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АНДАТПА 

 

Ұсынылған дипломдық жұмыс кіріспеден, әдеби шолудан, 

эксперименттік бөлімнен және қорытындыдан тұрады. Бұл жұмыс 28 

беттен тұрады, 4 суреттен, 4 кестеден, 15 пайдаланылған әдебиеттен 

тұрады. 

Зерттеудің мақсаты соматикалық культурадағы каллусогенез 

жиілігіне әсер ететін факторларды зерттеу болды кле бидай ағымы 

(Tritiсum аestivum L.) 

Жүргізілген зерттеулердің нәтижесінде біз бидайдың соматикалық 

жасушаларының in vitro мәдениетіндегі каллусогенез процестерінің 

жиілігіне әсер ететін негізгі факторларды анықтадық. Диссертацияны 

орындау нәтижесінде біз бидайдың соматикалық жасушаларын өсірудің 

биотехнологиялық әдістерін зерттеп, игердік. Бақылауларды талдай 

отырып және есептеулер жүргізе отырып, біз ГВ-5 ортасының с МС-мен 

салыстырғанда каллусогенез пайызы жоғары екенін анықтадық. 

Генотиптерді салыстыру кезінде П-1 генотиптегі каллусогенездің пайызы 

екінші П-2 генотипке қарағанда жоғары екендігі анықталды. Жүргізілген 

зерттеулер нәтижесінде біз бидайдың соматикалық жасушаларынан 

каллус алдық. Осылайша, біз жүргізген зерттеулердің нәтижесінде 

бидайдың соматикалық жасушаларының in vitro мәдениетіндегі 

каллусогенез процестерінің жиілігіне әсер ететін негізгі факторларды 

анықтадық: қоректік ортаның генотипі мен құрамы және 2,4-D 

фитогромондары және BАР 
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АННОТАЦИЯ 

 

Предлагаемая дипломная работа состоит из введения, 

литературного обзора, экспериментальной части и заключения. Данная 

работа состоит из 28 страниц, содержит 4 рисунков, 4 таблиц,  15 

использованной литературы. 

Целью исследования было изучение факторов влияющих на частоту 

каллусогенеза в культуре соматических клеток пшеницы (Tritiсum аestivum 

L.) 

В результате проведенных исследований нами были выявлены 

основные факторы которые  влияют на частоту процессов каллусогенеза 

в культуре соматических клетках пшеницы in vitro. В результате 

выполнения дипломной работы нами были изучены и освоены 

биотехнологические  методы культивирования соматических клеток 

пшеницы. Анализируя наблюдения и проведя расчеты мы выявили, что 

среда ГВ-5 имеет процент каллусогенеза выше по сравнению с МС. При 

сравнении генотипов было выявлено что процент каллусогенеза в 

генотипе П-1 оказался выше чем со вторым генотипом П-2.  В результате 

проведенных исследований нами были получены каллусы из 

соматических клеток пшеницы. Таки образом, в результате проведенных 

исследований нами были выявлены основные факторы, влияющие на 

частоту процессов каллусогенеза в культуре соматических клетках 

пшеницы in vitro: генотип и состав питательной среды и фитогромоны 

2,4 -Д и БАП. 
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АNNOTATION 

 

The рroрosed thesis сonsists of аn introduсtion, а literаture review, аn 

exрerimentаl seсtion, аnd а сonсlusion. This work сomрrises 28 раges, сontаins 

4 figures, 4 tаbles, аnd 15 referenсes. 

The аim of the study wаs to investigаte the fасtors аffeсting the frequenсy 

of саllus formаtion in the сulture of wheаt somаtiс сells (Tritiсum аestivum L.). 

Аs а result of the сonduсted reseаrсh, we identified the mаin fасtors influenсing 

the frequenсy of саllus formаtion рroсesses in the сulture of wheаt somаtiс сells 

in vitro. Through the сomрletion of the thesis, we studied аnd mаstered 

bioteсhnologiсаl methods for сultivаting wheаt somаtiс сells. Аnаlyzing the 

observаtions аnd саlсulаtions, we found thаt the GW-5 medium hаs а higher 

саllus formаtion rаte сomраred to MS medium. When сomраring genotyрes, it 

wаs reveаled thаt the саllus formаtion rаte in genotyрe П-1 wаs higher thаn in 

genotyрe П-2. Аs а result of the сonduсted reseаrсh, we obtаined саlluses from 

wheаt somаtiс сells. Thus, аs а result of the reseаrсh, we identified the mаin 

fасtors аffeсting the frequenсy of саllus formаtion рroсesses in the сulture of 

wheаt somаtiс сells in vitro: genotyрe, the сomрosition of the nutrient medium, 

аnd the рhytohormones 2,4-D аnd BАР. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. Актуальная проблема селекции растений - 

ускорение процесса селекции. В связи с этим не остался незамеченным 

метод культуры клеток растений, который, как предполагается, может 

существенно сократить сроки проведения селекции и повысить ее 

эффективность. Особого внимания заслуживает клеточная селекция, 

позволяющая отбирать резистентные к различным стрессовым факторам 

клетки, а затем из них получать целые растения. Как правило, отбор 

устойчивых клеточных линий осуществляется с использованием 

каллусных тканей, реже - суспензионных культур и изолированных 

протопластов. В последние годы традиционные методы селекции 

растений, успешно применяемые ранее, имеют ограниченный потенциал 

для решения задач увеличения урожайности из-за ограниченного генного 

пула. Генетические методы становятся все более популярными, позволяя 

вводить в геном пшеницы желаемые гены, выделенные из любого 

генетического фона, что улучшает ее характеристики. Трансформация 

различных зерновых культур, включая пшеницу, для борьбы с 

биотическими и абиотическими стрессами, теперь практикуется во многих 

странах и способствует улучшению сортов. Актуальность данной темы 

обусловлена необходимостью повышения продуктивности и устойчивости 

пшеницы к неблагоприятным факторам внешней среды. В ходе 

исследования нами будут изучены условия роста соматических клеток, 

обеспечивающие наибольшую продуктивность и устойчивость к факторам 

среды. 

Пшеница хлебная (Tritiсum аestivum L.) — одна из основных зерновых 

культур, выращиваемых по всему миру, занимая около 17% общей 

площади мировых посевов. В связи с чем изучение морфогенеза и 

каллусогенеза клеток пшеницы становится очень важным этапом в 

изучении генной инженерии и выращивании пшеницы с  использованием 

методов культивирования соматических клеток пшеницы в условиях in 

vitro. Поэтому последнее время все большее значение приобретает одно из 

новых направлений растениеводства - биотехнология, где в качестве 

приоритетных звеньев выделяют разработку и освоение эффективных 

методов культуры клеток, тканей и органов растений, основанных на 

достижении фундаментальных исследований в области физиологии, 

генетики, ботаники, молекулярной биологии и других наук. [7] 
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Цель исследования: Изучение факторов влияющих на частоту 

каллусогенеза в культуре соматических клеток пшеницы (Tritiсum аestivum 

L.). 

Задачи исследования:  

1. Выделение и введение в культуру in vitro соматических клеток пшеницы 

(Tritiсum аestivum L.). 

2. Изучение влияния состава питательных сред на частоту процессов 

каллусогенеза в культуре соматических клеток пшеницы (Tritiсum аestivum 

L.) in vitro; 

3. Изучение влияния генотипа на частоту процессов каллусогенеза в 

культуре соматических клеток пшеницы (Tritiсum аestivum L.) in vitrо. 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Морфогенез in vitro: история, определения и методы 

Первые работы, посвященные получению каллуса из изолированных 

сегментов мезофилла листа и изучению каллусогенеза как пути 

морфогенеза in vitro, появились еще в конце XIX – начале XX в., однако 

однозначного определения каллуса не предложено В своих исследованиях 

[1-4] мы придерживаемся следующего определения: каллус – 

интегрированная система, образующаяся как экзогенно (в результате 

пролиферации поверхностных клеток различных тканей растительного 

организма), так и эндогенно (в глубине этих тканей); изначально состоит 

из однородных клеток, постепенно преобразующихся в систему групп 

гетерогенных клеток, имеющих видоспецифичные морфогенетические 

потенции, которые реализуются различными путями морфогенеза. 

Способность к каллусогенезу in vitro обнаружена у представителей многих 

семейств растений. В качестве эксплантов для получения каллусов 

используются различные части донорных растений – апексы побегов, 

молодые соцветия, колеоптили, незрелые пыльники, семяпочки, зародыши, 

характеризующиеся наличием значительного количества способных к 

каллусогенезу тотипотентных меристематических клеток. [5] 

 

1.2 Влияние питательной среды 

Рост и развитие пшеницы зависят от большого количества 

различных факторов, включая генотип растения и состав питательной 

среды. Питательная среда играет ключевую роль в процессах 

каллусогенеза и регенерации растений. В различных исследованиях были 

использованы разные комбинации макро- и микроэлементов, витаминов и 

фитогормонов для оптимизации роста соматических клеток пшеницы. 

Мурасиге и Скуг (MS) разработали одну из наиболее 

распространенных питательных сред, используемых для культивирования 

растительных тканей. Она содержит сбалансированный набор макро- и 

микроэлементов, а также витамины и органические вещества, 

необходимые для роста клеток. Фитогормоны, такие как 6-

бензиламинопурин (BАР) и 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д), 

играют важную роль в регулировании роста и дифференциации клеток.  



   
 

 12  

 

В изученных нами исследованиях было показано, что 2,4-Д 

способствует индукции каллусогенеза, тогда как BАР стимулирует 

регенерацию растений из каллусов. Таким образом, выбор питательной 

среды и концентрации фитогормонов является важным фактором, 

определяющим успешность культивирования соматических клеток 

пшеницы. [8] 

1.3 История и современное культивирование пшеницы 

Пшеница имеет долгую историю культивирования, начиная с ее 

происхождения на Ближнем Востоке. Археологические данные 

свидетельствуют о том, что пшеница была одной из первых культур, 

возделываемых человеком. Сегодня пшеница выращивается по всему миру, 

занимая ведущие позиции по площади посевов и объему производства 

среди зерновых культур. 

Основные ареалы распространения пшеницы включают регионы с 

умеренным климатом, такие как Европа, Северная Америка, Россия и 

Китай. В этих регионах созданы оптимальные условия для выращивания 

пшеницы, что способствует высоким урожаям. Среди стран-

производителей лидируют Китай, Индия, Россия, США и Франция, 

обеспечивающие значительную часть мирового производства пшеницы. [9] 

Пшеница являясь важнейшей продовольственной зерновой 

культурой характеризуется более высокими требованиями к условиям 

теплового режима и плодородию почв по сравнению с другими зерновыми 

культурами умеренного пояса, такие как рожь, овес, третикале. Пшеница 

плохо переносит кислую реакцию почв, в связи  с этим ограничивает ее 

распространение в регионах с дерново-подзолистой почвой. Для нее более 

благоприятными считаются суглинистые почвы, чем супесчаные, которые 

хуже обеспеченные питательными веществами. Экологические 

особенности и относительно высокая засухоустойчивость пшеницы 

обусловливают ее большее распространение в лесостепной и степной 

зонах. 

Ареалы распространения озимой и яровой пшеницы обусловлены 

такими агроклиматическими факторами, как суровость зим и мощность 

снегового покрова, от которых зависит сохранение растений в зимний 
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период. Что отличительно: озимые сорта пшеницы полнее используют 

осадки осеннего и весеннего периодов, что обусловливает ее более 

высокую урожайность по сравнению с яровой. [6] 

 

1.4 Культура соматических клеток  in vitro в селекции пшеницы  

Культура соматических клеток in vitro представляет собой мощный 

инструмент в современной селекции растений, включая пшеницу. Этот 

метод позволяет не только ускорить процессы селекции, но и значительно 

расширить возможности для генетических исследований и улучшения 

сортов. В условиях лаборатории возможно создание и поддержание 

каллусных культур, проведение соматического эмбриогенеза, а также 

использование сомаклональной изменчивости для получения новых 

генотипов. В данном разделе рассмотрены основные аспекты 

использования культуры соматических клеток in vitro в селекции 

пшеницы. 

1.5 Преимущества применения культуры соматических клеток 

in vitro. Использование культуры соматических клеток in vitro позволяет 

ускорить селекционные процессы. В традиционной селекции создание 

нового сорта может занять десятилетия. Методы in vitro позволяют 

значительно сократить это время за счет быстрого размножения растений и 

ускоренного отбора перспективных линий. [1] 

Расширить генетическое разнообразие: Культура соматических 

клеток in vitro способствует появлению сомаклональной изменчивости, что 

может привести к получению новых генотипов с улучшенными 

характеристиками. [2] 

Увеличить эффективность трансформации: В условиях in vitro 

возможно проведение генной трансформации с высокой эффективностью. 

Это позволяет встраивать в геном растения полезные гены, 

обеспечивающие устойчивость к болезням, стрессам или улучшающие 

качество зерна. [3] 

Культура соматических клеток in vitro представляет собой важное 

направление в селекции пшеницы, которое открывает широкие 

возможности для генетических исследований и разработки новых сортов. 

Использование методов in vitro позволяет ускорить селекционные 
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процессы, расширить генетическое разнообразие и улучшить 

качественные характеристики растений. Дальнейшее развитие этой 

технологии будет способствовать решению глобальных проблем сельского 

хозяйства и обеспечению продовольственной безопасности. 

 

2 Материалы и методы 

2.1 Меры по обеспечению стерилизационных условий 

Работа по стерилизации была проведена в вытяжном шкафу с 

соблюдением всех правил асептики. Сначала были обработаны все рабочие 

поверхности, инструменты и руки исследователя спиртом. Основные 

инструменты, использованные в эксперименте (пинцеты, скальпели и 

бактериологические иглы), стерилизовались методом фламбирования. 

Процедура стерилизации инструментов включала погружение в спирт и 

последующее нагревание над пламенем горелки в течение нескольких 

секунд. Поверхности контактных зон также были тщательно протерты 

ватными тампонами, смоченными в спирте. 

2.2 Соматические клетки пшеницы 

В данном исследовании основное внимание уделялось изучению 

условий, обеспечивающих эффективное получение соматических клеток 

пшеницы. Были использованы два генотипа пшеницы мягкого сорта: П-1 и 

П-2. Для каждого из генотипов готовились отдельные питательные среды, 

что позволило определить влияние генотипических особенностей на 

процесс каллусогенеза. 

В качестве эксплантов для получения каллусной ткани использовали 

незрелые зародыши растений Tritiсum аestivum. Которые в дальнейшем 

подврегали воздействию различных фитогормонов и изучали их влияние 

на процесс каллусогенеза. 

2.2.1 Морфогенез и биотехнология получения клеток пшеницы 

Эксперимент включал несколько ключевых этапов: 

1. Подготовка семян и их стерилизация: Семена пшеницы очищались 

от крупного мусора, пыли и мелких примесей. Затем проводилась их 

стерилизация в несколько этапов: обработка хлоргексидином (0,5%), 

спиртом (70%) и дистиллированной водой. [8] 
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2. Культивирование семян: После стерилизации семена помещались в 

стерильные чашки Петри с фильтровальной бумагой на дне, залитой 

дистиллированной водой на 3-4 мм. Чашки закрывались и 

обматывались парафиновой лентой для предотвращения 

контаминации, после чего помещались в темное место при 

комнатной температуре на 4-10 дней. 

3. Подготовка пробирок с питательной средой. 

Были приготовлены две питательные среды: МС ВАР и ГВ-5.  

 

Таблица 1 - Состав питательной среды МС-ВАР 

Компоненты питательной среды Массовая доля 

МС 3.7 гр 

Агар 7 гр 

Сахароза 20 гр 

Мезоинозит 100 мг 

Fe-XE (железо-хелат) 5 мл 

BAP 2 мг/л 

 

Таблица 2 - Состав питательной среды ГВ-5 

Компоненты питательной среды Массовая доля 

Макро-соли и микро-соли 3.7 гр 

Агар 7 гр 

Сахароза 20 гр 

Мезоинозит 100 мг 

Fe 5 мл 

2,4-Д (Дихлорфеноксиуксусная 

кислота) 

2 мг/л 
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4. В пробирки с питательной средой помещались обрезанные корни и 

листья семян пшеницы. 

              

    Рисунок 1. Процесс обрезания отростков корня от семян пшеницы 

 

 

  Рисунок 2. Обрезанные отростки корней и листьев 

5. Наблюдение за ростом каллусов: Пробирки оставлялись при 

комнатной температуре в темном месте на несколько дней. 

Периодически проводились наблюдения за ростом и развитием 

каллусов. 

      

А)                                                         Б) 

Рисунок 3. А) Пробирки с генотипом №1 в питательной среде MС 

BАР Б) Пробирки с генотипом №2 в питательной среде MС BАР) 
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 А)                                                         Б) 

Рисунок 4. А) Пробирки с генотипом №1 в питательной среде ГВ-5 

Б) Пробирки с генотипом №2 в питательной среде ГВ-5 

 

6. Промежуточные и конечные результаты: Через 4 и 10 дней 

проводились проверки пробирок на наличие заражений и 

образования каллусов. Спустя 14 дней были сделаны 

промежуточные расчеты по количеству засеянных структур и 

образовавшихся каллусов для каждой питательной среды и генотип 
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3 Результаты исследования 

3.1 Выделение и питание соматических клеток урожая пшеницы 

Проводя морфологические наблюдения за изменениями мы 

выяснили, что питательная среда ГВ-5, содержащая 2,4-Д, более 

благоприятна для процесса каллусогенеза по сравнению с питательной 

средой МС ВАР. Процент каллусогенеза в среде ГВ-5 составил 54,5%, 

тогда как в среде МС ВАР – 30%. Генотип П-1 показал более высокую 

склонность к каллусогенезу (64%) по сравнению с генотипом П-2 (25%). 

 Анализ данных: 

Провели наблюдения в питательной среде МС ВАР и ГВ-5, внесли в 

таблицу. (Таблица 3):  

1. Среда Мурасиге-Скуга (2 мг/л ВАР) 

Засеяно структур: 40 

Образовалось каллусов: 12  

Процент: 30% 

2. Среда ГВ-5  (2 мг/л 2,4-Д) 

Засеяно структур: 22  

Образовалось каллусов: 12 

Процент: 54,5% 

 

Таблица 3 - Влияние питательных сред на процесс каллусогенеза в 

пробирках 

Питательные 

среды 

Посажено 

структур 

Образовалось 

каллусов 

% 

Мурасиге-Скуга 

(2 мг/л ВАР) 

40 12 30 

ГВ-5  (2 мг/л 2,4-

Д) 

22 12 54,5 
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Далее сравнили влияние генотипов (Таблица 4): 

1. Генотип П-1:  

Засеяно структур: 25  

Образовалось каллусов: 16  

Процент: 64% 

2. Генотип П-2:  

Засеяно структур: 32  

Образовалось каллусов: 8  

Процент: 25% 

Таблица 4 - Влияние питательных сред на процесс каллусогенеза в 

пробирках 

 Посажено структур Образовалось 

каллусов 

% 

Генотип П-1 

 

25 16 64 

Генотип П-2 32 8 25 

 

В результате проведенных исследований выявлены ключевые 

факторы, влияющие на процесс каллусогенеза в соматических клетках 

пшеницы. Питательная среда и генотип оказались решающими факторами 

в успешности процесса. Среда Гамборга В-5 с содержанием 2,4-Д показала 

лучшие результаты по сравнению с МС ВАР. Генотип П-1 оказался более 

склонен к каллусогенезу, что может быть связано с его генетическими 

особенностями. 

Наши исследования подтвердили, что питательная среда Гамборга В-

5, содержащая 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота), является более 

благоприятной для процесса каллусогенеза по сравнению с питательной 

средой МС ВАР (Мурасиге-Скуга с добавлением 6-бензиламинопурина). В 

экспериментах наблюдалось, что на среде Гамборга В-5 процент 

каллусогенеза составлял 54,5%, тогда как на среде МС ВАР этот 

показатель был 30%. Эти результаты согласуются с данными литературы, 
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где отмечается, что 2,4-Д является мощным стимулятором каллусогенеза 

благодаря своей способности индуцировать деление клеток и образование 

недифференцированных клеточных масс. 

Результаты экспериментов показали значительные различия в 

склонности к каллусогенезу между двумя генотипами пшеницы. Генотип 

П-1 продемонстрировал более высокую склонность к образованию 

каллусов (64%), по сравнению с генотипом П-2 (25%). Эти различия могут 

быть объяснены генетическими особенностями каждого генотипа, такими 

как наличие или отсутствие определенных аллелей, ответственных за 

регенерацию и каллусообразование. 

Интересно отметить, что взаимодействие между питательной средой 

и генотипом также сыграло важную роль. Хотя среда Гамборга В-5 

оказалась более эффективной в целом, наибольший процент каллусогенеза 

был достигнут у генотипа П-1 на этой среде. Это подчеркивает 

необходимость индивидуального подбора питательных сред для разных 

генотипов, что может значительно улучшить результаты культивирования. 

Среда МС ВАР, несмотря на свою меньшую эффективность в 

каллусогенезе, обладает другими важными свойствами. [8] В частности, 

она стимулирует процесс образования растений-регенератов. Это может 

быть полезно в дальнейших исследованиях и применениях, направленных 

на разработку новых сортов пшеницы. Сочетание разных подходов и 

использование различных сред могут позволить более гибко управлять 

процессами регенерации и каллусогенеза в зависимости от конечных 

целей исследования. [15] 
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Заключение 

Исследование факторов, влияющих на частоту каллусогенеза в 

культуре соматических клеток пшеницы, позволило выявить ключевые 

элементы, способствующие этому процессу. Основными факторами, 

определяющими эффективность каллусогенеза, являются состав 

питательной среды и генотип исходного материала. На основании 

проведенных экспериментов можно сделать следующие заключения: 

Питательная среда Гамборга В-5, содержащая фитогормон 2,4-

Дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4-Д), оказалась наиболее 

благоприятной для каллусогенеза в исследованных условиях. 2,4-Д 

является мощным стимулятором каллусообразования, что подтверждается 

высоким процентом каллусогенеза в данной среде (54,5%). Этот 

фитогормон активно стимулирует деление клеток, что приводит к 

формированию каллуса, представляющего собой массу 

недифференцированных клеток, из которых впоследствии могут 

развиваться растения-регенераты.Генотип пшеницы 

Питательная среда Мурасиге-Скуга (МС), дополненная 

фитогормоном 6-бензиламинопурином (BАР), показала себя менее 

эффективной для каллусогенеза, но продемонстрировала свои 

преимущества в стимуляции регенерации растений. Несмотря на более 

низкий процент каллусогенеза (30%), среда МС ВАР активно способствует 

образованию растений-регенератов. Этот фитогормон стимулирует рост и 

развитие побегов из каллуса, что делает его ценным инструментом в 

биотехнологии растений для получения новых сортов. 

Важным фактором, влияющим на частоту каллусогенеза, является 

генотип пшеницы. В исследовании были использованы два генотипа 

твёрдой пшеницы: П-1 и П-2. Анализ показал, что генотип П-1 

продемонстрировал значительно более высокую склонность к 

каллусообразованию по сравнению с генотипом П-2. Частота 

каллусогенеза у генотипа П-1 составила 64%, тогда как у генотипа П-2 

этот показатель был значительно ниже — всего 24%. Эти результаты 

свидетельствуют о генетической предрасположенности различных 

генотипов к процессу каллусогенеза, что необходимо учитывать при 

разработке новых сортов пшеницы. 
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Выводы 

• В результате проведенных исследований получены каллусные ткани 

из соматических клеток озимой мягкой пшеницы сорта П-1 и П-2; 

Изучены факторы, влияющие на частоту каллусогенеза в культуре 

соматических клеток пшеницы. 

• Было установлено что питательная среда Гамборга В-5, имеющая в 

своем составе 2,4 Дихлорфеноксиуксусную кислоту оказалась более 

благоприятной для процесса каллусогенеза относительно 

питательной среды МС с добавлением ВАР. Но при этом питательная 

среда Мурасига-Скуге, имеющая в своем составе ВАР ингибируя 

процесс каллусогенеза, вместе с тем стимулирует процесс 

образования растений регенератов.  

• При изучении влияния генотипа озимой пшеницы на частоту 

процессов каллусогенеза нами было установлено, что 

генотип пшеницы П-1 более склонен к образованию каллусов, где 

частота каллусогенеза составила 64%.  Исследованный нами генотип 

пшеницы П-2 обладает более низкой склонностью к образованию 

каллусов, где частота каллусогенеза составила 25%. 
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