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многообещающие решения для борьбы с болезнями человека и повышения 
благосостояния общества. 
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 Введение – краткий исторический обзор 
Растения обладают удивительной пластичностью в развитии. Это проявляется, в 

частности, в их высокой способности к регенерации. Время от времени растениям 
приходится справляться с физическими повреждениями, вызванными их биотической или 
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абиотической средой. Чтобы обеспечить выживание, у них есть специальные пути 
развития, позволяющие залечивать повреждения и/или заменять утраченные 
части/органы. С давних пор эти пути используются для вегетативного размножения 
растений. Кроме того, способность растений к регенерации привлекла научный интерес 
еще в конце 19 века (недавний обзор истории культивирования растительных клеток см. в 
работе Сугиямы, 2015). Наблюдались гистологические реакции на раны и образование 
мозолей, и уже на этом раннем этапе использовался термин “дедифференцировка”. 
Начало исследований культур растительных клеток и тканей in vitro датируется 1902 
годом, когда Готлиб Хаберландт представил свою гипотезу о внутренней способности 
изолированных растительных клеток к автономной жизни (Haberlandt, 1902). В 1930-х 
годах были разработаны методы долговременного размножения и поддержания тканей 
культивируемых растений, которые позволили получить экспериментальные 
доказательства этой гипотезы. Затем было обнаружено, что фитогормоны ауксин и 
цитокинин необходимы для пролиферации клеток in vitro. Более того, было обнаружено, 
что соотношение этих гормонов определяет морфогенетический путь, по которому будет 
развиваться культивируемая ткань in vitro: высокое и низкое соотношение цитокинина и 
ауксина благоприятствуют регенерации побегов и корней соответственно, тогда как более 
сбалансированные концентрации приводят к неорганизованному росту клеточной массы 
(Skoog and Miller, 1957). Эта пролиферирующая клеточная масса была названа “каллусом” 
из-за ее сходства с ранозаживляющей растительной тканью. В конце 1950-х годов было 
доказано, что, помимо последовательного органогенеза побегов и корней, целые растения 
могут быть регенерированы из культивируемых растительных клеток всего за один этап 
путем формирования зародыша (Steward et al., 1958; Reinert, 1959). Этот путь позже был 
назван “соматическим эмбриогенезом”, и его инициация была ограничена отдельными 
клетками (Backs-Hüsemann and Reinert, 1970). Этот процесс считался экспериментальным 
доказательством “тотипотентности” растительных клеток, а именно того, что каждая 
соматическая клетка растения обладает способностью к регенерации в целое растение. 
Эта точка зрения была дополнительно подтверждена выделением и культивированием 
листовых протопластов (одиночных клеток, лишенных клеточной стенки) и развитием из 
них целых растений (Takebe et al., 1971). Основываясь на вышеуказанных исследованиях, 
системы культивирования и регенерации растительных клеток/тканей были успешно 
применены для размножения сотен видов растений и их различных эксплантатов. Таким 
образом, мнение, сформулированное Стюардом и его коллегами в 1970 году, о том, что “в 
принципе, все нормальные диплоидные соматические клетки по существу тотипотентны и 
что нынешние неудачи в выращивании их в растениях просто затрудняют поиск 
подходящих условий для их развития” (Steward et al., 1970), получило широкое признание. 
Также было распространено мнение, что дедифференцировка соматических клеток 
растений является необходимым условием последующей регенерации растений. Однако 
недавние исследования позволили глубже понять описанные выше процессы и поставили 
под сомнение некоторые из приведенных выше исторических, иногда даже догматических 
утверждений о культуре растительных клеток и тканей. Ниже кратко обсуждаются 
некоторые из наиболее важных вопросов. 

Каллусная культура– это неорганизованная пролиферирующая ткань, которая 
состоит из дедифференцированных клеток. Каллус – система растительных тканей, 
которая состоит из тонкостенных, паренхимных клеток, выращенных на искусственных 
питательных средах. Метод культуры изолированных тканей – выращивание 
изолированных клеток и тканей на искусственных питательных средах в стерильных 
условиях. Для данного метода необходимо соблюдение нескольких требований: 
соблюдение асептических условий и использование питательных сред. Изолированные 
клетки и ткани культивируют на многокомпонентных питательных средах. В их состав 
входят макро- и микроэлементы, углеводы, витамины, фитогормоны и их синтетические 
аналоги. В среды обязательно вводят ауксины, вызывающие дедифференцировку клеток 
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экспланта, и цитокинины, индуцирующие клеточные деления. Добавление этих 
фитогормонов в различных соотношениях вызывает разные типы морфогенеза. При 
приготовлении твердых питательных сред для поверхностного выращивания каллусных 
тканей используют агар-агар. Возникновение каллуса связано с неорганизованным 
делением дедифференцированных клеток. Дедифференцировка – это возвращение клеток 
в меристематическое состояние, при котором они сохраняют способность к делению. У 
интактных растений дедифференцировка и индукция каллусогенеза возникают вследствие 
образования раневых гормонов (травматиновая кислота) при механических 
повреждениях; кроме 10 того, необходимо присутствие ауксинов и цитокининов. Среди 
ауксинов в лаборатории чаще всего используют: 1. 2,4-D (2,4-дихлорфеноксиуксусную 
кислоту); 2. ИУК (индолил-3-уксусную кислоту); 3. НУК (α-нафтилуксусную кислоту). Из 
цитокининов вносят: 1. Кинетин; 2. 6-БАП (6-бензиламинопурин); 3. зеатин. Технология 
получения каллусной и суспензионной культур сводится к следующему. На первом этапе 
производится выбор эксплантов (наиболее пригодный материал для получения каллусов 
дает проращивание простерилизованных семян в асептических условиях). Следующий 
этап – стерилизация отобранного материала. Третий этап – перенос стерильных 
эксплантов на питательную среду. Четвертый этап - получение первичного каллуса. 
Последний этап – пассивирование, то есть разделение первичного каллуса на части, 
которые впоследствии будут культивироваться отдельно. Биотехнологическое получение 
экономически важных фармакологически активных веществ в настоящее время основано 
на суспензионной культуре. Это связано с тем, что она характеризуется более высокой 
скоростью роста, более широкими возможностями для изучения влияния экзогенных 
факторов на метаболизм и рост клеток, а также простотой процедуры 
субкультивирования, что позволяет осуществлять технологический процесс на основе 
использования биореакторов. 

Дедифференцировка и образование каллуса 
Термин “дедифференцировка” имеет множество определений: “процесс, при 

котором зрелые или специализированные клетки теряют свой дифференцированный 
характер и омолаживаются” (Bloch, 1941); “процесс, при котором ткани, подвергшиеся 
клеточной дифференцировке, могут быть обращены вспять, чтобы снова стать первичной 
клеткой” (Hale et al., 1941). и др., 2005); “включает в себя терминально 
дифференцированную клетку, возвращающуюся обратно к менее дифференцированной 
стадии из своей собственной линии” (Jopling et al., 2011).; “его отличительной 
особенностью является переход из данного дифференцированного состояния в состояние, 
подобное ”стволовой клетке", которое придает плюрипотентность" (Grafi, 2004). Общим в 
этих определениях является то, что, в отличие от дифференцировки, дедифференцировка 
повышает потенциал развития клеток. Однако существует противоречие в отношении 
того, в какой степени можно использовать термин “дедифференцировка”. Является ли это 
обратным процессом дифференцировки и, следовательно, может происходить только в 
пределах одной и той же клеточной линии (Hale et al., 2005; Jopling et al., 2011; Sugimoto et 
al., 2011) или может быть использован для всех процессов, повышающих активность 
клеток (например, Grafi, 2004; рис. 1)? Преодоление барьеров между клеточными линиями 
обычно рассматривается как трансдифференцировка, независимо от способности клеток к 
развитию (Sugimoto et al., 2011; рис. 1). 
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Рисунок 1. Различные пути дифференцировки, которыми может следовать 

растительная клетка, и используемая терминология для их описания. Дифференцировка 
обычно ассоциируется со снижением, а дифференцировка - с повышением потенциала 
развития. В строгом смысле дедифференцировка может происходить только в пределах 
одной и той же линии развития и может рассматриваться как возврат к дифференцировке. 
Трансдифференцировка используется для описания изменений судьбы клеток, не 
зависящих от способности к развитию. Однако в биологии растений 
трансдифференцировку, ведущую к повышению потенциала развития, часто называют 
дедифференцировкой, особенно во время образования каллуса. Образование каллуса - это 
не шаг назад в развитии, а скорее результат чрезмерной 
пролиферации/трансдифференцировки дифференцированных клеток. Некоторые или 
большинство клеток гетерогенной каллусной ткани могут обладать повышенной 
способностью к развитию. 

Одной из основных причин разногласий является смешение генетической и 
биологической точек зрения на клеточную дифференцировку. Все многоклеточные 
организмы характеризуются определенным количеством генов, но ни одна из их клеток не 
экспрессирует все гены, а только их часть, и поэтому их можно считать генетически 
дифференцированными. Следовательно, генетически полностью дедифференцированная 
клетка экспрессировала бы все гены, закодированные в геноме. Очевидно, что такой 
клетки не существует. Даже зигота, обладающая наивысшим потенциалом развития, 
имеет четко определенный паттерн экспрессии генов (Sprunck et al., 2005; Чжао и др., 
2011; Абико и др., 2013; Домоки и др., 2013; Леляк-Леванич и др., 2013) и с генетической 
точки зрения дифференцируется для выполнения своей специфической функции - 
инициации автономного развития организма. 

Недавние транскриптомные данные подтверждают мнение о том, что мозоли могут  
Существование по меньшей мере двух различных путей соматического 

эмбриогенеза подтверждается наблюдениями, проведенными с использованием 
эксплантатов незрелых зиготических эмбрионов арабидопсиса (Gaj et al., 2005). В этой 
системе было обнаружено, что индуцированное 2,4D прямое (без каллуса) образование 
соматических эмбрионов зависит от LEC1, но мутанты lec1 все еще могут образовывать 
соматические эмбрионы непрямым путем, ориентированным на WUS. 

В заключение: не все растительные клетки являются тотипотентными, но при 
соответствующих условиях некоторые клетки могут стать тотипотентными. Клетка (и 
только одна клетка) может считаться тотипотентной, если она способна автономно 
развиваться в целое растение посредством эмбриогенеза. Однако соматический 
эмбриогенез не зависит строго от тотипотентности клеток. Теоретически развитие 
эмбрионов из соматических клеток может начаться, по крайней мере, тремя основными 
способами: (1) прямой эмбриогенез из отдельных клеток через тотипотентную 
(зиготоподобную?) этап; (2) прямой или непрямой эмбриогенез, зависящий от факторов 
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транскрипции, идентифицирующих эмбрион (LEC1, LEC2, FUS3 и т.д.); (3) организация 
эмбрионов из групп клеток, зависящих от градиентов ауксина и цитокинина, связанных с 
параллельным образованием центров организации меристем (экспрессия WUS и WOX5) 
(рисунок 2). Следовательно, попытки идентифицировать ключевые 
физиологические/молекулярные/генетические триггеры, которые действительны для всех 
соматических эмбриогенетических систем, очевидно, приведут к неудаче. 

 
 

 
 
 
Рисунок 2. Возможные пути формирования соматического эмбриона. Развитие 

соматического эмбриона потенциально может быть инициировано дифференцированными 
соматическими клетками (светло-серые) или стволовыми клетками, подобными 
перицикламе (темно-серые), и может протекать прямым (1,3) или непрямым (2,4) путями 
in vitro (1,2) или in planta (3,4). Соматический эмбриогенез может начаться с образования 
одиночных (зиготоподобных?) тотипотентных клеток (желтых), которые формируют 
эмбрионы (темно-зеленые) после асимметричного первого деления (1). Соматические 
эмбрионы могут быть организованы на поверхности эмбриогенных каллусов из 
множества клеток (2). У растений соматический эмбриогенез, обусловленный мутацией 
или эктопической сверхэкспрессией регуляторных генов, также может быть прямым (3) 
или непрямым (4). Если этот процесс начинается в одной эмбриогенной клетке (3), то эту 
клетку можно считать тотипотентной (желтая с темно-зелеными линиями), но характер ее 
экспрессии, вероятно, отличается от такового в гипотетической “зиготоподобной” 
тотипотентной клетке (желтая; в процессах 1). 
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МИКРОКЛОНАЛЬНОЕ РАЗМНОЖЕНИЕ КАРТОФЕЛЯ В УСЛОВИЯХ IN 
VITRO 

 
Пазыл Айдар 

 
Актуальность: Микроклональное размножение представляет собой процесс 

получения в vitro растений, которые генетически идентичны исходному экспланту, 
используя метод вегетативного размножения растений в культуре in vitro [1]. Этот метод 
основан на уникальном свойстве соматических растительных клеток - их 
тотипотентности, способности полностью реализовать генетический потенциал всего 
организма. В настоящее время, различные методы микроклонального размножения 
сельскохозяйственных культур, особенно вегетативно размножаемых, становятся все 
более актуальными в системе in vitro [2]. Эти методы включают в себя размножение через 
пазушные и адвентивные почки, непрямой морфогенез и соматический эмбриогенез [3,4]. 

Новизна: выявление оптимальных питательных сред для проведения 
микроклонального черенкования растений сортов Триумф и Импала в зимний период. 

Цель: изучение и усовершенствование состава питательной среды с целью 
увеличения коэффициента размножения этих сортов. 

Основная задача: регулирование скорости роста растений из черенков на 
питательной среде. 

 
Условия, материалы и методика. Исследования провели в лаборатории 

биотехнологии растений НИИ клеточной биологии и биотехнологии ЕНУ им. Л.Н. 
Гумилева с сортами Триумф и Импала, в период интенсивного размножения – зима. 


