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1.Биотехнология известна с давних времен, но как самостоя​тельная прикладная наука сформировалась в середине 70-х го​дов нашего столетия, когда человечество осознало необходи​мость первоочередного решения на принципиально новых осно​вах главнейших проблем современности — продовольственной, энергетической, ресурсной, загрязнения окружающей среды и др. Биотехнологические процессы базируются на использова​нии биосинтетического потенциала микроорганизмов, расти​тельных и животных клеток, тканей и органов, культивируемых на искусственных питательных средах.

В настоящее время во многих странах мира развитию биотехнологии придается перво​степенное значение в силу ряда существенных преимуществ пе​ред другими видами технологий: биотехнологические процессы обладают низкой энергоемкостью, почти безотходны, экологиче​ски чистые. Вместе с тем, эти технологии предусматривают ис​пользование стандартного оборудования и препаратов, а также проведение исследований круглый год, независимо от климати​ческих условий, занимая при этом незначительные площади. Эти преимущества имеют непосредственное отношение к культуре клеток, тканей и органов растений. 

Попытки культивировать изолированные от растений ткани делались давно, и в истории развития этого метода можно вы​делить несколько этапов. 

I этап (1892—1902 гг.) связан с именами таких немецких исследователей, как Г. Хаберландт, Фехтинг, Рехингер. Они пытались культивировать в растворе сахарозы различные рас​тительные ткани, однако рост их не был получен. Лишь для сегментов стеблей одуванчика и тополя был получен первич​ный каллус и определен минимальный размер сегмента, спо​собного к каллусогенезу. Не достигнув экспериментальных ус​пехов, эти исследователи высказали ряд идей и гипотез, кото​рые нашли свое подтверждение значительно позже. Так, Хаберландт выдвинул гипотезу о тотипотентности любой живой растительной клетки, т. е. способности клеток реализовывать свой потенциал развития и давать начало образованию целого растения при определенных условиях культивирования. 

II этап (1902—1922 гг.) ознаменовался созданием первых питательных сред для культивирования тканей животных. Эти среды были природного происхождения и содержали, как пра​вило, плазму крови и зародышевую жидкость. Попытки вырас​тить изолированные 

растительные ткани на искусственных пи​тательных средах, содержащих растительные экстракты, оказа​лись неудачными, так как в экспериментах использовались мало подходящие для проявления ростовой активности клетки и ткани высших растений. 

III этап (1922—1932 гг.). В этот период независимо друг от друга американский ученый В. Робине и немецкий ученый Котте показали возможность культивирования на твердых пи​тательных средах меристемы кончиков корня томатов и кукуру​зы. Однако через определенное время растительные ткани бу​рели и погибали. Подлинное развитие метода культуры тканей растений началось с 1932 г. 

IV этап (1932—1940 гг.) связан с именем французского ученого Р. Готре, который показал возможность долгого куль​тивирования в условиях in vitro растительных тканей за счет периодического пересаживания их на свежую питательную сре​ду. Это открытие дало новый толчок в работе по культуре тка​ни, который ознаменовался нарастающим числом новых объек​тов, успешно введенных в культуру. 

V этап (1940—1960 гг.). С открытием в 1955 г. нового класса фитогормонов-цитокининов, и в частности кинетина, бы​ла получена возможность стимулировать деление клеток кусоч​ка ткани сердцевинной паренхимы табака, лишенной проводя​щих пучков и камбия 

В зависимости от концентрации и соот​ношения стимуляторов роста можно было усиливать деление клеток экспланта, поддерживать рост каллусной ткани, инду​цировать морфогенез. В этот период было оценено положитель​ное действие натуральных экстрактов типа эндосперма кокосо​вого ореха, каштана, кукурузы и других растений для поддер​жания неорганизованного клеточного роста и стимуляции процессов морфогенеза в культуре каллусных тканей и клеточ​ных суспензий. 

VI э т а п (1960—1975 гг.). Наиболее важным событием это​го периода была разработка профессором Ноттингемского уни​верситета Э.К- Коккингом метода получения ферментативным путем изолированных протопластов из корней и плодов томата и культивирования их в контролируемых условиях. Позже в 1970 г. в той же лаборатории Пауэром с сотр. было осуществ​лено искусственное слияние протопластов, что открыло новый путь к созданию соматических гибридов. Еще один метод, раз​работанный в этот период,— это микроразмножение растений в условиях in vitro с использованием меристемной культуры. Первоначально этот метод был разработан французским уче​ным Ж. Морелем для получения оздоровленного посадочного материала орхидей. 

VII этап (1975 г.— по настоящее время). Продолжается быстрое развитие техники in vitro, изучение биологии культиви​руемых объектов, разрабатываются методы электрослияния изолированных протопластов, методы мутагенеза и клеточной селекции, методы получения гаплоидных растений, совершенст​вуется метод глубинного культивирования клеток с использова​нием изолированных протопластов и векторов, созданных на ос​нове Ti- и Ri-плазмид Agrobacterium tumefaciens и А. rhizogen.es. С помощью методов генной инженерии разработан эффективный метод переноса генов для двудольных растений. Таким образом, за последние десятилетия был сделан большой шаг вперед в развитии технических приемов работы с изолиро​ванными тканями и клетками растений. Однако объектом ис​следования, как правило, служили однодольные и двудольные травянистые растения и в редких случаях — древесные. 
3. Культура каллусных тканей

Культура изолированных тканей обычно бывает представле​на каллусными или реже — опухолевыми тканями. Каллусная культура — это неорганизованная пролиферирующая ткань, со​стоящая из дедифференцированных клеток. В дальнейшем они специализируются как каллусные, т.е. становятся особым обра​зом дифференцированными. Каллус, что означает «мозоль», мо​жет образовываться как на изолированных кусочках ткани (эксплантах) in vitro, так и на растении при поранении. Каллусная ткань in vitro в основном бывает белого или желтоватого, реже светло-зеленого цвета. Очень редко она мо​жет иметь интенсивную зеленую окраску (у мандрагоры). Тем​но-коричневая окраска возникает чаще при старении каллус​ных клеток и связана с накоплением в них фенолов. Последние окисляются в хиноны. Для избавления от них в питательные среды вносят антиоксиданты. Каллусная ткань аморфна и не имеет конкретной анатомиче​ской структуры, но в зависимости от происхождения и условий выращивания она может быть разной консистенции: 1) рыхлой, состоящей из сильно оводненных клеток, легко распадающейся на отдельные мелкие агрегаты; 2) средней плотности, с хорошо вы​раженными меристематическими очагами; 3) плотной, в которой дифференцируются элементы камбия и проводящей системы. 
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Обязательным условием дедифференцировки расти​тельной клетки и превраще​ния ее в каллусную является присутствие в питательной среде представителей двух групп фитогормонов: аукси​нов и цитокининов. Ауксины вызывают процесс дедиффе​ренцировки клетки, подготав​ливающий ее к делению, а цитокинины — пролиферацию (деление) дедифференцированных клеток (рис. 1.1). Если  в питательную среду без гор​монов     поместить     кусочек растительный эксплант, состоящий из специализированных (дифференцированных) клеток, то деления клеток не произой​дет и каллусная ткань не образуется. Это связано с неспособ​ностью дифференцированных клеток к делению. Каждая клет​ка проходит три фазы роста: 1) деление; 2) растяжение; 3) диф-ференцировку. Характерной чертой заключительной фазы роста является утолщение вторичной клеточной оболочки и по​теря клеткой способности к делению. Для того чтобы диффе​ренцированные клетки вновь приобрели способность к делению, необходимо, чтобы произошла их дедифференцировка, т . е. клет​ки как бы возвратились в меристематическое состояние. Раз​множение дедифференцированных клеток приводит к анархиче​скому, неорганизованному росту, в результате чего образуется каллусная ткань. Таким образом, превращение специализиро​ванной клетки в каллусную связано с индукцией клеточного де​ления, способность к которому она потеряла в процессе дифференцировки. 

Особенности каллусных клеток. Каллусные клетки in vitro сохраняют многие физиолого-биохимические черты, свойствен​ные нормальным клеткам, входящим в состав растительного организма. Каллусные клетки сохраняют способность к синтезу вторичных метаболитов 

Морозостойкость и способность к зака​ливанию присущи каллусным клеткам, полученным от морозо​стойких растений. Этим свойством не обладают каллусные тка​ни, полученные от тропических и субтропических культур. Та​ким образом, устойчивость к низким температурам сохраняется при переходе клетки к каллусному росту. Каллусным тканям свойственна и фотопериодическая реакция, что связано с со​хранением активности фитохрома. 

Общим у каллусных и нормальных клеток растения являет​ся и еще ряд признаков, в частности, устойчивость к действию высоких температур, осмотически активных веществ, засоле​нию. Вместе с тем каллусные клетки обладают отдельными свой​ствами, отличающими их от нормальных. В них появляются специфические белки и уменьшается количество белков, харак​терных для фотосинтезирующих клеток листа, или они совсем исчезают. Каллусные клетки отличаются большой генетической гетерогенностью и физиологической асинхронностью.  В результате выхода из-под контроля организма рост кал​лусных клеток происходит неорганизованно, асинхронно, и яв​ляется неограниченным. При пересадках на свежую питатель​ную среду культура каллусной ткани моркови, полученная Р. Готре более 60 лет назад, до сих пор растет в коллекции. Клеточный цикл у каллусных клеток более длительный, чем у растений, произрастающих в открытом грунте. Особенностью каллусных клеток является гетерогенность по возрасту. В каллусной ткани одновременно присутствуют клет​ки молодые в 0[-фазе, старые в G2- и S-фазах цикла клеточ​ных делений. 

Генетика каллусных клеток. Длительное время считали, что каллусные клетки генетически строго однородны. Однако в 60-х годах было выяснено, что клетки каллусной ткани облада​ют выраженной генетической гетерогенностью. Генетическая неоднородность каллусных клеток выражается прежде всего в различной плоидности, т.е. каллусные клетки отличаются по числу хромосом. Генетически стабильными in vitro являются меристематические ткани. 

Каковы же причины генетической нестабильности культиви​руемых клеток? Таких причин несколько. Прежде всего — это генетическая неоднородность исходного материала (гетероген​ность экспланта). У многих растений дифференцированные тка​ни характеризуются наличием клеток разной плоидности и лишь активно пролиферирующие в течение онтогенеза ткани, такие, как верхушечные меристемы, камбий и другие, остаются всегда диплоидными. Другой причиной может быть длительное пассирование тканевых и клеточных культур, приводящее к на​коплению в них генетических изменений, в том числе к неравно​мерному изменению плоидности. Нарушение коррелятивных связей при изолировании участков тканей растений и помеще​нии их на питательную среду также приводит к генетической нестабильности клеток. Подобные результаты могут быть свя​заны и с влиянием на генетический аппарат клетки входящих в состав питательных сред фитогормонов. В качестве гормонов в питательные среды для каллусообразования обязательно вхо​дят ауксины и цитокинины. О мутагенном действии этих ве​ществ известно из целого ряда работ. Наиболее активным му​тагенным препаратом является 2,4-Д, входящий в состав боль​шинства питательных сред. Цитокинины, в частности кинетин, способствуют полиплоидизации клеток. 

Генетическое разнообразие каллусных клеток позволяет ис​пользовать их для клеточной селекции на устойчивость к небла​гоприятным фактором среды, фитопатогенам и на повышенную продуктивность. 

4. Клональное микроразмножение растений

Достижения в области культуры клеток и тканей привели к созданию принципиально нового метода вегетативного размно​жения — клонального микроразмножения (получение в услови​ях in vitro (в пробирке), неполовым путем растений, генетиче​ски идентичных исходному экземпляру). В основе метода лежит уникальная способность растительной клетки реализовывать присущую ей тотипотентность, т.е. под влиянием экзогенных воздействий давать начало целому растительному организму. Этот метод, несомненно, имеет ряд преимуществ перед сущест​вующими традиционными способами размножения: 

— получение генетически однородного посадочного материала; 

— освобождение растений от вирусов за счет использования меристемной культуры; 

— высокий коэффициент размножения (105— 106 — для травя​нистых, цветочных растений, 104— 10я — для кустарниковых древесных, 104 — для хвойных); 

— сокращение продолжительности селекционного периода; 

— ускорение перехода растений от ювенильной к репродуктив​ной фазе развития; 

— размножение растений, трудно размножаемых традицион​ными способами; 

— возможность проведения работ в течение круглого года и экономия площадей, необходимых для выращивания поса​дочного материала; 

— возможность автоматизации процесса выращивания. 
В нашей стране работы по клональному микроразмноже​нию были начаты в 60-х годах в лаборатории культуры тканей и морфогенеза Института физиологии растений им. К.А. Тими​рязева РАН. Под руководством проф. Р.Г. Бутенко были изуче​ны условия микроразмножения картофеля, сахарной свеклы, гвоздики, герберы, фрезии и некоторых других растений и предложены промышленные технологии. 

Этапы и методы клонального микроразмножения растений. Процесс клонального микроразмножения можно разделить на че​тыре этапа: 1 — выбор растения-донора, изолирование эксплантов и получение хорошо растущей стерильной культуры; 2 — соб​ственно микроразмножение, когда достигается получение макси​мального количества мериклонов .3 — укоренение размноженных побегов с последующей адаптацией их к почвенным условиям, а при необходимости депонирование растений-регенерантов при по​ниженной температуре (+2°, +10° С); 4— выращивание растений в условиях теплицы и подготовка их к реализации или посадке в поле .Существует много методов клонального микроразмножения. Различные авторы, проводя индивидуальные исследования по влиянию условий культивирования эксплантов на процессы морфогенза, наблюдали разные ответные морфогенетические реакции на изменение условий выращивания, что в свою оче​редь привело к созданию новых классификаций методов кло​нального микроразмножения. Исходя из предложенных в лите​ратуре методов микроразмножения растений, этот процесс воз​можно осуществлять следующими путями: 

— активация развития уже существующих в растении мери​стем (апекс стебля, пазушные и спящие почки стебля); 

— индукция возникновения адвентивных почек непосредствен​но тканями экспланта; 

— индукция соматического эмбриогенеза; 

— дифференциация адвентивных почек в первичной и переса​дочной каллусной тканях. 
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Основной метод, используемый при клональном микрораз​множении растений,— это активация развития уже существую​щих в растении меристем, основывающийся на снятии апикаль​ного доминирования (рис. 1.8). Это может быть достигнуто дву​мя путями: а) удалением верхушечной меристемы стебля и последующим микрочеренкованием побега in vitro на безгормо​нальной среде; б) добавлением в питательную среду веществ цитокининового типа действия, индуцирующих развитие много​численных пазушных побегов. Как правило, в качестве цитокининов используют 6-бензиламинопурин (ЬАП) или Ь-фурфури-ламинопурин (кинетин), а также 2-изопентениладенин (2ip) и зеатин. 
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Полученные таким образом побеги отделяют от первич​ного материнского экспланта и вновь самостоятельно культиви​руют на свежеприготовленной питательной среде, стимулирую​щей пролиферацию пазушных меристем и возникновение побе​гов более высоких порядков. В настоящее время этот метод широко используется в производстве безвирусного посадочного материала сельскохозяйственных культур, как технических (са​харная свекла, хмель, табак, топинамбур, стахис), так и овощ​ных (томаты, картофель, огурец, перец, тыква, спаржа и др), а также для размножения культур промышленного цветоводства (гвоздика, хризантема, роза, гербера), тропических и субтропи​ческих растений (рододендрон, азалия, камелия, чай и др.), плодовых и ягодных культур (яблоня, слива, вишня, груша, ви​ноград, малина, смородина, крыжовник и др.) и древесных рас​тений (тополь, ива, ольха, береза, рябина, секвойя, туя, можже​вельник и др.) (рис. 1.9, а, б). Для некоторых сельскохозяйст​венных культур, таких, как картофель, технология клонального микроразмножения поставлена на промышленную основу. При​менение метода активации развития существующих в растении меристем позволяет получать из одной меристемы картофеля более 10'1 растений в год, причем технология предусматривает получение в пробирках микроклубнеи—ценного, безвирусного семенного материала (рис. 1.9, в). 

Второй метод—это индукция возникновения адвентивных почек непосредственно тканями экспланта (рис. 1.10). Он осно​ван на способности изолированных частей растения при благо​приятных условиях питательной среды восстанавливать недос​тающие органы и, таким образом, регенерировать целые расте​ния .Образования адвентивных почек можно добиться почти из любых органов и тканей растения (изолированного зародыша, листа, стебля, семядолей, чешуек и донца луковицы, сегментов корней и зачатков соцветий), если их удается получить свобод​ными от инфекции. Этот процесс, как правило, происходит на питательных средах, содержащих один цитокинин или в сочета​нии с ауксином, находящихся в соотношении 10:1 или 100:1. В качестве ауксина в этом случае наиболее часто используют р-индолил-3-уксусную кислоту (ИУК) или а-нафтилуксусную кислоту (НУК). Это наиболее распространенный метод микро​размножения высших растений, которым были размножены многие луковичные цветочные растения (нарциссы, лилии, гиа​цинт, гладиолусы, тюльпаны) из луковичных чешуи, сегментов базальной части донца луковиц, эксплантов листьев; предста​вители рода Brassica (капуста цветная, кочанная, брюссель​ская, листовая, брокколи)— из сегментов гипокотиля, семядо​лей, листьев; лук, чеснок—из верхушечной меристемы, ткани донца луковиц; томаты — из апикальных или пазушных мери​стем; салат цикорный — из сегментов листовых пластинок; пе​туния—из сегментов корней глоксиния, фиалки—из сегмен​тов листовых пластинок, а также некоторые представители дре​весных растений — из изолированных зрелых и незрелых зародышей (рис. 1.10, в). 

Достаточно хорошо разработана технология клонального мик​роразмножения земляники, основанная на культивировании апи​кальных меристем (рис. 1.11). Меристематические верхушки изо​лируют из молодых, свободных от вирусных болезней, растений и выращивают на модифицированной питательной среде Мурасига и Скуга, содержащей БАП в концентрации 0,1—0,5 мг/л. Через 3—4 недели культивирования меристема развивается в пророс​ток, в основании которого формируются адвентивные почки, ко​торые быстро растут и дают начало новым почкам. В течение 6-—8 недель образуется конгломерат почек, связанных между со​бой соединительной тканью и находящихся на разной стадии раз​вития. Появляются листья на коротких черешках, в нижней части которых формируются новые адвентивные почки. Эти почки раз​деляют и пересаживают на свежую питательную среду. На среде с цитокинином продолжается пролиферация придаточных побегов, а на среде без регуляторов роста в течение 4—6 недель фор​мируются нормальные растения с корнями и листьями .Морфогенетическая активность экспланта сохраняется в течение 3—4 лет. Таким образом, от одного материнского растения можно получать несколько миллионов растений-регенерантов в год. 

Несомненный интерес у исследователей вызывает вопрос, свя​занный с происхождением адвентивных почек, и, в частности, ка​кие клеточные слои участвуют в дифференциации меристем. Еди​ного мнения по этому вопросу пока нет. Так, Тран Тан Ван в сво​их работах с тканями табака показала, что именно эпидерма является наиболее активной тканью, способной образовывать почки, каллус или корни в зависимости от гормонального баланса питательной среды. Цитологические исследования, проведенные на сегментах базальной части донца луковиц тюльпанов и нар​циссов, показали, что адвентивные побеги формируются из по​верхностных слоев меристематических клеток, прилегающих к донцу, а для растений глоксинии процесс формирования адвен​тивных почек, как правило, происходит в субэпидермальных кле​точных слоях листовых пластинок. Единого мнения по этому во​просу также нет и среди исследователей, работающих с древес​ными растениями .Так, было показано, что образование почек на изолированной хвое ели обыкновенной происходит в эпидермальном слое культивируемого экспланта, для псевдотсуги — в субэ​пидермальных слоях, а при культивировании семядолей сосны за​мечательной на среде, содержащей один цитокинин (БАП), этот процесс происходит одновременно как в эпидермальном, так и в субэпидермальном слоях. Для сосны обыкновенной также было отмечено образование адвентивных почек в эпидермальном и су​бэпидермальном слоях семядолей за​родыша (рис. 1.12) и этот процесс для сосны не зависит от применяемых ци-токининов. Третий метод, практикуемый при клональном микроразмножении, ос​новывается на дифференциации из соматических клеток зародышеподобных структур, которые по своему внешнему виду напоминают зиготические зародыши. Этот метод полу​чил название — соматический эм​бриогенез. 

Согласно Стеварду, соматические зародыши проходят три стадии развития: глобулярную, сердцевидную, торпедовидную и в конечном итоге имеют тенденцию к разви​тию в проросток. Это явление впервые было отмечено в культу​ре клеток моркови еще в середине 50-х годов, а в настоящее время используется для размножения большинства растений из семейства Orchidaceae и Rutaceae, а также для некоторых представителей злаковых (пшеница, ячмень), люцерны, редиса, винограда и некоторых видов древесных пород (осина, эвка​липт, дуб, ель обыкновенная). Формирование эмбриоидов в культуре тканей происходит в два этапа. На первом этапе клетки экспланта дифференциру​ются за счет добавления в питательную среду ауксинов, как правило, 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) и превра​щаются в эмбриональные. На следующей стадии необходимо заставить сформировавшиеся клетки развиваться в эмбриоиды, что достигается путем уменьшения концентрации ауксина или полного его исключения из состава питательной среды. Сомати​ческий эмбриогенез возможно наблюдать непосредственно в тканях первичного экспланта, а также в каллусной культуре. Причем последний способ менее пригодный при клональном микроразмножении, так как посадочный материал, полученный таким методом, будет генетически нестабилен по отношению к растению-донору. Как правило,, соматический эмбриогенез про​исходит при культивировании каллусных клеток в жидкой пи​тательной среде (суспензия) и является наиболее трудоемкой операцией, так как не всегда удается реализовывать свойствен​ную клеткам тотипотентность. Однако этот метод размножения имеет свои преимущества, связанные с сокращением последне​го (третьего) этапа клонального микроразмножения, не требую​щего подбора специальных условий укоренения и адаптации пробирочных растений, так как соматические зародыши пред​ставляют собой полностью сформированные растеньица. При использовании соответствующей техники их капсулирования из этих эмбриоидов возможно получать искусственные семена. 

Четвертый метод клонального микроразмножения — диффе​ренциация адвентивных почек в первичной и пересадочной кал​лусной ткани. Практически он мало используется в целях полу​чения посадочного материала in vitro. Это связано с тем, что при периодическом пересаживании каллусной ткани на све​жую питательную среду часто наблюдаются явления нежела​тельные при микроразмножении: изменение плоидности культи​вируемых клеток, структурные перестройки хромосом и накоп​ление генных мутаций, потеря морфогенетического потенциала культивируемыми клетками. Наряду с генетическими измене​ниями растений наблюдаются и морфологические: низкорослость, неправильное жилкование листьев и их расположение по стеблю, образование укороченных, утолщенных междоузлий, уродливость, пониженная устойчивость к болезням и вредите​лям. Причем длительное культивирование каллусных клеток усугубляет эти изменения, поэтому период неорганизованного роста при микроразмножении должен быть сведен к минимуму. Однако, несмотря на некоторые недостатки, данный метод имеет свои положительные стороны и преимущества. Во-пер​вых, он является эффективным и экономически выгодным, так как в процессе размножения из каждой индивидуальной кал​лусной клетки при определенных благоприятных условиях культивирования может сформироваться адвентивная почка, дающая начало новому растению. Во-вторых, в ряде случаев он является единственно возможным способом размножения рас​тений в культуре тканей. В-третьих, представляет большой ин​терес для селекционеров, так как растения, полученные дан​ным методом, различаются генетически и морфофизиологически. Это дает возможность селекционерам проводить отбор растений >no хозяйственно-важным признакам и оценивать их поведение в полевых условиях .Этот метод целесообразно применять лишь к тем растениям, для которых показана генетиче​ская стабильность каллусной ткани, а вариабельность между растениями-регенерантами не превышает уровня естественной изменчивости. К таким растениям можно отнести амариллис, томаты, спаржу, некоторые древесные породы и другие культу​ры. Через каллусную культуру были размножены: сахарная свекла, некоторые представители рода Brassica, кукуруза, рис, пшеница и другие злаковые, подсолнечник, лен, разработаны условия, способствующие регенерации растений из каллуса огурца, картофеля, томатов. 

