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ния на побеге и соотношения фитогормонов при инокуляции, что необходимо учитывать при раз-
работке клонального микроразмножения редкого вида. Представление об уровне эндогенных фи-
тогормонов позволяет регулировать развитие эксплантов in vitro путем изменения концентрации и
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ВВЕДЕНИЕ
Биотехнологические методы, базирующиеся

на культивировании растений in vitro, все шире
применяют в работе по сохранению биоразнооб-
разия растительных ресурсов. Одним из способов
охраны редких видов растений, в том числе пиона
уклоняющегося (Paeonia anomala L.), внесенного
в “Красную книгу Республики Башкортостан”
[1], является введение их в культуру in vitro с пер-
спективой размножения, создания генетических
банков на основе пересадочных культур и после-
дующей реинтродукцией в места естественного
обитания.

На развитие эксплантов in vitro влияют компо-
ненты питательной среды, в том числе концен-
трация и соотношение гормонов. Хорошо извест-
но, что фитогормоны и регуляторы роста оказы-
вают влияние на рост и дифференциацию в
культуре in vitro. Формообразовательные процес-
сы в культуре ткани очень часто зависят от уровня
эндогенных гормонов в исходных эксплантах [2–
4]. Выявление и использование оптимального ба-
ланса эндогенных фитогормонов в эксплантах и
экзогенных регуляторов роста в питательной сре-
де позволяет управлять процессом морфогенеза
in vitro [5].

Большинство исследователей для определения
оптимального гормонального состава питатель-
ной среды как для стимуляции и активации про-
лиферации, так и для роста и развития эксплан-
тов проверяют широкий диапазон концентраций
и комбинаций фитогормонов. Поиск гормональ-
ных компонентов среды имеет случайный харак-
тер, поэтому подбор оптимальной концентрации
регуляторов роста оказывается трудоемким.

Применение метода твердофазного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) растительных об-
разцов позволяет предварительно проанализиро-
вать содержание эндогенных фитогормонов в
экспланте, что дает возможность скорректиро-
вать соотношение их с экзогенными гормонами в
составе питательной среды.

Накоплено достаточно много эксперимен-
тальных данных [6–8], свидетельствующих о том,
что морфогенез в культуре in vitro определяется не
только оптимальной концентрацией регуляторов
роста при культивировании, но и физиологиче-
ским состоянием экспланта непосредственно пе-
ред инокуляцией на питательную среду. Извест-
но, что физиологическое состояние экспланта
играет определяющую роль в регенерационных
процессах in vitro, в то же время разные части од-
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ного побега характеризуются различной способ-
ностью к морфогенезу [9].

Цель работы – изучение особенностей разви-
тия боковых почек пиона уклоняющегося и опре-
деление содержания фитогормонов в них перед
введением в культуру in vitro.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Для введения в культуру in vitro использовали

боковые почки, изолированные из почки возоб-
новления пиона уклоняющегося. Исследование
боковых почек проводили на разных стадиях
формирования почки возобновления: в марте –
до ее раскрытия, в мае – в начале отрастания по-
бега, в августе и октябре – по окончании форми-
рования.

Приготовление и стерилизацию питательных
сред для культивирования тканей и органов
P. anomala проводили согласно рекомендациям
[10, 11]. Стерилизацию почек проводили с исполь-
зованием 70%-ного раствора этанола 1–3 мин,
3%-ного раствора пероксида водорода 1–5 мин,
0.1%-ного раствора диацида 10–25 мин, 3 раза
промывали стерильной водой. В асептических
условиях под бинокулярной лупой МБС-10 пре-
паровальной иглой и пинцетом удаляли почеч-
ные чешуи и отделяли экспланты.

Боковые почки культивировали на питательной
среде по прописи Мурасиге и Скуга [12], дополнен-
ной регуляторами роста: 6-бензиламинопурином
(БАП) в концентрации 0.1–3.0 мг/л, индолил-3-ук-
сусной кислотой (ИУК) в концентрации 0.01–
4.0 мг/л. Содержание агара в питательной среде
составляло 0.7%, pH среды 5.6–5.8.

Растения культивировали в биологических про-
бирках при люминесцентном освещении 10000 лк,
при 16-часовом фотопериоде, температуре 26°С и
относительной влажности воздуха 70%.

Определение концентрации фитогормонов в
боковых почках проводили по методике иммуно-
ферментного анализа, разработанной Кудояро-
вой с соавторами [13–15], позволяющей повы-
сить точность экспериментов за счет высокой
специфичности отношения антител к фитогор-
монам.

Для определения содержания гормонов в тка-
нях растительный материал гомогенизировали и
экстрагировали 80%-ным этанолом. Спиртовой
экстракт отделяли центрифугированием и упари-
вали до водного остатка.

Цитокинины, содержащиеся в аликвоте вод-
ного остатка, концентрировали на картридже С-18.
Картридж С-18 уравновешивали дистиллирован-

ной водой. Водный остаток, предварительно
осветленный центрифугированием, наносили на
колонку, которую затем промывали 20 мл дистил-
лированной воды. Цитокинины элюировали
70%-ным спиртом, упаривали досуха.

Экстракцию АБК и ИУК из аликвоты водного
остатка проводили по модифицированной схеме
с уменьшением объема [16]. Водный остаток под-
кисляли до рН 2.0–3.0 1 н. раствором HCl, затем
экстрагировали диэтиловым эфиром (дважды) в
соотношении 1 : 5 (органическая фаза : водная
фаза). Из объединенной органической фазы АБК
и ИУК реэкстрагировали 1%-ным раствором гид-
рокарбоната натрия, взятым в соотношении 1 : 3
(водная фаза : органическая фаза). Органическую
фазу отделяли и отбрасывали, а из водной (после
подкисления до рН 2.0–3.0) вновь дважды извле-
кали гормоны диэтиловым эфиром и метилиро-
вали их диазометаном. Диазометан получали из
нитрозометилмочевины. Для этого в колбу поме-
щали 40%-ный раствор KОН и эфир в соотноше-
нии 1 : 3 и при постоянном помешивании на маг-
нитной мешалке небольшими порциями прибав-
ляли 3–5 г нитрозометилмочевины. Через 10 мин
сливали раствор диазометана в эфире, который
при комнатной температуре добавляли к образ-
цам до сохранения устойчивого слабого пожелте-
ния. После завершения реакции образцы упари-
вали досуха и непосредственно перед проведени-
ем иммуноферментного анализа растворяли в
100 мкл 80%-ного этанола.

Иммуноферментный анализ проводили в лун-
ках полистиролового планшета (Castar). На пер-
вом этапе конъюгат гормона с белком сорбирова-
ли на твердой фазе (полистироле). Для этого
предварительно разбавленный конъюгат в 0.05 М
карбонатном буфере разливали по 200 мкл в каж-
дую лунку и выдерживали в течение 2 ч при 37°С.
После трехкратной промывки физиологическим
раствором, содержащим 0.05% поверхностно ак-
тивного вещества Tween-20 (ФТ) рН 6.8–7.0 (этот
же раствор использовали на всех последующих
стадиях промывки), в лунки вносили антисыво-
ротку к гормону (по 100 мкл на лунку), разведен-
ную физиологическим раствором, содержащим
0.5% бычьего сывороточного альбумина и 0.05%
твина 20 (ФТО), вместе с раствором стандарта
гормона или растительным экстрактом. Инкуби-
ровали при 37°С в течение 1 ч, затем промывали
лунки раствором ФТ. Для определения количе-
ства сыворотки, прореагировавшей с сорбиро-
ванными в лунках белковыми конъюгатами гор-
монов, использовали препарат антикроличьих
бараньих антител, меченных пероксидазой. Этот
препарат, разведенный в ФТО, разливали в лунки
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по 200 мкл и инкубировали 1 ч при 37°С, после
окончания инкубации промывали ФТ. Количе-
ство иммуносорбированных антител определяли
по цветной реакции субстрата (0.4 мг ортофени-
лендиамина/мл в 0.06 М фосфатном буфере рН
5.0, содержащем 0.006% пероксида водорода).
Субстрат разливали по 200 мкл в каждую лунку
планшета. Цветная реакция развивалась в тече-
ние 15–30 мин, затем ее останавливали 4 н. сер-
ной кислотой (по 50 мкл в лунку). Оптическую
плотность измеряли на фотометре “Titertek-Uni-
skan” при длине волны 492 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При изучении строения почек P. anomala выяв-

лено наличие вегетативных и генеративно-веге-
тативных (смешанных) почек возобновления, в ко-
торых заложены генеративный побег будущего года
и боковые (пазушные) почки в пазухах покровных
чешуй, т.е. почке возобновления P. anomala харак-
терно внутрипочечное ветвление – формирова-
ние боковых почек на побеге в период его внутри-
почечного роста.

Пазушные почки особенно хорошо различи-
мы весной, когда почка возобновления развива-
ется в побег (рис. 1).

При введении боковых почек P. anomala в
культуру in vitro экспланты различались по жиз-
неспособности, темпам роста и развития на на-
чальных этапах культивирования. Полагаем, это
связано с разнокачественностью боковых почек в
пределах материнской почки возобновления.
Жизнеспособность изолированных боковых по-
чек уменьшалась в базипетальном направлении
по оси почки возобновления (рис. 2).

Наименьшей жизнеспособностью в условиях
культуры in vitro обладали более мелкие почки в
пазухах нижних покровных чешуй – спящие. Ре-
зервные почки, наиболее крупные и дифференци-
рованные, превосходили пазушные почки возоб-
новления по интенсивности роста стебля, количе-
ству листьев и жизнеспособности на начальных
этапах культивирования. Различия в развитии
между почками возобновления и резервными
почками сглаживались вследствие действия экзо-
генных регуляторов роста, введенных в питатель-
ную среду.

Изолирование боковых почек в культуру in vi-
tro в различные сроки в течение года выявило раз-
личную регенерационную активность боковых
почек: самая низкая – у почек, изолированных в
мае, в период активного отрастания побегов и в
октябре – при переходе от скрытого роста к по-
кою. Некоторое повышение активности наблю-

дали у почек, изолированных в марте до начала
отрастания побегов. Установлен активный рост
почек in vitro в августе – в период окончания фор-
мирования почек возобновления (рис. 3). В этот
период отмечена максимальная жизнеспособ-
ность почек. Несомненно, что это связано с фи-
зиологическим состоянием исходного растения в
период, когда изолируется эксплант, с изменени-
ем биохимических ритмов метаболизма веществ,
в том числе и фитогормонов, при прохождении
растением периодов роста и покоя.

Учитывая большое значение баланса эндоген-
ных фитогормонов в определении тотипотентно-
сти клеток, естественно предположить, что компе-
тентность клеток к регенерации в значительной
степени обусловлена количеством и соотношени-
ем эндогенных гормонов. Ответная реакция зави-
сит не только от концентрации экзогенного гор-
мона, введенного в питательную среду, но и от
эндогенного содержания фитогормона в тканях
растений и соотношения с другими группами
гормонов. Поэтому, прежде чем подобрать опти-

Рис. 1. Схема расположения боковых почек при от-
растании почки возобновления Paeonia anomala L.:
1 – резервные боковые почки, выносящиеся на по-
верхность почвы, 2 – покровные чешуи, 3 – резерв-
ные боковые почки на подземной части стебля, 4 –
боковые почки возобновления, 5 – спящие боковые
почки (по Назаровой, 1983).
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мальные концентрации и соотношение фитогор-
монов в питательной среде для культивирования
эксплантов, было интересно определить содер-
жание эндогенных гормонов в боковых почках
P. anomala в годичном цикле развития перед их
введением в культуру in vitro.

Сравнение содержания фитогормонов в тече-
ние года позволило учесть уровень их в почках
при инокуляции в определенный срок или вы-
брать оптимальное время изоляции боковых по-
чек. Результаты иммуноферментного анализа
экстрактов из почек по содержанию различных

Рис. 2. Зависимость жизнеспособности боковых почек Paeonia anomala L. in vitro от их размеров и ярусного располо-
жения.
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Рис. 3. Регенерационная активность боковых почек Paeonia anomala L. in vitro, изолированных в разные сроки.
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групп фитогормонов представлены на рис. 4.
В боковых почках пиона уклоняющегося обнару-
жены вещества цитокининовой природы, индо-
лил-3-уксусная кислота (ИУК) и абсцизовая кис-
лота (АБК), содержание которых менялось в за-
висимости от времени года.

В весенние месяцы происходит распускание
почек возобновления, активный рост однолетних
побегов. Этот период связан с высокой активно-

стью физиологических процессов, а также высо-
кой морфогенетической потенцией почек. В марте
обнаружено наиболее высокое содержание аукси-
на и цитокининов в боковых почках P. anomala.

В основе управления ростом и дифференциа-
цией клеток и тканей лежит количественное со-
отношение фитогормонов – цитокининов и аук-
синов. В апреле содержание цитокининов и ИУК
резко уменьшалось и находилось на низком уров-

Рис. 4. Динамика содержания эндогенных гормонов: а – в боковых почках возобновления, б – в резервных боковых
почках Paeonia anomala L.
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не вплоть до июня. Содержание гормонов было
еще достаточно низким и в июле, увеличение их
содержания наблюдали в августе, новый спад – в
октябре–ноябре.

Известно, что в летне-осеннее время в расте-
ниях происходят процессы формирования и диф-
ференциации почек, а ауксины играют роль сти-
муляторов этих процессов [17]. По нашим дан-
ным, боковые почки усиленно растут с июля по
октябрь, накапливают питательные вещества, и
именно в это время у них активизируются морфо-
физиологические процессы в условиях in vitro.
В зимнее время содержание ауксинов понижен-
ное, а содержание цитокининов повышается в
период покоя.

Согласно полученным результатам, макси-
мальный уровень содержания цитокининов в
почках наблюдали в период покоя, минимальный –
при их раскрытии. Необходимо отметить, что в
данной работе использован метод определения
суммарного содержания цитокининов, иммуно-
реактивных в тест-системе с антителами к рибо-
зиду зеатина. Этот подход позволяет определять
не только свободный зеатин, но и связанные фор-
мы. Примененные методы экстракции ИУК и
АБК позволили определять только свободные
формы фитогормонов. Поэтому не исключено,
что высокий уровень содержания цитокининов в
покоящихся почках отражает накопление запас-
ной формы гормона.

В литературе имеется материал, свидетель-
ствующий об увеличении соержания АБК при
воздействии на растения неблагоприятных фак-
торов среды [18, 19]. Именно этому фитогормону
отводят решающую роль в регуляции защитных
реакций растительных организмов в ответ на
стресс [20]. С наличием естественных ингибито-
ров связывают такие явления, как покой почек и
других органов (например, запасающих) [21].
По нашим данным, содержание абсцизовой кис-
лоты в тканях почек было сравнительно низким с
апреля по ноябрь. Наибольшее ее содержание вы-
явлено в период с декабря по март, и это согласо-
валось с тем, что в это время почки находятся в
состоянии вынужденного покоя.

Высокое содержание ИУК и цитокининов, а
также низкое содержание АБК в боковых почках
пиона уклоняющегося приходилось на март и с
августа по октябрь. Логично вводить в культуру in
vitro боковые почки именно в эти периоды време-
ни. Регенерационная активность боковых почек
была наиболее низкой в мае, когда содержание
цитокининов в них было минимальным, что под-
тверждает роль эндогенных гормонов в способ-

ности эксплантов к регенерации. Введение па-
зушных почек в августе позволило достичь мини-
мума инфицированности (10% для резервных
боковых почек и 14% для боковых почек возоб-
новления) и максимума жизнеспособных и неин-
фицированных (75% для резервных боковых по-
чек и 81% для боковых почек возобновления) экс-
плантов. Оптимальным временем для введения в
культуру in vitro боковых почек является август,
однако в августе содержание цитокининов и аук-
синов было меньше, чем в марте и октябре, по-
этому необходимо было дополнительное внесе-
ние в питательную среду экзогенных гормонов
для индукции побегов – БАП 0.5–1.0 мг/л, ИУК
1.0 мг/л.

Таким образом, содержание гормонов в поч-
ках пиона уклоняющегося соответствовало пери-
оду годичного цикла развития растения. Очевид-
но, что морфогенная активность почек, изолиро-
ванных в разные периоды, связана с уровнем
эндогенных фитогормонов. На основании полу-
ченных данных появилась возможность регули-
ровать концентрации фитогормонов (в частно-
сти, цитокининов и ИУК), добавляемых в пита-
тельную среду, для культивирования боковых
почек in vitro в соответствии с периодом развития
P. anomala при изолировании эксплантов с донор-
ных растений. Наибольшие рост и развитие экс-
плантов пиона уклоняющегося при введении в
культуру отмечены для инокуляции почек, харак-
теризующихся повышенным содержанием цито-
кининов, ауксина и низким содержанием АБК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием метода твердофазного им-

муноферментного анализа показано, что разви-
тие эксплантов P. anomala при введении в культу-
ру in vitro зависело от содержания эндогенных
ауксина и цитокининов в почках перед инокуля-
цией и расположения их на побеге.

Учитывая соотношение основных фитогормо-
нов P. anomala экспланты необходимо отбирать в
тот период, когда им характерно максимальное
содержание ЦК и ИУК и минимальное содержа-
ние АБК в свободной форме, а именно в марте и с
августа по октябрь. Осведомленность об уровне
эндогенных фитогормонов позволяет управлять
развитием эксплантов in vitro путем изменения
концентрации и соотношения экзогенных регу-
ляторов роста в питательной среде.

Результаты проведенной работы расширяют
представление о роли эндогенных фитогормонов
в процессах роста и развития, могут служить осно-
вой для разработки эффективных методов размно-
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жения in vitro редкого вида растения P. anomala L.
с применением экзогенных регуляторов роста.
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Dynamics of the Content of Phytohormones in the Buds
of the Peony before Inoculation into Culture in vitro

A. A. Zaripova
South Ural Botanical garden–Institute, Ufa Federal Research Center RAS

ul. Mendeleeva 195/3, Ufa 450080, Russia
E-mail: zaripova.al@mail.ru

The content of endogenous hormones in the buds of Paeonia anomala L. in the annual cycle of development
was studied. The relationship between the growth and development of lateral buds in culture in vitro, their lo-
cation on the shoot and the ratio of phytohormones in inoculation, which must be considered in the devel-
opment of clonal micropropagation of rare species. Understanding of the level of endogenous phytohor-
mones allows to regulate the development of explants in vitro by changing the concentration and ratio of ex-
ogenous growth regulators.

Key words: content of phytohormones, buds, peony, inoculation into culture, in vitro.
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