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Аннотация

Получена морфогенная суспензионная культура гречихи татарской. Установлено,
что пролиферативная активность суспензионной культуры в 7–9 раз превышает проли-
феративную активность каллусной культуры, из которой она была получена. Изучено
влияние начальной плотности культивирования на характер роста культуры и измене-
ние рН среды культивирования. Проведена оценка морфогенной способности суспен-
зионной культуры на средах MSб/г и RXб/г. Морфогенный отклик на 12-е сутки состав-
лял 60% на среде MSб/г в отличие от 6.4 % на среде RXб/г.
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ра, проэмбриональные клеточные комплексы, соматический эмбриогенез.

Введение

Гречиха татарская – ценная пищевая культура, характерная для стран Цен-
тральной и Юго-Восточной Азии. В настоящее время эта культура вызывает
повышенный интерес у селекционеров [1–3], поскольку в отличие от гречихи
посевной она является самоопылителем, имеет короткий вегетационный пери-
од, устойчива к стрессовым воздействиям окружающей среды [4]. Тем не ме-
нее, приёмы культивирования клеток и регенерации растений для гречихи та-
тарской разработаны слабо.

Ранее нами были разработаны способы получения морфогенных каллусных
культур гречихи татарской [5, 6]. По сравнению с каллусной суспензионная
культура обладает рядом преимуществ: быстрая пролиферация клеток, нарас-
тание биомассы, выделение в среду культивирования вторичных соединений
(белков, полисахаридов, фенольных соединений и др.) Последняя особенность
позволяет изучать вклад секретируемых соединений в процессы дифференциа-
ции культивируемых клеток.

В связи с этим целью работы было получение суспензионной культуры
гречихи татарской и изучение её пролиферативной и морфогенной активности.

Материалы и методы

В качестве первичного экспланта при получении суспензионной культуры
использовали морфогенный каллус гречихи татарской, полученный из незре-
лых зародышей и поддерживаемый на агаризованной среде RX следующего
состава (мг/л): макро- и микросоли по В5 [7], тиамин – 2.0, пиридоксин – 1.0,
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никотиновая кислота – 1.0, мезоинозит – 100.0, гидролизат казеина – 2000.0,
2,4-Д – 2.0, НУК – 0.5, ИУК – 0.5, кинетин – 0.2, сахароза – 25000.0, 0.8%-ный
агар, рН 5.5–5.6. Кусочки каллуса массой от 200 до 600 мг переносили в 20 мл
жидкой среды аналогичного состава и культивировали в конических колбах
объемом 100 мл в темноте на качалке (130 об/мин). Для дальнейших пересадок
из образовавшейся культуры, используя соответствующее сито, отбирали фрак-
цию проэмбриональных клеточных комплексов (ПЭКК) размером не больше
1.5 мм, которую промывали свежей средой для удаления одиночных клеток.
Длительность пассажа составляла 14 дней.

Для опытов использовали два варианта начальной плотности культивиро-
вания: 150 мг/20 мл и 300 мг/20 мл среды (в дальнейшем – плотность I и плот-
ность II). К моменту проведения опытов возраст суспензионной культуры со-
ставлял 6 мес.

В ходе пассажа каждые два дня снимали следующие показания: рН среды
культивирования, сырой и сухой вес культуры. Перед измерением рН среду
культивирования из каждой колбы центрифугировали 1 ч при скорости
4000 об/мин. Полученный осадок возвращали в соответствующую колбу. Сы-
рой вес культуры определяли по разнице в весе колбы с биомассой и пустой
колбы. Для определения сухого веса биомассу в соответствующей колбе вы-
сушивали при 60 ºС до постоянного веса.

Для определения морфогенной активности суспензионной культуры исполь-
зовали агаризованные (0.8%) безгормональные среды RXб/г и MSб/г (состав (мг/л):
макро- и микросоли по MS [8], тиамин – 2.0, пиридоксин – 1.0, никотиновая
кислота – 1.0, мезоинозит – 100.0, сахароза – 30000.0, рН 5.5–5.6). Для опыта
отбирали ПЭКК размером не более 1.5 мм, отмытые от одиночных клеток со-
ответствующей средой. Чашки Петри с высаженными ПЭКК культивировали
на свету (5000 лк). Морфогенную активность культуры определяли как выражен-
ную в процентах долю ПЭКК, образовавших соматические зародыши, корни
или антоцианы.

Каждый опыт проводили в трех биологических повторностях. Статистиче-
скую обработку данных осуществляли с использованием пакета статистическо-
го анализа программы Microsoft Office Excel 2003. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка среднего значения при доверительной
вероятности 95%.

Результаты и обсуждение

Как было показано ранее [9], морфогенный каллус гречихи татарской со-
храняет морфологию, диплоидное число хромосом и способность к соматиче-
скому эмбриогенезу и геммогенезу в течение длительного времени культивиро-
вания (несколько лет). Он состоит из проэмбриональных клеточных комплек-
сов (ПЭКК) и участков мягкого каллуса. В ходе циклического развития исход-
ные ПЭКК разрыхляются, давая начало молодым ПЭКК и мягкому рыхлому
неморфогенному каллусу. По нашим наблюдениям полученная из каллуса сус-
пензионная культура в ходе пассажа развивалась аналогично – происходило
образование новых ПЭКК и суспензии отдельных клеток (рис. 1).
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Рис. 2. Изменение биомассы суспензионной культуры F. tataricum в ходе пассажа при
разной начальной плотности культивирования 150 мг/20 мл и 300 мг/ 20 мл: а) по су-
хому весу, б) по сырому весу

В ходе пассажа среда культивирования постепенно изменяла свой цвет от
прозрачной до фиолетово-коричневой, что может свидетельствовать о секреции
в среду культивирования фенольных соединений, синтез которых характерен для
представителей рода Fagopyrum [10], и наблюдается в каллусных культурах
гречихи татарской [11]. Активный синтез фенольных соединений может являться
следствием высокой плотности культивирования клеток, поскольку их секре-
ция в большей степени проявлялась при плотности II.

Из литературных данных известно, что продукция фенолов может рассмат-
риваться как адаптивный механизм, позволяющий клеткам противостоять таким
стрессорам как УФ-радиация, низкие температуры, патогены и вирусы [12, 13],
тем не менее синтез и накопление фенольных соединений в культуре in vitro
можно расценивать неоднозначно. С одной стороны, известно, что фенолы уча-

а)

б)
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Рис. 3. Скорость изменения биомассы суспензионной культуры F. tataricum в ходе пас-
сажа при различной начальной плотности культивирования 150 мг/20 мл и 300 мг/20
мл: а) по сырому весу, б) по сухому весу

ствуют в регуляции морфогенетических процессов. Например, было показано,
что морфогенные суспензионные культуры хлопка аккумулируют значительно
больше фенольных соединений в среде культивирования по сравнению с немор-
фогенными [14], при этом спектр фенольных соединений в морфогенных и не-
морфогенных суспензиях значительно различался. В работе Рейс с соавторами
было показано, что добавление флороглюцинола не только усиливает индукцию
соматического эмбриогенеза, но и способствует нормальному развитию сома-
тических зародышей Feijoa sellowiana [15]. Однако накопление клетками фе-
нольных соединений и выделение их в среду культивирования в критических
количествах связано с развитием с окислительного стресса и угнетением роста
культуры [16, 17].

а)

б)
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Рис. 4. Изменение рН культуральной среды в ходе пассажа при различных начальных
плотностях культивирования 150 мг/20 мл и 300 мг/20 мл

Как видно из рис. 2, при увеличении начальной плотности культивирования
в 2 раза (с 150 до 300 мг/20 мл) максимальный прирост биомассы по сырому
весу увеличивается также в 2 раза, а по сухому весу только на 20%. При этом
при начальной плотности I к концу пассажа сырой вес культуры начинает сни-
жаться, а сухой вес продолжает увеличиваться. Противоположную картину
можно наблюдать при плотности культивирования 300 мг/20 мл – при постоян-
ном увеличении сырого веса биомассы происходит падение сухого веса. Такой
характер роста культур можно объяснить ростом клеток растяжением, при ко-
тором в первую очередь увеличивается вакуолизация клеток. Это приводит к
увеличению оводненности клеток стареющих ПЭКК. Еще одной причиной мо-
жет служить увеличение фракции одиночных сильновакуолизированных клеток
при плотности II по сравнению с долей таких клеток при плотности I. В пользу
этого предположения говорят и данные по скорости изменения биомассы по
сырому и сухому весу (рис. 3).

Следует отметить, что за пассаж при начальной плотности культивирования I
биомасса увеличивается в 14 раз, а при плотности культивирования II – в 18 раз,
что в 7–9 раз превышает пролиферативную активность каллусной культуры,
которая являлась предшественником исследуемой клеточной суспензии [9].

Анализ значений рН среды культивирования в ходе пассажа показал (рис. 4),
что в первые двое суток происходит падение рН с 5.45 (значение рН среды
культивирования после автоклавирования) до 5.09. Подкисление, а затем под-
щелачивание среды наблюдается при обеих плотностях культивирования. Сле-
дует отметить, что этот процесс происходит с разной скоростью: среда культи-
вирования при плотности II имеет значение рН ≈ 6.5 уже на 6-е сутки, тогда
как при плотности культивирования I это значение наблюдается только к концу
пассажа. Явление подкисления среды в начале культивирования описано для
многих культур [18, 19]. Падение значений рН происходит в течение первых
двух суток, иногда даже первых нескольких часов культивирования [16]. Это
объясняется тем, что  в  среде,  содержащей  одновременно  ионы  3

−NO  и 4
+NH ,
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Рис. 5. Морфогенная способность суспензионной культуры F. tataricum на 8-й, 10-й и
12-й день культивирования на безгормональных средах MSб/г и RXб/г: а) соматические
зародыши, б) корни, в) антоцианы
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в первую очередь происходит поглощение ионов 4
+NH , что вызывает выброс

протонов и подкисление среды. При истощении в среде источника ионов аммо-
ния клетки начинают использовать ионы 3

−NO . При этом в среду выделяются
−OH -ионы, и значение рН повышается [20]. Имеется ряд исследований, в кото-

рых показано, что значение, до которого падает рН, практически не зависит от
исходного значения рН среды культивирования [21–23].

Морфогенная способность суспензионной культуры гречихи татарской
оценивалась на безгормональных средах RXб/г, MSб/г (рис. 5). Образование пер-
вых соматических зародышей наблюдали на 5-й день на среде MSб/г. Тенденция
к образованию соматических зародышей преимущественно на среде MSб/г со-
хранялась и при дальнейшем культивировании. На 12-й день на этой среде 59.6%
высаженных ПЭКК образовали соматические зародыши, а разница в морфоге-
нетическом отклике между двумя средами составляла более 50%. Для среды
RXб/г было характерно образование антоцианов и разрыхление ПЭКК (рис. 6).
Такая разница в морфогенетическом отклике на средах MSб/г и RXб/г, скорее
всего, связана с наличием в составе среды RXб/г гидролизата казеина, который
необходим для роста каллуса [24], но, по-видимому, ингибирует развитие сома-
тических зародышей. Образование на ПЭКК корней было характерно для обеих
сред. Небольшое преимущество по количеству (≈ 5%) и длине корней наблю-
далось у ПЭКК на среде MSб/г.

Таким образом, была получена морфогенная суспензионная культура гре-
чихи татарской с высокой пролиферативной активностью и высокой регенера-
ционной способностью, которая может быть использована в работах по генети-
ческой трансформации и как модель для изучения процессов регуляции морфо-
генеза in vitro.

Summary

E.A. Gumerova, D.B. Utina, N.I. Rumyantseva. Establishment and Characterization of
Morphogenic Suspension Culture of Tatar Buckwheat Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.

The morphogenic suspension culture of tatar buckwheat was obtained. It was established
that the proliferative activity of suspension culture 7–9 times exceeds the proliferative activity
of callus culture, from which it was obtained. The effect of the initial cell density on growth
of culture and a change of pH medium were studied. The estimation of morphogenic ability
of suspension culture was carried out on the non-hormone media MS and RX. Morphogenic
response on 12th day of culture on MS medium was 60% in contrast to 6.4% on RX medium.

Key words: tatar buckwheat Fagopyrum tataricum, suspension culture, proembryogenic
cell complexes, somatic embryogenesis.
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Рис. 1. Суспензионная культура F. tataricum на 8-й день культивирования: черная
стрелка – ПЭКК, белая стрелка – суспензия одиночных клеток. Ув. 40

Рис. 6. Морфогенная способность суспензионной культуры F. tataricum: а) соматиче-
ский эмбриогенез на среде MSб/г, б) образование антоцианов и разрастание ПЭКК на
среде RXб/г. Ув. 12.5

а)

б)




