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логической и структурной разнокачественности. 
Одновременно с образованием и ростом каллуса 
имеют место процессы образования эмбриоген-
ных структур, индукция ризогенеза и формиро-
вание побегов.

Таким образом, особенности биологии это-
го вида и его поведение в культуре in vitro значи-
тельно сужают границы возможностей для мани-
пуляций с исходным эксплантом во временных 
рамках [6]. Одним из существенных моментов 
при разработке технологий размножения в куль-
туре in vitro является необходимость получения 
длительно пассируемой культуры. 

Возможность получения штаммов в процес-
се субкультивирования, которые характеризуют-
ся индивидуальными морфогенетическими спо-
собностями, является важнейшим условием для 
решения поставленных задач, исходя из факта 
значительной гетерогенности каллуса шафрана.

Задачей данного исследования явилось из-
учение степени сохранения морфогенотипиче-
ских потенций при субкультивировании каллуса 
Crocus S.L и определение минимальной каллус-
ной массы, обеспечивающей процессы дальней-
шей дифференциации.

Материалы и методы
Исходным материалом в наших исследова-

ниях явились клубнелуковицы Crocus S.L. Апше-
ронской популяции.

В предварительных экспериментах было 
определено, что по способности образования 
каллуса и особенностям протекания процессов, 
сопровождающих каллусогенез из клубнелуко-
виц различных возрастных категорий (1–2 годич-
ные, 3–4 годичные, 5–6 годичные), наиболее оп-
тимальным является использование 3–4-летних 
клубнелуковиц. Клубнелуковицы изымались из 
почвы в поздно-весенний период (начало завя-
дания и подсыхания надземных органов). Клуб-
нелуковицы последовательно стерилизовались 
в 70–80 % этиловом спирте и в растворе гипох-
лорита натрия с 5 % содержанием действующе-

Традиционное размножение такой ценней-
шей эфиромасличной культуры, как Crocus S.L., 
дочерними клубнелуковицами не обеспечивает в 
настоящее время увеличивающиеся потребности 
мирового рынка.

Использование клеточной биотехнологии 
для размножения шафрана является единствен-
ной возможностью восполнения дефицита поса-
дочного материала. Несмотря на определенные 
успехи в направлении биотехнологического раз-
множения шафрана и понимание причин, огра-
ничивающих эффективность этого методологи-
ческого подхода [1], существует ряд проблем, без 
решения которых рентабельность биотехноло-
гического размножения Crocus S.L. может быть 
важным лимитирующим фактором.

В настоящее время использование клубне-
луковиц Crocus S.L. как исходного материала для 
каллусогенеза, эмбриогенеза и органогенеза in 
vitro является относительно эффективным подхо-
дом в биотехнологии размножения in vitro [2, 3].

шафран, как геофит, с обратным биологи-
ческим циклом развития имеет по различным 
данным от 4-х до 6-ти этапов развития в онтоге-
незе [4, 5], но только на одном из них получен-
ные каллусные клетки максимально компетент-
ны к условиям индукции образования эмбрио-
генных структур, которые на дальнейших этапах 
культивирования способны к образованию клуб-
нелуковиц in vitro. Процессы каллусообразова-
ния и формирования эмбриогенных структур у 
Crocus S.L. длительны во времени. Только один 
этап низкотемпературного стресса для стиму-
ляции развития органогенных структур имеет 
продолжительность до 35 суток. Использование 
классических биотехнологических схем, когда 
полученные каллусные массы пассируются и по-
следовательно используются для индукции мор-
фогенеза, в данном случае оказывается неприем-
лемым.

Образующийся in vitro каллус из клубнелу-
ковиц Crocus S.L. характеризуется значительной 
гетерогенностью, которая проявляется в морфо-
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стологические особенности. Сформировавшийся 
каллус в зависимости от вариантов среды разли-
чался по степени его гетерогенности.

Особенностью каллусогенеза из тканей 
клубнелуковиц C. sativa L. является сильная за-
висимость этих процессов от температурного 
фактора. На одном и том же гормональном фоне 
при 15оС (нижняя оптимальная граница культи-
вирования), 21оС и 25оС (верхняя температурная 
граница) структурная гетерогенность и в конеч-
ном счете морфогенная активность каллусных 
культур Crocus S.L. и их направленность имеют 
значительную вариабельность.

В зависимости от параметров культивиро-
вания одновременно в культуре шафрана in vitro 
наблюдается реализация разнокачественных 
процессов: образование морфогенных и немор-
фогенных каллусов, ризогенез, образование и 
развитие эмбриогенных структур, индукция об-
разования побеговых структур.

В научной литературе отсутствует описание 
стабильности каллусных систем Crocus S.L. от-
носительно морфогенного потенциала при суб-
культивировании. По прошествие 5–6 месяцев 
культивирования культуры масса каллусных кле-
ток обоих вариантов была разделена на 3–4 при-
мерно равные части и пересажена на свежую 
питательную среду. На данной стадии экспери-
ментов применялась следующая схема переноса 
каллуса по типам питательных сред: вариант 1 → 
вариант 1; вариант 1 → вариант 2; вариант 2 → 
вариант 2; вариант 2 → вариант 1.

Субкультивирование резко изменило ход и 
направленность процессов развития изолирован-
ной культуры Crocus S.L. Так, при переносе кле-
точных масс, культивируемых на среде, содержа-
щей БАП + 2,4-Д+кинетин (вариант 1), на ту же 
среду, наблюдалось торможение всех процессов 
развития. Потеря жизнеспособности в большин-
стве случаев сопровождалась переходом тканей 
в некротическое состояние. Только 12 % переса-
женных каллусов сохраняли жизнеспособность, 
причем восстановление процессов развития на-
чинало происходить через 3 месяца культивиро-
вания и морфологически каллусные массы кар-
динально отличались от первоначальных (рис. 2).

Субкультивирование на среде с БАП + НУК 
(вариант 2→вариант 2) сопровождалось стимуля-
цией роста каллуса, а образование морфогенных 
структур получило свое продолжение и интен-
сивное развитие. Субкультивирование с исполь-
зованием этого варианта среды демонстрировало 
значительное увеличение образования эмбрио-

го вещества с добавлением TWEEN-20. Исход-
ным эксплантом явились диски из серединной 
части клубнелуковиц толщиной 2–3 мм. Диски 
высаживались на агаровую среду MS [7]. Ис-
пользовались варианты сред: 1) 6-бензиламино-
пурин (БАП) (1 мг/л) + 2,4-дихлорфеноксиуксус-
ная кислота (2,4-Д) (1 мг/л) + кинетин (1 мг/л); 2) 
БАП (2 мг/л) + б-нафтилуксусная кислота (НУК) 
(0,5 мг/л), агар – 0,7–0,8 %; сахароза – 30 г/л; pH 
среды – 5,6–5,8. Высаженный материал культи-
вировался в темноте при 210С и относительной 
влажности 70–80 %.

Результаты и обсуждение
Проведенные эксперименты показали, что 

каллусообразование происходило различно в за-
висимости от гормонального состава среды. Наи-
более интенсивно эти процессы имели место на 
среде, содержащей БАП и НУК (вариант 2). На 
этой среде наблюдалось интенсивное образова-
ние морфогенного каллуса. Одним из факторов, 
определяющих индукцию образования эмбрио-
генных структур, является степень дифференци-
ровки первичного каллуса, которая выражается в 
различной компетентности клеток к гормональ-
ному фону. Так, участки с морфогенным каллу-
сом отличались большей скоростью роста и ха-
рактеризовались образованием эмбриогенных 
структур по всей площади исходного экспланта 
(рис. 1).

Рис.1. Индукция образования каллуса из дисков 
клубнелуковиц Crocus S.L. на среде БАП (2 мг/л) + 

НУК (0,5 мг/л)

Природа первичного экспланта (в данном 
случае поперечный срез клубнелуковицы), его 
состояние, соотношение гормональных индук-
торов, во многом определяли морфогенную ак-
тивность каллусных культур и их морфолого-ги-



132 ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 19

Карагезов Т.Г., Исмаилова Г.И., Мамедова М.Г.

мени процесса культивирования, что может при-
вести к увеличению коэффициента размножения. 
Определено условия, обеспечивающие субкуль-
тивирование с одновременным сохранением тен-
денций морфогенетических процессов, реализа-
ции морфогенеза на этапе органогенеза.

генных структур и их готовность к органогене-
зу (рис. 3).

Субкультивирование вариант 1 → вариант 2 
мало изменяло ход морфогенетических процес-
сов, но по интенсивности уступало схеме вари-
ант 2 → вариант 2.

Субкультивирование по схеме вариант 2 → 
вариант 1 было наиболее катастрофично для кал-
лусных масс. Только 1 % от пассированных кал-
лусов был способен сохранять жизнеспособ-
ность.

Весьма возможно, что столь драматиче-
ское изменение программы развития или, други-
ми словами, неспособность ее реализации в свя-
зи с многостадийностью и сложностью связана 
именно с влиянием цитокининового фона.

Выводы
Таким образом, эксперименты с субкульти-

вированием каллусных клеток, полученных из 
клубнелуковиц шафрана Crocus S.L., позволили 
определить их минимальную массу, обеспечива-
ющую сохранение ростовых процессов. Проде-
монстрировано возможность сокращения во вре-

Рис. 3. Субкультивирование каллуса Crocus S.L. по 
схеме: вариант 2 → вариант 2 (БАП (2 мг/л) + НУК 

(0,5 мг/л))
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MORPHOGENETIC POTENTIAL OF ISOLATED SAFFRON (CroCus sativa L.) CULTURE 
DURING SUBCULTIVATION
aim. To study the possibility of subculturing of isolated culture. To study the preservation of morphogenetic capacity 
of isolated culture. Methods. In vitro methods for the induction of morphogenesis and organogenesis of Crocus S.L are 
used. results. The conditions of morphogenetic capacity preservation of Crocus S.L cell culture under subculturing were 
identified. Conclusions. The possibility of subculturing of isolated Crocus cells in vitro was demonstrated. The obtained 
results enable to increase the propagation coefficient of Crocus S.L. in vitro.
Keywords: Crocus S.L, in vitro, morphogenesis, embryogenesis, subculturing.


