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Впервые изучен морфогенный потенциал трех типов флоральных эксплантов Fritillaria meleagris – листоч-
ков околоцветника, тычинок, пестиков – с целью выявления наиболее компетентных органов для индук-
ции культуры in vitro. Установлено, что регуляторы роста и их концентрации – наиболее значимые фак-
торы, влияющие на процессы регенерации в тканях эксплантов. Оптимальной питательной средой для 
индукции морфогенеза в тканях изучаемых эксплантов являлась среда В5, дополненная 0.4 мкМ БАП, 
3.2 мкМ НУК и 2.3 мкМ ИУК. Десятикратное увеличение содержания БАП в этой среде угнетало побего-
образование. C помощью стереомикроскопии выявлено, что процессы морфогенеза локализованы в 
проксимальных частях листочков околоцветника и тычиночных нитей. В то время как в культуре пести-
ков регенерация протекает по всей поверхности завязей. Сравнительная оценка морфогенного потенци-
ала позволила установить, что листочки околоцветников обладают более высокой регенерационной спо-
собностью среди исследуемых типов первичных эксплантов.
Ключевые слова: Fritillaria meleagris f. alba, культура ткани, морфогенез, регуляторы роста растений, 
первичный эксплант, регенерация, листочек околоцветника, тычинка, пестик.
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OF FRITILLARIA MELEAGRIS F. ALBA  (LILIACEAE) FLORAL ORGANS 

D.S. Muraseva, T.V. Zheleznichenko, T.I. Novikova
Central Siberian Botanical Garden, SB RAS,

630090, Novosibirsk, Zolotodolinskaya str., 101, e-mail: dsmuraseva@csbg.nsc.ru
For the fi rst time, the morphogenic potential of three types of Fritillaria meleagris fl oral explants – tepals, stamens, 
pistils – was studied to identify the most competent organs for in vitro culture initiation. It has been established, 
that plant growth regulators and their concentrations were the most signifi cant factors inducing the regeneration 
process in the explant tissues. B5 nutrient medium supplemented with BA 0.4 μM, NAA 3.2 μM and IAA 2.3 μM 
was the most effi  cient for morphogenesis induction. A tenfold increase of BA content in this media inhibited shoot 
formation. Using a stereomicroscopy, it was observed that the morphogenesis processes localizes in the proximal 
parts of the tepals and fi laments. Whereas in pistil culture regeneration process occurred across the ovary surface. 
A comparative assessment of the morphogenic potential revealed that tepals possessed the highest regenerative 
capacity among the studied types of primary explants. 
Key words: Fritillaria meleagris f. alba, tissue culture, morphogenesis, plant growth regulators, primary explants, 
regeneration, tepals, stamen, pistil.

Fritillaria meleagris L. (рябчик шахматный) – 
вид, имеющий протяженный ареал и произраста-
ющий в степях и лесах Европы, Средиземноморья, 
Средней Азии. На территории азиатской части 
России (Республика Алтай) проходит восточная 
граница его ареала. Декоративные свойства рябчи-
ка шахматного определили его распространение 
как садовой культуры с XVI в. (Баранова, 1999). 
Однако природные популяции этого вида нахо-
дятся в уязвимом состоянии из-за хозяйственной 
деятельности человека, и рябчик шахматный зане-
сен в Красную книгу Российской Федерации (Вар-

лыги на, 2008) в статусе 3в (редкий вид с дизъюн-
ктивным ареалом), а также в ряд региональных 
Красных книг. Эти причины, а также низкая спо-
собность к воспроизведению традиционными ме-
тодами определяют необходимость разработки 
эффективных технологий для размножения ряб-
чика шахматного.

Использование методов культуры изолиро-
ванных тканей и органов растений in vitro являет-
ся универсальным подходом к сохранению и вос-
производству ценных генотипов. Считается, что 
тип первичного экспланта – один из ключевых 
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факторов, определяющих успех инициации куль-
туры in vitro и последующую регенерацию. Как от-
мечает в своем обзоре Д.М. Бонга, изолирование 
эксплантов снимает ингибирующее действие окру-
жающих тканей и приводит к реализации плюри- 
или тотипотентности клеток (Bonga, 2017). При 
этом не только разрушаются симпластические свя-
зи, которые могут негативно влиять на регенера-
цию, но и сам процесс изоляция эксплантов ока-
зывает стрессовое воздействие, стимулирующее 
морфогенез in vitro. На морфогенный потенциал 
экспланта, кроме того, влияют генотип растения, 
его возраст, транспорт эндогенных регуляторов 
роста, подготовка и способ размещения экспланта 
на питательной среде (Bhojwani, Dantu, 2013). Экс-
планты, содержащие меристемы (апексы побега 
или корня, пазушные почки), отличаются высоким 
морфогенным потенциалом и скоростью клеточ-
ных делений: для их развития достаточно наличие 
триггеров, которыми чаще всего выступают регу-
ляторы роста растений (Akin-Idowu et al., 2009; 
Varshney, Anis, 2014). При работе с эксплантами, не 
имеющими меристем, сначала необходимо инду-
цировать дедифференциацию специализирован-
ных клеток и только после этого начинаются ре-
дифференциация и последующий морфогенез 
(Lombardi et al., 2007; Husain et al., 2010). Ключе-
вым в этом процессе является приобретение клет-
ками компетенции, т. е. способности реагировать 
на внеклеточные сигналы, источником которых 
служат регуляторы роста растений (Christianson, 
Warnick, 1983).

Флоральные органы рассматриваются как 
перспективный тип первичных эксплантов, осо-
бенно для сохранения и размножения редких и ис-
чезающих видов, поскольку при их использовании 
удается избежать высокого уровня контаминации 
и сохранить материнские растения (Don Palmer, 

Keller, 2011; Koo, 2014; Зайцева, Новикова, 2017). 
При этом во многих работах выявлено, что органы 
цветка обладают различным морфогенным потен-
циалом. Так, при сравнении морфогенного потен-
циала флоральных эксплантов пяти видов рода 
Sedum L. установлено, что наибольший потенциал 
характерен для лепестков, в культуре тычинок и 
пестиков этот показатель почти в два раза ниже 
(Wojciechowicz, 2007). При этом определяющее 
действие на частоту регенерации и число форми-
рующихся адвентивных побегов оказывал тип экс-
планта, тогда как генотип растения и регуляторы 
роста влияли только на число формирующихся 
побегов. Сравнение флоральных эксплантов (ле-
пестки, тычиночные нити, стаминодии, завязи, 
основание цветочной почки) Th eobroma cacao L. 
показало, что только тычиночные нити и стамино-
дии обладали морфогенным потенциалом (Alman-
no et al., 1996). Работа с цветочными бутонами Hy-
pericum perforatum L. определила влияние стадии 
развития цветка на морфогенную активность экс-
планта (Don Palmer, Keller, 2011). Наибольший по-
тенциал (100 %) характерен для лепестков нерас-
крытых цветочных почек, частично выступающих 
из-под чашелистиков, тогда как в культуре лепест-
ков полностью раскрытых цветков морфогенный 
потенциал снижался (61–66 %). Несмотря на пре-
имущества использования данного типа эксплан-
тов у геофитов, исследования по анализу морфо-
генеза в культуре органов цветка рябчиков еди-
ничны и посвящены только культуре листочков 
околоцветника F. imperialis L. (Mohammadi-Deh-
che shmeh et al., 2007, 2008).

Цель исследования – оценить морфогенный 
потенциал различных типов флоральных эксплан-
тов Fritillaria meleagris f. alba для выявления наи-
более компетентных органов на этапе индукции 
культуры in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для оценки морфогенного потенциала раз-

личных типов первичных эксплантов использова-
ли органы цветка (листочки околоцветника, ты-
чинки, пестики), изолированные из нераскрытых 
цветочных бутонов у F. meleagris f. alba, произрас-
тающих на интродукционном участке ЦСБС СО 
РАН (г. Новосибирск) (рис. 1).

Для поверхностной стерилизации цветочных 
бутонов использовали 20%-й водный раствор 
“Domestos” (20 мин) с последующей трехкратной 
промывкой стерильной дистиллированной водой. 
В асептических условиях изолировали листочки 
околоцветника, тычинки, пестики и помещали в 
культуральные сосуды: в каждый отдельный сосуд 
по 3 листочка околоцветника (абаксиальной сто-
роной на среду), 3 тычинки (горизонтально), 1 пес-

 тик (вертикально). Всего использовано 40 цветоч-
ных бутонов.

Для индукции морфогенеза применяли ага ри-
зованные питательные среды с минеральной ос -
новой по прописи В5 (Gamborg, Eveleigh, 1968), 
допол ненные регуляторами роста растений цито-
кининовой и ауксиновой природы: 6-бензилами-
нопурином (БАП), индолил-3-уксусной кислотой 
(ИУК), 1-нафтилуксусной кислотой (НУК) в кон-
центрациях от 0.1 до 3.2 мкМ (табл. 1). Контролем 
выступали безгормональные среды. Культивиро-
ва ние флоральных органов проводили в услови-
ях све токультуральной комнаты при 23 ± 2  °С, 
16-часовом фотопериоде (интенсивность освеще-
ния 4.0–4.2 клк). Длительность пассажа в зави-
симости от типа экспланта составляла 35–50 сут. 
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Анализ динамики развития структур de novo 
осущест вляли при помощи стереомикроскопа 
SteREO Discovery.V12 с камерой высокого разре-

шения AxioCam HRc и с программой AxioVision 4.8 
(Carl Zeiss, Германия).

В ходе экспериментов в конце первого пасса-
жа оценивали частоту регенерации (%) как число 
эксплантов, у которых сформировались структу-
ры  de novo, к общему числу эксплантов; число 
сформированных побегов на одном экспланте 
(шт./экспл.). Мор фогенный потенциал рассчиты-
вали по формуле 

Морфогенный потенциал = частота регенера-
ции × число сформированных побегов.

Все эксперименты проводили минимум в трех 
по вторностях. Результаты представлены в виде 

Рис. 1. Интактные растения Fritillaria meleagris f. alba (а), бутон с частично удаленным околоцветником (б), листочек 
околоцветника (в), тычинка (г), пестик (д).

Таблица 1
Варианты питательных сред, 

используемых на этапе индукции культуры 
in vitro Fritillaria meleagris f. alba, среда В5

Регулятор 
роста

Концентрация, мкМ
1 2 3 4 5

БАП – 0.1 0.4 0.4 4.4
ИУК – – – 2.3 2.3
НУК – – – 3.2 3.2
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сред  них значений и доверительных интервалов. 
Для выявления статистически значимых различий 
использовали однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA) с последующим тестом Тьюки 
(HSD). Двух  факторный дисперсионный анализ 
применяли для оценки влияния на активность 

мор фогенеза состава питательной среды и типа 
экспланта (флораль ные органы). В работе обсуж-
даются различия, досто верные при 95%-м уровне 
значимости. Анализ дан ных проводили с исполь-
зованием пакетов программ Microsoft  Excel 2007 и 
STATISTICA 10 (StatSoft . Inc.)

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для всех типов флоральных эксплантов выяв-

лены общие закономерности развития в ответ на 
действие регуляторов роста. Согласно проведен-
ному двухфакторному дисперсионному анализу, 
на число формирующихся адвентивных побегов в 
культуре флоральных органов оказывают влияние 
как тип экспланта и регуляторы роста, так и соче-
тание этих факторов (табл. 2). Наиболее значимым 
фактором являются регуляторы роста и их кон-
центрации. Так, на контрольной среде регенера-
ции побегов не наблюдали, некроз был характерен 
для всех типов эксплантов. При этом использова-
ние БАП без ауксинов в концентрациях 0.1 и 
0.4 мкМ не стимулировало побегообразование – 
экспланты на данных средах погибали через 13–
20 сут.

Внесение в среду, содержащую 0.4 мкМ БАП, 
дополнительно 3.2 мкМ НУК и 2.3 мкМ ИУК, сти-
мулировало морфогенез в культуре листочков 
околоцветника: на данной среде регенерация до-
стигала 56 %, и формировалось 4.4 ± 0.5 побегов на 
эксплант. При этом на питательной среде с такой 
же концентрацией ауксинов, но увеличенной в 
10 раз концентрацией цитокинина БАП (4.4 мкМ) 
регенерационный ответ был значительно ниже 
(16 %). Следовательно, можно предположить, что 
преобладание концентрации цитокининов над 
ауксинами угнетает побегообразование. Результа-
ты проведенного исследования показывают, что 
для индукции морфогенеза из тканей листочков 
околоцветника необходимо присутствие как цито-
кининов (БАП), так и ауксинов (НУК и ИУК). От-
мечен синергизм взаимодействия изучаемых кон-
центраций регуляторов роста, приводящий к реге-
нерации побегов de novo  на поверхности 
эксплантов. При этом морфогенную активность 
отмечали исключительно в проксимальной части 
листочка, остальная часть экспланта отмирала. 
Формирования каллусной ткани в культуре лис-
точков околоцветника не наблюдали. Первые из-
менения – разрастание ткани в проксимальной 
части листочка – зафиксировали через 5–8 сут 
 после инокуляции на питательные среды, в тече-
ние последующих 15–17 сут развивались выпячи-
вания, дающие начало почкам (рис. 2, а, б). Через 
35–46 сут с начала культивирования отмечали об-
разование адвентивных побегов, у которых в даль-
нейшем формировались 1–2 чешуйки с листьями. 
Выявлена асинхронность процессов регенерации: 

одновременно наблюдали как формирование по-
чек, так и развитие побегов высотой 4–6 мм.

Культура тычинок и пестиков отличалась 
меньшей морфогенной активностью по сравне-
нию с культурой листочков околоцветника. Досто-
верно снижались частота регенерации и число 
формирующихся побегов (рис. 3). Оптимальной 
питательной средой, так же как и в опытах с лис-
точками околоцветника, оказалась В5, дополнен-
ная 0.4 мкМ БАП, 3.2 мкМ НУК и 2.3 мкМ ИУК. 
При этом отмечено, что число образующихся по-
бегов в культуре тычинок (2.5 ± 0.3 шт./экспл.) и 
пестиков (2.2 ± 0.4 шт./экспл.) было почти в два 
раза ниже, чем при использовании листочков око-
лоцветника в качестве первичных эксплантов. По-
вышение содержания БАП в среде до 4.4 мкМ при 
сохранении концентрации ауксинов значительно 
угнетало процессы регенерации у всех типов экс-
плантов. В культуре тычинок процессы регенера-
ции отмечали только в базальной части тычиноч-
ной нити. Разрастание ткани в зоне поранения 
происходило на 21–23 сут культивирования. По-
бегообразование протекало синхронно и через 
35–42 сут после введения в культуру in vitro на-
блюдали оформленные побеги (см. рис. 2, в,  г). 
Мор фогенез в культуре пестиков происходил 
толь ко в тканях завязи, столбик и рыльце отмира-
ли. При сравнении с другими типами эксплантов 
формирование побегов в культуре пестиков про-
текало медленнее, и появление первых выпячива-
ний отмечали лишь через 36–45 сут после иноку-
ляции на питательные среды (см. рис. 2, д, е).

Итак, с помощью стереомикроскопии впер-
вые выявлена локализация процессов регенерации 
в проксимальной части листочков околоцветника 
и тычинок рябчика шахматного. Высокий морфо-
генный потенциал проксимальных (базальных) 
частей эксплантов также наблюдался и в работах с 

Таблица 2
Влияние факторов культивирования 

на регенерацию адвентивных побегов Fritillaria 
meleagris f. alba из флоральных эксплантов

Фактор F P
Эксплант 4.3409 0.015674
Регуляторы роста 19.0851 0.000032
Эксплант × Регуляторы роста 3.5403 0.032849

Примечание. P ≤ 0.05.
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Рис. 2. Морфогенез в тканях первичных эксплантов Fritillaria meleagris f. alba, среда В5 + 0.4 мкМ БАП + 3.2 мкМ 
НУК + 2.3 мкМ ИУК:
а – разрастание базальной части листочка, формирование выпячиваний, 25 сут; б – развитие адвентивных побегов в 
культуре листочка околоцветника, 34 сут; в – формирование почек в проксимальной части тычиночной нити, 33 сут; г – 
побеги, сформированные на разросшейся части основания тычиночной нити, 43 сут; д – закладка почек на стенке завязи, 
38 сут; е – конгломерат побегов в культуре пестиков, 64 сут.
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лепестками Dianthus caryophyllus L. (Nugent et al., 
1991), флоральными эксплантами пяти видов рода 
Sedum (Wojciechowicz, 2007). Морфогенез в прок-
симальной части экспланта можно объяснить ак-
тивностью интеркалярных меристем эксплантов, 
полученных из нераскрытых цветочных почек. 
Молодые паренхимные клетки эксплантов харак-
теризуются высокой чувствительностью к дей-
ствию регуляторов роста и легче подвергаются 
дедифференциации и последующей регенерации.

Кроме того, установлено, что для индукции 
морфогенеза in vitro из тканей флоральных орга-
нов F. meleagris f. alba необходимо использование 
комбинации цитокининов и ауксинов, оказываю-
щих стимулирующий эффект на процессы побего-
образования de novo. Подобный стимулирующий 
синергический эффект при индукции морфоген-
ного ответа в культуре рябчиков ранее рассматри-
вали во многих публикациях (Joshi et al., 2007; 
Wang et al., 2009). Для оценки активности процес-
сов регенерации нами предложен параметр “мор-
фогенный потенциал”, учитывающий частоту ре-
генерации и число побегов в одном показателе. 
Согласно полученным результатам, морфогенный 

потенциал используемых эксплантов F. meleagris 
возрастает в ряду: тычинка ≤ пестик < листочек 
околоцветника (табл. 3).

Таким образом, нами впервые проведено ис-
следование по изучению морфогенного потенциа-
ла трех типов первичных эксплантов флоральной 
природы F. meleagris f. alba. Сравнение регенераци-
онной активности флоральных органов позволяет 
наиболее полно оценить перспективность исполь-
зования различных типов эксплантов и суще-
ственно дополняет современные знания о культу-
ре in vitro этого таксона. 

Рис. 3. Влияние регуляторов роста на регенерацию адвентивных побегов Fritillaria meleagris f. alba из флоральных 
эксплантов, среда В5:
1 – контроль; 2 – БАП 0.1 мкМ; 3 – БАП 0.4 мкМ; 4 – БАП 0.4 мкМ + НУК 3.2 мкМ + ИУК 2.3 мкМ; 5 – БАП 4.4 мкМ + НУК 
3.2 мкМ + ИУК 2.3 мкМ.
Значения, за которыми следуют разные буквы в колонках (1–5), статистически значимо различаются (P ≤ 0.05) в соответ-
ствии с тестом Тьюки (HSD).

Таблица 3
Морфогенный потенциал первичных эксплантов 

Fritillaria meleagris f. alba на среде В5, 
дополненной БАП 0.4 мкМ, НУК 3.2 мкМ, 

ИУК 2.3 мкМ

Эксплант
Частота 

регенера-
ции, %

Число 
побегов, 

шт./экспл.

Морфо-
генный 

потенциал

Листочек околоцветника 56 4.4 ± 0.5 246.4
Тычинка 36 2.5 ± 0.3 90.0
Пестик 41 2.2 ± 0.4 90.2
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