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НЕКОТОРЫЕ ОСОБЕННОСТИ КУЛЬТУР ТКАНЕЙ ДИ- II 
ТЕТРАПЛОИДНЫХ ФОРМ HAPLOPAPPUS GRACILIS A. GRAY

Получены культуры тканей из разных органов двух форм растений Haplopappus 
gracilis.

Установлено, что каллусные ткани семенного происхождения отличаются ростом и 
содержанием сухого вещества, митотической активностью и плазменноядерными от
ношениями.

Культура тканей и клеток находит все большее применение для ре
шения проблем современной биологии, одновременно этот метод широ
ко применяется в практике—для размножения сельскохозяйственных 
растений, оздоровления растений, пораженных вирусными болезнями, 
для упрощения и ускорения генетико-селекционного процесса [1]. Яв-

Рис. 1. Кариотип диплоидной формы.

ляясь экспериментальной системой, культура растительных тканей и 
клеток открывает большие возможности для получения целенаправлен
ных изменений. Haplopappus gracilis A. Gray из-за сравнительно круп
ных размеров и малого числа хромосом (рис. I) стал классическим 
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объектом в культуре тканей и клеток. Многие исследования посвяще
ны вопросам роста и размножения клеток, структурных изменений хро
мосом и полиплоидизании [2—9].

Нашей задачей было изучение митотической активности, интенсив
ности роста и накопления сухого вещества и плазменно-ядерных отно
шении культур тканей ди- и тетраплоидных форм растений Haplopap
pus gracilis.

Материал и методика. Исходным материалом служили семена диплоидных и тет- 
раплоидиых форм И. gracilis. Тетраплоидная форма была получена в результате об
работки наклюнувшихся семян 0,03—0,01 и 0,1% растворами колхицина [10].

После стерилизации 10—12% раствором пергидроля в течение 15 мин семена про
мывали теплой стерильной водой и в асептических условиях переносили на 0,7% ага- 
ризованные питательные среды Га.мборга [11], Мурасиге и Скуга [12], Уайта [13] 
(цитировано по Бутенко) и Нича [14]. На указанные питательные среды высевали по 
50 семян каждой формы; проращивали при 26°С и 70% относительной влажности воз
духа. После прорастания семян пинцетом вычленяли кусочки тканей отдельных орга
нов растений и переносили на те же питательные среды. В отдельных случаях вторич
ный посев проводили каллусными тканями, образовавшимися непосредственно из семян.

Динамику накопления сырой и сухой массы определяли в течение 30-дневного 
культивирования. С этой целью через каждые 5 дней взвешивали ткани пяти колб а 
выводили среднюю арифметическую. После высушивания этого материала при 100— 
105°С определяли абсолютно сухой вес.

Митотическую активность определяли в течение всего периода пассирования куль
туры с интервалом в один день. Для этого в каждый срок брали выборку культуры 
из пяти колб на каждую форму и фиксировали в спирт-уксусной (3:1) кислоте. Мате
риал обрабатывали по общепринятой методике [15]. На временных препаратах оку- 
ляр-микрометром измеряли параметры клеток и ядер. В каждой пробе измеряли по 
100 клеток. Объем клеток определяли по формуле V=nr2h, где г—меньший диаметр 
клетки, h- -высота клетки, или больший диаметр. Объем ядер определяли по форму

ле V = 4/3zrabc, где а, б, с—радиусы эллипсоида Проводили статистическую обработку 
измерений диаметров ядер и клеток. Для точного определения цитоядерного отноше
ния клеток вычисляли логарифмированные объемы ядер и клеток.

Результаты и обсуждение. Ежедневными наблюдениями было уста
новлено, что прорастание семян происходит спустя 8—12 дней после 
посева. На питательной среде Гамборга наблюдалось каллусообразо- 
вание непосредственно из семян. В посевах тканями отдельных орга
нов каллусообразование наблюдалось спустя 14—17 дней после контак
тирования с питательной средой.

На питательных средах Гамборга, Мурасиге и Скуга нам удалось 
получить каллусные ткани из семян, корней, стеблей и листьев обеих 
форм растений. Дальнейшее пассирование тканей проводили на среде 
Гамборга пересевами через каждые 30—32 дня. Первичная каллусная 
ткань, образовавшаяся непосредственно из семян или из тканей других 
органов, светло-желтая, платная, с зернистой коноистенцией. В даль
нейшем она темнеет и становится светло-коричневой. При старении 
культуры наблюдаются некротизированные участки.

Результаты определения динамики накопления сырой массы (рис. 
2) показывают, что йо сравнению с тетраплоидной каллусная ткань от 
диплоидной формы растет интенсивнее и к концу пассирования накап
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ливает больше сырой массы. Так, например, если ткань от тетраплоид- 
ной формы на 15 и 30-й дни культивирования дала прирост 0,,4 и 5,1-г 
соответственно, то ткань от диплоидной-1,7 и 7,9. У обеих культур 
максимальное накопление сырой массы отмечалось на 30-й день куль
тивирования.

Содержание сухого вещества (рис. 3) выше в тканях от тетраплопд- 
ной формы растений. К концу культивирования оно снижается. Так,

Рис. 2.
Рис. 2. Динамика накопления сырой
Рис. 3. Динамика накопления сухой

Рис. 3.
массы ди- и тетраплоидных форм, 
массы ди- и тетраплоидных форм.

например, если на 11-й день в тканях от диплоидной формы этот пока
затель составлял 6,8, а в тканях от тетраплоидной—6,7%, то на 32-й 
день культивирования—3,2 и 3,8% соответственно.

Как видим (рис. 4), разные по происхождению культуры тканей 
имеют и разную митотическую активность. Она выше в клетках тканей 
от тетраплоидной формы, достигает максимума на 5 и 19-й дни культи
вирования, а в культуре от диплоидной формы—на 24-й день культи
вирования. К концу культивирования наблюдается заметное снижение 
митотической активности обеих культур.

Из представленных в таблице данных видно, что клетки и яд
ра каллусной ткани от тетраплоидной формы имеют сравнительно боль
шие объемы, причем увеличение объемов происходит за счет изменения 
длины. Из таблицы также видно, что у клеток культуры тканей от тет
раплоидной формы в большей степени увеличиваются клетки, чем ядра, 
так как их плазменно-ядерные отношения имеют более высокое число
вое значение. Количество клеток, как и следовало ожидать, на 1 мг 
ткани 'больше в культуре от диплоидной формы.
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Рис. 4. Кривые митотической активности.

Плазменно-ядерное отношение и число клеток на 1 мг массы культур тканей
Таблица՛

Фэрмы 
культур

Ширина Длина Объем Плазменно- 
ядерные 

отношения

Число кле
ток на 1 мг 

массыклет
ка ядро клетка ядро клетка ядро

2х 2Տ.6 6,8 39,2 7,8 19262 1525 12,6 1275

4х 22.9 6,3 52,9 9,1 28431 1962 14,5 1050

В процессах пассирования в культурах от обеих форм растения 
идет полиплоидизация. Следовательно, мы имели дело не с сугубо ди
плоидными и тетраплоидными культурами тканей, а с химерами. Вы
явленные нами различия, безусловно, обусловлены происхождением 
культур тканей.
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Ամփոփում

Վարակազերծված սերմերով Գամբորգի Օ,7°/օ ագարային սննդամի- 
ջավայրի վրա կատարված ցանքերում ստացվել են Нар10рарр115 §ГаС1115-/г 
երկու ձևերի սերմնային հյուսվածքային կուլտուրաներ։
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Պարզվել է, որ դիպլոիդ ձևից ստացված կուլտուրան աճում է արագ և 
ցանցի 30-րդ օրը կուտակում է ավելի շատ զանգված, քան տետրապլոիդ ձևից 
ստացվածը։ Ըստ չոր նյութի քանակի դիտվել է հակառակ պատկերը։ Տետրա- 
ս1Լ"իդ ձևի հյուսվածքային կուլտուրային բնորոշ է բարձր միտոտիկ ակտի
վություն, ինչպես նաև բջիջների և կորիզների ծավալի մեծացում։
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