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ВВЕДЕНИЕ 
 
Для современного этапа развития биотехнологии одним из важных и 

актуальных направлений является стимулирование и получение веществ вторичного 
метаболизма, используя культуру in vitro. Разработка таких биотехнологий 
базируется на исследовании закономерностей каллусогенеза и накоплении 
вторичных метаболитов в клеточных культурах. Среди веществ вторичного 
метаболизма значительный интерес представляют различные гликозиды, 
проявляющие широкий спектр фармакологического действия. 

Гликозиды были обнаружены в каллусных культурах у различных видов 
растений [1–6]. Исследователями установлено, что в каллусных культурах 
накапливаются гликозиды, аналогичные гликозидам интактных растений [7–8]. 

Олеандр обыкновенный (Nerium oleander L.) содержит гликозиды сердечного 
ряда, представляющие несомненный интерес для фармакологии [9]. Традиционный 
подход получения биологически активных вторичных метаболитов требует 
значительных земельных ресурсов и затрат на выращивание, переработку сырья и 
является недостаточно эффективным. 

В этой связи весьма перспективной и актуальной представляется разработка 
клеточных технологий, создающих генетическое преобразование на уровне 
соматических клеток с последующим отбором генотипов, несущих важные 
хозяйственные признаки. Однако для разработки таких технологий для культур 
олеандра обыкновенного необходимо решение целого ряда теоретических и 
практических вопросов, связанных с подбором питательных сред для индукции 
каллусогенеза. 

Таким образом, целью настоящей работы явилось оптимизация питательной 
среды для получения каллусных культур олеандра обыкновенного. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 
Материалом для исследования служили вегетативные органы олеандра 

обыкновенного. В качестве инициальных эксплантов использовали сегменты 
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зрелых листьев и узлы стебля. Для соблюдений условий асептики работу по 
введению в изолированную культуру выполняли в условиях ламинарного бокса. 
Поверхностную стерилизацию материала проводили ступенчато сначала 70% 
этанолом (2–5 сек), затем 100% брадофеном (3 мин) и 15% перекисью водорода (5 
мин) с последующей промывкой в автоклавированной дистиллированной воде. 
Экспланты культивировали на агаризованных модифицированных питательных 
средах Мурасиге и Скуга (МС) [10], дополненных ИУК (индолил-3-уксусная 
кислота), 2,4-Д (2,4-дихлорфенилуксусная кислота), кинетином и БАП (6-
бензиламинопурин). Полученный первичный каллус субкультивировали на 
питательные среды того же состава. Цикл выращивания культур составлял 90–120 
суток. В качестве культуральных сосудов использовали пробирки 2х20 см, 
содержащие 15 мл питательной среды. На каждый вариант питательной среды было 
высажено по 20 эксплантов опредленного типа в 3-х кратной повторности. 
Экспланты культивировали при температуре 23–25°С, освещенности 4–5 клк и 16-
часовом фотопериоде. Частоту каллусообразования оценивали в процентах по 
количеству эксплантов, давших каллус, от общего числа эксплантированных. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Исследования по индукции каллусогенеза в культуре вегетативных органов 

олеандра обыкновенного показали, что этот процесс в значительной степени 
зависел от состава питательной среды и не зависел от типа используемого экспланта 
(табл. 1). 
 

Таблица 1 
Частота каллусообразования в культуре вегетативных органов олеандра 

обыкновенного в зависимости от типа экспланта и состава питательной среды 
 

Типы и концентрации 
фитогормонов, мг/л Вариант 

питательной 
среды 2,4-Д ИУК БАП Кине-

тин 

Тип экспланта 
Частота 
каллусо-
генеза 

Сегменты зрелых листьев 40.0±0,3 МС I 2,0 0 0 0,5 Узлы стеблей 39.0±0,7 
Сегменты зрелых листьев 59,0±0.3 МС II 2,0 0 0,5 0 Узлы стеблей 56,0±0,5 
Сегменты зрелых листьев 52.0±0,3 МС III 2,0 0,5 0 0,5 Узлы стеблей 50,0±0,4 
Сегменты зрелых листьев 61,0±0,3 МС IV 2,0 0,5 0,5 0 Узлы стеблей 61,0±0,3 
Сегменты зрелых листьев 38.0±0,2 МС V 2,0 0 0,5 0 Узлы стеблей 37,0±0,8 
Сегменты зрелых листьев 86,0±0,25 МС VI 2,0 0 00,5 0,5 Узлы стеблей 81,0±0.4 
Сегменты зрелых листьев 49,0±0,4 МС VII 1,0 0 0,5 0,5 Узлы стеблей 48,0±0,5 
Сегменты зрелых листьев 94,0±0,15 МС VIII 2,0 0,5 0,5 0,5 Узлы стеблей 95,0±0,24 
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Во всех исследуемых вариантах наблюдалось каллусообразование, при этом 
максимальная частота (94–95%) обнаруживалась на питательной среде MC VIII, 
дополненной 0,5 мг/л ИУК; 2,0 мг/л 2,4-Д; 0,5 мг/л кинетина и 0,5 мг/л БАП. 
Высокая частота каллусообразования (81–86%) нами была установлена и на 
питательной среде МС VI, содержащей 2,0 мг/л 2,4-Д, 0,5 мг/л кинетина и 0,5 мг/л 
БАП. На других модификациях питательных сред частота каллусообразования была 
достоверно снижена и значение данного показателя не превышало 61%. 

При введении эксплантов в условия in vitro первые признаки каллусогенеза 
обнаруживались на 10–14 сутки культивировании, независимо от состава 
питательной среды и типа экспланта. 

Каллус, индуцированный из эксплантов разного типа, имел светлую, слегка 
желтоватую окраску, характеризовался плотной консистенцией и невысокой 
интенсивностью роста (рис. 1, 2). При визуальном анализе каллусных культур нами 
не были выявлены признаки морфогенеза, каллус отличался относительной 
гомогенностью структуры. 
 

 1  2 
 

Рис. 1–2. Первичная каллусная ткань олеандра обыкновенного, полученная 
из узлов стеблей (1) и сегментов зрелых листьев (2) 

 
Полученные каллусные культуры мы субкультивировали на 

модифицированные питательные среды того же состава (табл. 1). 
При субкультивировании каллусных культур они сохраняли невысокую 

интенсивность роста и по мере достижения стационарной фазы приобретали слегка 
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буроватую окраску и более плотную консистенцию. При этом установлено, что 
оптимальной питательной средой для субкультивирования олеандра обыкновенного 
явилась среда МС VIII, дополненная фитогормонами в следующих концентрациях: 
2,4Д 2,0 мг/л; кинетин 0,5 мг/л; БАП 0,5мг/л и ИУК 0,5мг/л. Частота 
каллусообразования при использовании данной модификации была максимальной и 
составляла 93% для первого пассажа и 94% для второго. 

Также высокой частота каллусообразования установлена нами и при 
использовании питательной среды МС-VI, модифицированной фитогормонами в 
следующих концентрациях: 2,4-Д 2,0 мг/л; кинетин 0,5 мг/л и БАП 0,5 мг/л. При 
пассировании каллусной массы на данную среду исследуемый показатель для 
первого пассажа составлял 80%, а для второго – 82%. На других используемых 
модификациях частота каллусообразования не превышала 60%. 

Таким образом, проведенные исследования позволили нам подобрать составы 
питательных сред для индукции каллусогенеза из эксплантов вегетативных органов 
и для пассирования каллусных культур олеандра обыкновенного. Данные 
результаты открывают возможности для дальнейших исследований, направленных 
на селективный отбор и получение каллусных культур, обладающих повышенной 
продуктивностью гликозидов. 

 
ВЫВОДЫ 
 
1. Получены каллусные культуры олеандра обыкновенного. 
2. Подобраны составы питательных сред для индукции каллусогенеза из 

эксплантов вегетативных органов и для субкультивирования олеандра 
обыкновенного. 
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