
Acta Biologica Sibirica  

ISSN 2412-1908  (Online). Acta Biologica Sibirica. 2016. 2 (4).  

29 

ARTICLE             УДК 58.04 

 

ИНДУЦИРОВАННЫЙ МУТАГЕНЕЗ В КУЛЬТУРЕ ИЗОЛИРОВАННЫХ ТКАНЕЙ 

СЕНПОЛИИ 

М.К. Горина, К.А. Смашных, О.К. Таварткиладзе, О.С. Горянинова 

Алтайский государственный университет, Барнаул, Россия 

Е-mail: ksenya7.08@mail.ru  

 
В статье изучено действие колхицина на регенерационную способность изолированных тканей сенполии 

фиалковой (сорт Blue Dragon). Определена оптимальная доза мутагена и время экспозиции для сохранения 

жизнеспособности клеток и получения максимального числа растений-регенерантов с измененным генотипом. Для 

получения клеточных линий использовали фрагменты листа (5×5 мм). Изолированные листовые экспланты 

культивировали на питательной среде MS, с добавлением бензиламинопурина (БАП) и α-нафтилуксусной кислоты 

в концентрации 4 и 3 мкМ, соответственно. В качестве химического мутагена использовали колхицин в 

концентрации 10, 50, 80 и 100 мг/л. Колхициновую обработку проводили при трех экспозициях (3, 5 и 10 суток), 

после чего, каллусные ткани переносили на свежую среду без колхицина для дальнейшего культивирования. 

Контролем служило культивирование на среде без колхицина Результатом влияния высокой концентрации 

колхицина и длительностью экспозиции экспланта на средах с мутагеном является процесс каллусогенеза, которому 

подверглись уцелевшие меристематические клетки. В культуре тканей для перехода специализированной ткани в 

делящееся состояние всегда необходимы гормональные факторы. Вероятно, в нашем случае такими индуктором 

являлся колхицин в концентрациях 50 и 80 мг/л при экспозиции 10 суток. На средах II-10 и III-10 уровень 

каллусогенеза варьировал от 60 до 100%. При концентрации колхицина 50 и 80 мг/л и экспозиции 10 суток 

наблюдается низкий уровень прямой регенерации и высокий процент каллусообразования. Следовательно, стоит 

ожидать изменения генома у растений-регенерантов, полученных на средах II-10 и III-10. 
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The paper studied the effects of colchicine on isolated tissue regenerative capacity of violet saintpaulia (Blue Dragon). We 

determined the optimal dose of the mutagen exposure time and to preserve cell viability and maximize the number of plants 

regenerated with modified genotype. We used leave fragments (5 × 5 mm) for cell lines. Isolated leaf explants were cultured 

on MS medium supplemented with benzylaminopurine (BAP) and α-naphthaleneacetic acid at a concentration of 3 and 4 

uM  respectively. As used chemical mutagen colchicine at concentrations of 10, 50, 80 and 100 mg / l. Colchicine treatment 

were carried out at three exposures (3, 5 and 10 days), after which the callus tissue was transferred to fresh medium without 

colchicine for further cultivation. Served as controls on the cultivation medium without colchicine result of the impact of 

high concentrations of colchicine and duration of exposure to the media explant with a mutagen is the process of callus 

formation, which underwent surviving meristematic cells. In tissue culture to move into specialized tissue divisible state is 

always necessary hormonal factors. Probably, in our case, was an inducer such colchicine at concentrations of 50 and 80 mg 

/ l at 10 days exposure. On media II-10 and III-10 callus level ranged from 60 to 100%. When the concentration of 

colchicine 50 and 80 mg / L and 10 days of exposure there is a low level of direct regeneration and a high percentage of 

callus formation. Therefore, we can expect changes in the genome of regenerated plants obtained on a medium II-10 and 

III-10. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Техника культуры клеток и тканей дает возможность быстро размножать ценные растения, получать 
в больших количествах вегетативное потомство трудноразмножаемых в обычных условиях. 
Исследования показали, что в процессе культивирования растительного материала in vitro, можно 
получать не только идентичные копии исходных растений, но и увеличивать генетическое разнообразие 
в популяции каллусных тканей и регенеративных растений (Новикова, 2013; Хлебова, Ерещенко, 2015). 
Это явление получило название сомаклональной изменчивости (Larkin, Scowcroft, 1981). Естественная 
сомаклональная изменчивость, возникающая в процессе культивирования клеток и протопластов, может 
быть усилена с помощью мутагенеза (Кильчевский, Хотылева, 2008). 

Индуцированный мутагенез, в настоящее время, широко распространен среди методов селекции 
растений. Основные его преимущества по сравнению с традиционными методами селекции 
заключаются в более быстром улучшении исходного материала для дальнейших селекционных целей как 
по одному, так и по ряду хозяйственно-ценных признаков (Зоз, 1968; Стрельчук, 1981; Никитина и др., 
2015; Королев, 2016). Благодаря проведенным исследованиям накоплен фактический материал о 
действии различных химических и физических мутагенов на изолированные ткани и органы у ряда 
видов растений (Мельничук и др., 2003; Азовцева, 2005; Корниенко, Буторина, 2012; Фадеев, Фадеева, 
Воробьева, 2014; Хазиева и др., 2014; Шабалин, Дудин, 2016). Мутагенную обработку применяют для 
расширения генетической изменчивости при получении сомаклонов, а также в качестве 
предварительного этапа в клеточной селекции на устойчивость к биотическим и абиотическим факторам 
или создании клеточных линий-продуцентов (Братухина, Мохно, 2007; Егорова, 2011; Ерещенко и др., 
2014; Артюх, 2015). При разработке методических основ мутагенеза в культуре тканей для каждого 
нового вида растения необходимо, прежде всего, подобрать тип и оптимальные дозы мутагена. Большое 
значение имеет выбор объекта мутагенной обработки (в качестве которого можно использовать 
изолированные органы, каллусы, суспензии, протопласты) и фазы его развития, а также условий 
обработки и адекватных критериев оценки действия мутагена (Егорова, 2007). 

Очень редкое выявление доминантных мутаций и сравнительно частое появление различных 
хромосомных аберраций при использовании физических мутагенов (высокие и низкие температуры, 
рентгеновское излучение, α-, β-, γ-лучи, ультрафиолетовое излучение) создают существенные 
затруднения для более плодотворного использования индуцированного мутагенеза в селекции. Это в 
значительной мере может быть устранено путем использования химических мутагенов, которые резко 
уменьшают количество хромосомных аберраций и увеличивают долю доминантных мутаций (Ауэрбах, 
1978; Рапопорт, 1978). Важно отметить, что изменения, возникшие вследствие полиплоидизации, имеет 
генетическую основу и, следовательно, формо- и видообразовательное значение. Среди разнообразных 
химических мутагенов в культуре тканей и клеток достаточно часто используется колхицин, в основном 
для полиплоидизации растений. Так, обработку колхицином применяли для получения полиплоидных 
форм лука (Марьяхина, Полумордвинова, Шевченко, 1994), нектарина (Шоферистов,2008), котовника 
(Зільберварг, 2002), отдаленных гибридов тритикале и ячменя (Гирко, 1999). Однако имеются сведения о 
получении в культуре тканей под действием этого антимитотического агента анеуплоидов (Dolezel, 
Binarova, 1989). В каллусных культурах гречихи татарской, подвергшихся действию колхицина, выявлена 
высокая частота хромосомных аберраций и генетическая нестабильность на генном уровне (Мухитов, 
Румянцева, 2001; Назаренко, 2016). Такие данные свидетельствуют о возможности использования 
колхицина in vitro не только для получения полиплоидов, но и хромосомных и генных мутаций. Таким 
образом, целью данной работы явилось изучение влияния индуцированного мутагенеза на 
регенерационную способность изолированных тканей сенполии фиалковой (сорт Blue Dragon). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования служил сорт сенполии фиалковой Blue Dragon. Сорт характеризуется 

крупными полумахровыми и махровыми светло-голубыми цветками, крупными темно-зелеными с 
красной изнанкой листьями (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Внешний вид сенполии фиалковой (сорт Blue Dragon) 
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Для получения клеточных линий использовали фрагменты листа (5×5 мм). Изолированные 
листовые экспланты культивировали на питательной среде MS, с добавлением бензиламинопурина 
(БАП) и α-нафтилуксусной кислоты в концентрации 4 и 3 мкМ, соответственно. В качестве химического 
мутагена использовали колхицин в концентрации 10, 50, 80 и 100 мг/л. Колхициновую обработку 
проводили при трех экспозициях (3, 5 и 10 суток), после чего, каллусные ткани переносили на свежую 
среду без колхицина для дальнейшего культивирования. Контролем служило культивирование на среде 
без колхицина (табл. 1). 

Таблица 1. Варианты питательных сред 

Варианты 
питательных 
сред 

Концентрация 
колхицина, мг/л 

Время 
экспозиции, 
сут. 

Варианты 
питательных 
сред 

Концентрация 
колхицина, мг/л 

Время 
экспозиции, 
сут. 

I-5 10 5 II-10 50 10 
II-5 50 5 III-10 80 10 
III-5 80 5 IV-3 100 3 
I-10 10 10 Контроль 0 28 

 
Сосуды с эксплантами помещали в термостат при температуре 28±0,1°С, после появления 

адвентивных почек и микропобегов переносили в световую комнату, средняя температура в которой – 
23±1°С, с 16-часовым фотопериодом и интенсивностью освещения 2,5 клк. После 4 недель 
культивирования оценивали интенсивность регенерации, количество регенерантов и некроз экспланта. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Одной из основных проблем при определении оптимальных условий воздействия мутагенов 

является не только сохранение жизнеспособности тканей, но способность к регенерации. Для получения 
растений сомаклонов необходимо, с одной стороны, обеспечить максимальный мутагенный эффект при 
сублетальных дозах мутагена, с другой стороны – получить жизнеспособные растения. 

На рис. 2 представлены результаты влияния концентрации и времени воздействия колхицина на 
регенерационную способность листовых эксплантов сенполии. Как видно на рисунке, при переносе 
эксплантов, после обработке колхицином, на среду для регенерации, регенерационная способность 
сохранялась на всех испытанных режимах, за исключением сред III-10 и IV-3. 

Однако регенерационная способность колхицинированных эксплантов в течение 5 суток оказалась 
выше по сравнению с другим временем экспозиции. Варьирование происходило от 20 (среда III-5) до 
37% (среда I-5), составляя в среднем 28%. Стоит отметить, что количество регенерантов полученное на 
средах с добавлением колхицина 10 мг/л незначительно уступает показателям, полученным в контроле 
(43%). 

 
 

 
Рис. 2. Влияние концентрации и времени воздействия колхицина на способность к прямой регенерации 

листовых эксплантов сенполии 
 

Уровень жизнеспособности тканей (проявления некроза) на эксплантах при экспозиции 5 суток, в 
среднем, составлял 38%. Максимальное количество жизнеспособных клеток наблюдали на среде I-5, что 
соответствует контрольным значениям. С увеличением содержания колхицина в среде жизнеспособность 
эксплантов снижалась (рис. 3). 
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Рис. 3. Влияние концентрации и времени воздействия колхицина на жизнеспособность листовых 

эксплантов сенполии 
 

С увеличением времени экспозиции до 10 суток количество регенерации растений снизилось, 
составляя в среднем 10,6%. Максимальное количество регенерантов – 21% наблюдали при минимальном 
содержании мутагена. При концентрации колхицина 80 мг/л прямой регенерации не наблюдалось (рис. 
2). Однако, в этом случае, уровень каллусогенеза был максимален. В каллусных культурах, 
сформированных на средах с добавлением химического мутагена в количестве 50 и 80 мг/л, 
происходило формирование зеленых меристематических очагов, из которых в дальнейшем ожидается 
получение растений-регенерантов. Гибель клеток связана с токсическим действием колхицина. Так 
уровень некроза тканей, подвергшихся колхицинированию в течение 10 суток, варьировал от 50 до 90%, 
составляя в среднем 70%. Стоит отметить, что при максимальной концентрации мутагена (100 мг/л) и 
минимальном времени экспозиции (3 суток), жизнеспособность клеток листовых эксплантов сенполии 
составляет 1-2 % на отдельных повторениях питательных сред. Это является причиной низкого уровня 
прямой регенерации и образованию каллусов на отдельных эксплантах. 

Результатом влияния высокой концентрации колхицина и длительностью экспозиции экспланта на 
средах с мутагеном является процесс каллусогенеза, которому подверглись уцелевшие меристематические 
клетки. В культуре тканей для перехода специализированной ткани в делящееся состояние всегда 
необходимы гормональные факторы. Вероятно, в нашем случае такими индуктором является колхицин в 
концентрациях 50 и 80 мг/л при экспозиции 10 суток. На средах II-10 и III-10 уровень каллусогенеза 
варьировал от 60 до 100%. В культуре in vitro полиплоидные клетки входят в митотический цикл также 
легко, а по мнению некоторых исследователей даже легче, чем диплоидные клетки (Бутенко, 1970). 

Кроме того, на дедифференциацию и каллусообразование влияет как генотип, так и среда на 
которой находились экспланты (Ерещенко, Хлебова, Розова, 2015). Так на сахарной свекле было 
установлено, что каллус полученный из эксплантов листа представляет собой гетерогенную клеточную 
популяцию. При доминировании диплоидных клеток у штамма выявляются тетраплоидные и 
анеуплоидные с околодиплоидным числом хромосом (Чугункова, Дубровная, 1998). Уже среди первых 
митозов после индукции дедифференциации наблюдается миксоплоидия с широким размахом и 
наличием различных аномалий митоза (Кунах, 1999). Колхицин усиливает этот эффект, и измененные 
клетки каллуса способствуют изменчивости получаемых из них растений-регенерантов. 

ВЫВОДЫ 

При концентрации колхицина 50 и 80 мг/л и экспозиции 10 суток наблюдается низкий уровень 

прямой регенерации и высокий процент каллусообразования. Следовательно, стоит ожидать изменения 

генома у растений-регенерантов, полученных на средах II-10 и III-10. 
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