про-

грамму онтогенетического развития при определенных условиях выра-

щивания, вплоть до образования взрослых растений и семян. Успех реа-
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лизации тотипотентности клеток in vitro определяется генотипом исход-

ного растения, типом экспланта и условиями культивирования.  

Трансгенез — процесс переноса с помощью различных векторов 

донорских, чужеродных генов в клетки реципиентных растений, живот-

ных и микроорганизмов.  

Трансгенные, генетически модифицированные организмы 

(ГМО) — растения, животные, микроорганизмы и вирусы с измененной 

наследственностью, вызванной включением в их геном чужеродных ге-

нов с помощью генно-инженерных методов.  

Трансляция — синтез белка в рибосомах при участии информа-

ционной, транспортной РНК и других факторов.  

Транскрипция — образование РНК-копии на матрице ДНК с 

помощью фермента РНК-полимеразы.  

Трансплант (инокулюм) — часть каллусной (суспензионной) 

культуры, используемой для пересадки на свежую питательную среду.  

Транспластомные растения – трансгенные растения, у которых 

трансформирован не ядерный геном, а геном хлоропластов (пластом). 

Фагмида — вектор, состоящий из бактериальной плазмиды и ге-

нетических элементов нитевидного фага, которые необходимы для реп-

ликации и морфогенеза фага. 

Фенотип — сумма внешних признаков организмов, определяе-

мых генотипом и условиями выращивания.  

Ферментация - совокупность последовательных операций от 

внесения в заранее приготовленную и нагретую до требуемой температу-

ры питательную среду посевного материала и до завершения процесса 

роста клеток или биосинтеза целевого продукта.  

Ферментированный сок — жидкий белковый раствор, обра-

зующийся в процессе ферментации растительного сока.  

Фитоалексины — гипотетические и реальные компоненты сис-

темы устойчивости растений к болезням, замедляющие развитие патоге-

на.  

Фиторегуляторы — природные и синтетические препараты, вы-

зывающие различные ростовые или формативные эффекты и не обла-

дающие действием удобрений и гербицидов.  

Хромосома — генетическое структурное образование ядра клет-

ки, состоящее из ДНК и белков. В хромосомах заключена наследственная 

информация организма.  

Целевой продукт – конечный продукт биотехнологического 

производства.  

Чистая культура – культура штамма-продуцента, в которой ро-

дительские и дочерние клетки практически неразличимы и между ними 

нельзя установить родственные связи. Присутствие хотя бы одной посто-
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ронней колонии в высеве с данной партии посевного материала выбрако-

вывает всю партию.  

Экспрессия гена — проявление (самовыражение) функциониро-

вания генетической информации, записанной в гене, в форме рибонук-

леиновой кислоты, белка и фенотипического признака.  

Эксплант (устаревшее: эксплантат) – отделенный от растения 

орган или фрагмент органа (ткань), культивируемый in vitro самостоя-

тельно или для получения первичного каллуса.  

Электропорация — метод переноса генов в клетки с помощью 

электрического разряда, вызывающего образование дополнительных пор 

в в бислойной липидной мембране. Это явление используется в биотех-

нологии для внедрения ДНК в клетки бактерий и растений. 

Эмбриогенез зиготический – процесс развития зародыша, обра-

зующегося путём объединения мужской и женской гамет. 

Эмбриоид (соматический зародыш, зародышеподобная 

структура) – зачаток организма, образовавшийся асексуально в культуре 

in vitro. Биполярная структура с сопряжённым развитием апексов побега 

и корня. Способы образования различны: прямой – непосредственно пу-

тем реорганизации компетентной клетки экспланта в зародыш и непря-

мой – первоначально компетентная клетка экспланта формирует первич-

ный каллус, часть клеток которого («эмбриоидальный клеточный ком-

плекс») реорганизуется в зародыш. 

Эмбриоидогенез in vitro (соматический эмбриогенез) – путь 

морфогенеза in vitro, состоящий в развитии зародышеподобной структу-

ры – эмбриоида. В оптимальных условиях культуры in vitro приводит к 

формированию растения-регенеранта.  

Эмбриокультура (культура зародышей) in vitro – выращивание 

на питательных средах in vitro зародышей, изолированных на различных 

стадиях развития («разновозрастные зародыши»). 

АТТ-Сайты — участки фаговой и бактериальной хромосом, ре-

комбинация между которыми приводит к интеграции или исключению 

фага.  

G-Белки — регуляторные белки, активирующие фермент, синте-

зирующий вторичный посредник.  

floral dip – метод создания трансгенных растений путем погру-

жения цветков в агробактериальную суспензию. 

in vitro — выращивание живого материала «в стекле», на искус-

ственных питательных средах, в стерильных условиях.  

in vivo — выращивание живого материала в естественных усло-

виях.  

GFP – от green fluorescent protein, зеленый флуоресцентный бе-

лок. 
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GUS – ген, кодирующий β-глюкуронидазу, применяется в био-

технологии в качестве репортерного гена. 

LD50 — смертельная концентрация (летальная доза), вызывающая 

гибель 50 % опытных организмов. 

  



238 

 

БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК 

 

Ахметова А.Ш. Интродукция и размножение тюльпанов in vivo и 

in vitro в лесостепной зоне Башкирского Предуралья: Автореф. дисс. … 

канд. наук. Оренбург, 2009. 19 с. 

Ахметова А.Ш., Байбурина Р.К., Миронова Л.Н. Влияние ре-

гуляторов роста на регенерационную способность тканей органов тюль-

пана в культуре in vitro // Агрохимия. 2010. № 7. С. 33-40. 

Ахметова А.Ш., Байбурина Р.К., Миронова Л.Н. Использова-

ние пазушных почек для размножения тюльпанов in vitro // Биотехноло-

гия. 2009. № 5. С. 41–44. 

Бабикова А.В., Горпенченко Т.Ю., Журавлев Ю.Н. Растение 

как объект биотехнологии // Комаровские чтения. 2007. Вып. LV. С. 184-

211. 

Байбурина Р.К. Микроклональное размножение взрослых гиб-

ридных деревьев Betula pendula Roth var Carelica Merckl. // Раст. ресурсы. 

1998. Т. 34. Вып. 2. С. 9–22. 

Байбурина Р.К., Зарипова А.А., Жерновкова Т.В. Сохранение 

генофонда лекарственных растений методами биотехнологии // Науч. 

труды ВИЛАР “Генетические ресурсы лекарственных и ароматических 

растений”. М.: ВИЛАР, 2001. С. 102–105. 

Байбурина Р.К., Мухаметвафина А.А., Миронова Л.Н. Опыт 

культивирования некоторых видов Lilium L. in vitro // Раст. ресурсы. 2004. 

Т. 40. Вып. 1. С. 82-89. 

Байбурина Р.К., Хайруллина З.Х., Катаева Н.В., Старова Н.В., 

Бутенко Р.Г. Способ микроклонального размножения гибридов осины. 

Автор. св-во. № 1581741 от 1990. 

Батыгина Т.Б. Хлебное зерно: Атлас. Л.: Наука, 1987. 103 с. 

Батыгина Т.Б., Бутенко Р.Г. Морфогенетические потенции за-

родыша покрытосеменных растений (на примере представителей рода 

Paeonia, сем. Paeoniaceae) // Ботан. журн. 1981. Т. 66. № 11. С. 1531–1547. 

Батыгина Т.Б., Васильева В.Е. Размножение растений. СПб.: 

Изд-во Санкт-Петербургского ун-та, 2002. 232 с. 

Батыгина Т.Б., Круглова Н.Н., Горбунова В.Ю., Титова Г.Е., 

Сельдимирова О.А. От микроспоры – к сорту. М.: Наука, 2010. 174 с. 

Бутенко Р.Г. Биология клеток высших растений in vitro и био-

технологии на их основе. М.: ФБК-ПРЕСС, 1999. 160 с. 

Веселов Д.С., Веселов С.Ю., Высоцкая Л.Б.,. Кудоярова Г.Р. 

Фархутдинов Р.Г. Гормоны растений: регуляция концентрации, связь с 

ростом и водным обменом. М.: Наука, 2007, 158 с. 

Высоцкая Л.Б., Веселов Д.С., Фархутдинов Р.Г., Веселов С.Ю. 

Гормональная регуляция водного обмена и роста растений на разных фо-



239 

 

нах минерального питания и при дефиците воды. Уфа, РИЦ БашГУ, 2014, 

244 с. 

Высоцкий В.А. Биотехнологические методы в системе произ-

водства оздоровленного посадочного материала плодово-ягодных куль-

тур: Автореф. дис. … д-ра с.-х. наук. М., 1998.  44 с.  

Дитченко Т.И., Спиридович Е. В., Желдакова Р. А. Культура 

клеток, тканей и органов растений: курс лекций. Минск: БГУ, 2007. 107 с.  

Егорова Т.А., Клунова С.М., Живухина Е.А. Основы биотех-

нологии. М.: «Академия», 2010. 208 с.  

Иванов В.Б. Клеточные механизмы роста растений. М.: Наука, 

2011. 104 с. 

Иванов И.И., Трапезников В.К., Веселов С.Ю., Фархутдинов 

Р.Г., Кудоярова Г.Р. Системная реакция растений на локальное воздей-

ствие минерального питания. Уфа, РИЦ БашГУ, 2015. 236 с. 

Игнатова С.А. Клеточные технологии в растениеводстве, гене-

тике и селекции возделываемых растений: задачи, возможности, разра-

ботки систем in vitro. Одесса: Астропринт, 2011. 224 с. 

Зарипова А.А. Разработка технологии клонального микрораз-

множения пиона уклоняющегося (Paeonia anomala L.): Автореф. дисс. … 

канд. наук. Уфа, 2006. 22 с. 

Зарипова А.А. Начальные этапы клонального микроразмноже-

ния пиона уклоняющегося боковыми почками // Вестник Оренбургского 

государственного университета. 2009а. № 6. С. 140 – 142. 

Зарипова А.А. Особенности биологии и размножения Paeonia 

anomala L. (пиона уклоняющегося) в культуре in vitro // Биоразнообразие 

растений на Южном Урале в природе и при интродукции: Труды Ботани-

ческого сада-института Уфимского НЦ РАН к 75-летию образования. 

Уфа: Гилем, 2009б. С. 344 – 358. 

Зарипова А.А. Сохранение и ускоренное размножение пиона ук-

лоняющегося методом эмбриокультуры // Бюллетень Ботанического сада 

СГУ. 2009в. С. 223 – 229. 

Зарипова А.А. Биотехнология размножения пиона уклоняюще-

гося Paeonia anomala L. Уфа: Информреклама, 2014а. 176 с. 

Зарипова А.А. Размножение редкого вида Thermopsis schischkinii 

Czefr. с использованием биотехнологических методов. // Аграрная Рос-

сия. 2014б. № 8. С. 13-17. 

Зарипова А.А. Разработка технологии клонального микрораз-

множения Polemonium caeruleum L. // Биотехнология от науки к практике: 

мат-лы Всероссий. конф. с междун. участием. Уфа: РИЦ БашГУ. 2014в. Т. 

1. С. 114-118. 

Зарипова А.А. Клональное микроразмножение Polemonium 

caeruleum L. // Аграрная Россия. 2015. № 1. С. 2 – 7. 



240 

 

Зарипова А.А., Ахметова А.Ш. Размножение в культуре in vitro 

Rhaponticum carthamoides (Willd.) Iljin // Вестник Оренбургского государ-

ственного университета. 2009. № 6. С. 143 – 144. 

Зарипова А.А., Ахметова А.Ш., Мухаметвафина А.А. Размно-

жение Thermopsis schischkinii Czefr. в культуре in vitro. // Биотехнология 

от науки к практике: мат-лы Всероссий. конф. с междун. участием. Уфа: 

РИЦ БашГУ. 2014. Т. 1. С. 110-114. 

Зарипова А.А., Байбурина Р.К. Микроклональное размножение 

Paeonia anomala L. (Paeoniaceae) in vitro // Раст. ресурсы. 2005. Т. 41, 

вып. 4., С. 22–30. 

Зарипова А.А., Манчу Я.В., Фархутдинов Р.Г. Особенности 

микроразмножения Arnica montana L. // Современные проблемы биохи-

мии и биотехнологии: Всеросс. конф. с международ. участием. Уфа: Изд-

во РИЦ БашГУ, 2013 С. 167-170. 

Калинин В.Ф., Сарнацкая В.В., Полищук В.Е. Методы культу-

ры тканей в физиологии и биохимии растений. М.: Наук. думка, 1980. 488 

с. 

Катаева Н.В., Бутенко Р.Г. Клональное микроразмножение рас-

тений. М.: Наука, 1983. 96 с. 

Конарев В.Г. Морфогенез и молекулярно-биологический анализ 

растений. СПб.: ВНИИ растениеводства, 1998. 375 с. 

Корочкин Л.И. Биология индивидуального развития (генетиче-

ский аспект). М.: Изд-во МГУ, 2002. 264 с. 

Круглова Н.Н. Морфогенез в культуре пыльников пшеницы: эм-

бриологический подход. Уфа: Гилем. 2001. 203 с. 

Круглова Н.Н., Батыгина Т.Б. Методические рекомендации по 

использованию морфогенетического потенциала пыльника в биотехноло-

гических исследованиях яровой мягкой пшеницы. Уфа, 2002. 39 с. 

Круглова Н.Н., Батыгина Т.Б., Горбунова В.Ю., Титова Г.Е.,. 

Сельдимирова О.А. Эмбриологические основы андроклинии пшеницы. 

М.: Наука, 2005. 99 с. 

Круглова Н.Н., Егорова О.В., Сельдимирова О.А., Зайцев 

Д.Ю., Зинатуллина А.Е. Световой микроскоп как инструмент в биотех-

нологии растений. Уфа: Гилем, Башкирская энциклопедия, 2013. 128 с. 

Круглова Н.Н., Сельдимирова О.А. Регенерация пшеницы in 

vitro и ex vitro: цито-гистологические аспекты. Уфа: Гилем, 2011. 124 с. 

Кузьмина Н.А. Основы биотехнологии: [Электронный ресурс]. 

2005-2010. Режим доступа URL: http://www.biotechnolog.ru.  

Кулуев Б.Р. Каулимовирусы и их полногеномные промоторы // 

Биомика. 2012. Т. 4. №1. С. 1-19. 

Кулуев Б.Р., Князев А.В., Лебедев Я.П., Постригань Б.Н., Че-

мерис А.В. Получение трансгенных растений табака, экспрессирующих 



241 

 

консервативные участки гена AINTEGUMENTA в антисмысловой ориен-

тации // Физиология растений. 2012. №3. С. 341-353. 

Кулуев Б.Р., Михайлова Е.В., Чемерис А.В. Перенос трансге-

нов ARGOS-LIKE и AtEXPA10 в нетрансгенные формы табака и феноти-

пические проявления их конститутивной экспрессии // Вавиловский жур-

нал генетики и селекции. 2013. Т.17. №1. С. 81-88. 

Кулуев Б.Р., Сафиуллина М.Г., Князев А.В., Чемерис А.В. 
Морфологический анализ трансгенных растений табака экспрессирую-

щих ген PnEXPA3 тополя черного // Онтогенез. 2013. Т. 44. №3. С. 166-

173. 

Кулуев Б.Р., Вершинина З.Р., Князев А.В., Чемерис Д.А., Бай-

миев Ан.Х., Чумаков М.И., Баймиев Ал.Х., Чемерис А.В.  «Косматые» 

корни растений – важный инструментарий для исследователей и мощная 

фитохимбиофабрика для производственников // Биомика. 2015. №2. С. 

70-120. 

Кулуев Б.Р., Гарафутдинов Р.Р., Максимов И.В., Сагитов 

А.М., Чемерис Д.А., Князев А.В., Вершинина З.Р., Баймиев Ан.Х., 

Мулдашев А.А., Баймиев Ал.Х., Чемерис А.В. Натуральный каучук, его 

источники и составные части // Биомика. 2015. Т. 7. № 4. С. 224-283. 

Кулуев Б.Р., Михайлова Е.В., Таипова Р.М., Чемерис А.В. Из-

менение фенотипа трансгенных растений амаранта  Amaranthus retroflexus 

L. с конститутивной экспрессией гена  ARGOS-LIKE  // Генетика. 2016. Т. 

52. № 12. С. 1388–1397. 

Куперман Ф.М. Морфофизиология растений. М.: Изд-во Мос-

ковского ун-та, 1977. 256 с.  

Лутова Л.А. Биотехнология высших растений. СПб.: Изд-во 

Санкт-Петербургского ун-та, 2010. 239 с. 

Медведев С.С. Физиология растений. СПб.: Изд-во Санкт-

Петербургского ун-та, 2004. 335 с. 

Медведев С.С., Шарова Е.И. Биология развития растений. Т. 1. 

Начала биологии развития растений. Фитогормоны. Спб.: Изд-во Санкт-

Петербургского ун-та, 2011. 253 с. 

Михайлова Е.В., Кулуев Б.Р., Хазиахметов Р.М. Оценка воз-

можности гибридизации генетически модифицированного рапса с родст-

венными нетрансгенными растениями // Экологическая генетика. 2015. Т. 

13. № 2. С. 100-117. 

Муромцев Г.С., Бутенко Р.Г., Тихоненко Т.И., Прокофьев 

М.И. Основы сельскохозяйственной биологии. М.: Агропромиздат, 1990. 

384 с. 

Мухаметвафина А.А. Интродукция лилий в Башкирском Преду-

ралье и их размножение in vivo и in vitro: Автореф. дисс.  канд. наук. Уфа, 

2009.16 с. 



242 

 

Носов А.М. Культура клеток высших растений – уникальная сис-

тема, модель, инструмент // Физиология растений. 1999. Т. 46. № 6. С. 

837-844. 

Павлова О.А., Матвеева Т.В., Лутова Л.А. ROL-гены 

Agrobacterium rhizogenes // Экологическая генетика. 2013. Т.11. С. 59–68. 

Путенихин В.П. Культура изолированных почек лиственницы 

Сукачева // Биология культивируемых клеток и биотехнология растений. 

M.: Наука, 1991. С. 224-227. 

Родин А.Р., Калашникова Е.А. Использование методов клеточ-

ной и генной инженерии для получения посадочного материала древес-

ных пород. М.: МГУЛ, 1993. 90 с.  

Салимгареева А.Ш. Морфогенез в культуре тканей герберы // 8-

я Междун. конф. «Изучение онтогенеза растений природных и культур-

ных флор в ботанических учреждениях Евразии». Киев, 1995. С. 120. 

Сельскохозяйственная биотехнология / под ред. В.С. Шевелу-

хи. М.: Высшая школа, 2008. 710 с. 

Тимофеева О.А., Невмержицкая Ю.Ю. Клональное микрораз-

множение растений: Учебно-методическое пособие / Казань: Казанский 

федеральный университет, 2012. 56 с. 

Тимофеева О.А., Румянцева Н.И. Культура клеток и тканей 

растений: Учебное пособие / Казань: Казанский федеральный универси-

тет, 2012. 91 с. 

Чемерис А.В., Бикбулатова С.М., Чемерис Д.А., Баймиев А.Х., 

Князев А.В., Кулуев Б.Р., Максимов И.В. Надо ли опасаться ГМО? 

Взгляд несторонних наблюдателей на истерию вокруг // Биомика. 2014. Т. 

6. № 2 (10). С. 77-138. 

Чемерис А.В., Чемерис Д.А., Баймиев А.Х., Князев А.В., Кулу-

ев Б.Р., Максимов И.В. Борьба с ГМО как неолысенковщина // Биомика. 

2015. Т. 7. № 1 (12). С. 1-39. 

Чурикова О.А., Румынин В.А., Барыкина Р.П., Слюсаренко 

А.Г. Морфогенетические процессы в луковичных чешуях некоторых ви-

дов лилий в условиях масс-клонального размножения in vitro // Бюлл. 

ГБС. 1994. Вып. 169. С. 105-111. 

Щелкунов С.Н., Константинов Ю.М., Дейнеко Е.В. Транспла-

стомные растения // Вавиловский журнал генетики и селекции. 2011. 

Т.15. №4. С. 808–817. 

Aljanabi S.M., Martinez I. Universal and rapid salt-extraction of 

high quality genomic DNA for PCR-based techniques // Nucleic Acids Re-

search. 1997. V. 25. P. 4692-4693. 

Graham D.E. The isolation of high molecular weight DNA from 

whole organisms or large tissue masses // Anal. Biochem. 1978. V. 85. P. 609-

613. 



243 

 

Ewald D., Putenikhin V.P., Matschke J. Mikropfropfung adulter 

Koniferen // Allg. ForstZeit. 1991. Bd. 46. H. 17. S. 878-880. 

Li J., Tan X., Zhu F., Guo J. Rapid and simple method for Brassica 

napus floral dip transformation and selection of transgenic plants // Interna-

tional journal of biology. 2010. V.2. P. 127–131. 

Mitsuhara I., Ugaki M., Hirochika H. Efficient promoter cassettes 

for enhancer expression of foreign genes in Dicotyledonous and Monocotyle-

donous plants // Plant Cell Physiol. 1996. V. 37. P. 49-59. 

Murashige T., Scoog F. A. A revised medium for rapid growth and 

bioassays with tobacco tissue cultures // Physiol. Plant. 1962. V. 15. N 3. P. 

473-497. 

Svab Z., Hajdukievich P., Maliga P. Stable transformation of plas-

tids in higher plants // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1990. V. 87. P. 8526–8530. 

Warwick S.I., Beckie H.J., Hall L.M. Gene flow, invasiveness, and 

ecological impact of genetically modified crops // Annals of the New York 

Academy of Sciences. 2009. V. 1168. P. 72–99. 

 

  



244 

 

 

 

 

 

 

Учебное издание 

 

 

Кулуев Булат Разяпович (БашГУ, ИБГ УНЦ РАН) 

Круглова Наталья Николаевна (УИБ РАН) 

Зарипова Альфия Ануровна (БСИ УНЦ РАН) 

Фархутдинов Рашит Габдулхаевич (БашГУ) 

 

 

ОСНОВЫ БИОТЕХНОЛОГИИ РАСТЕНИЙ 

 

Учебное пособие 

 

 
Дизайн обложки Д.В. Зинатуллина 

Редактор И.Р. Дашкина 

Корректор А.И. Николаева 

 

Лицензия на издательскую деятельность 

ЛР № 021319 от 05.01.99 г. 

 

 

Подписано в печать 22.03.2017. Формат  60х84/16. 

Усл. печ.л. 14.  Уч.-изд.л. 14,6. 

Тираж 60 экз. Изд. №. 34 Заказ 91. 

 

Редакционно-издательский центр 

Башкирского государственного университета 

450076, РБ, г. Уфа, ул. Заки Валиди, 32. 

Отпечатано на множительном  участке 

Башкирского государственного университета 

450076, РБ, г. Уфа, ул. Заки Валиди, 32. 



245 

 

 

Булат Разяпович Кулуев 

д.б.н., с.н.с. Института биохимии и генетики УНЦ РАН, 

профессор кафедры биохимии и биотехнологии БашГУ. 

Область научных интересов: молекулярные механизмы 

роста и стрессоустойчивости растений, трансгенные 

растения, биотехнология растений.  

Автор и соавтор более 100 научных работ.   

Контакты: Kuluev@bk.ru 

 

Наталья Николаевна Круглова 

д.б.н.,  профессор, заведующая лабораторией  

экспериментальной эмбриологии растений Уфимского 

Института биологии РАН.  

Область научных интересов: биология развития,  

экспериментальная эмбриология, экспериментальный 

морфогенез, биотехнология растений.  

Автор и соавтор более 300 научных работ.  

Контакты: kruglova@anrb.ru 

 

Альфия Ануровна Зарипова  

к.б.н., заведующая лабораторией генетики и биотехно-

логии растений Ботанического сада-институту УНЦ 

РАН. 

Область научных интересов: морфогенез в культуре 

изолированных тканей и органов растений, физиология, 

биохимия  и биотехнология растений, интродукция, 

сохранение генофонда.  

Автор и соавтор более 60 научных работ.  

Контакты: zaripova.al@mail.ru 

 

Рашит Габдулхаевич Фархутдинов 

д.б.н., с.н.с., и.о. заведующего кафедрой биохимии и 

биотехнологии БашГУ. 

Область научных интересов: физиология и биотехноло-

гия растений, фитохимия, фармакология и фитотерапия. 

Автор и соавтор более 200 научных работ.  

Контакты: frg2@mail.ru 

 


