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Регенерация на експланти при вида Helianthus tuberosus L.
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Резюме
Извършеното проучване е опит за съчетано използване на методите на растителната биотехнология с 

конвенционалните методи на селекция, чрез сравнителни изследвания върху биологичните качества на 
Helianthus tuberosus L. Прилаганите хранителни среди са Murashige & Skoog и Quorin & Lepoivre. Проу-
чено е влиянието на химичните фактори- IBA, TDZ, BAP и GA, в условия in vitro за индуциране на калу-
согенез и регенерация.  Най-добра морфогенетична способност при листните сегменти се наблюдава във 
вариант с участието на 1.0 mg/l TDZ, 0.07mg/l IBA и 0.05 mg/l GA.
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Abstract
The research carried out is an attempt to combine the methods of plant biotechnology with conventional 

methods of selection, through comparative studies on the biological qualities of Helianthus tuberosus L. The 
nutrient media used are Murashige & Skoog and Quorin & Lepoivre. The influence of the chemical factors - IBA, 
TDZ, BAP and GA, in in vitro conditions for the induction of callusogenesis and regeneration was studied. The 
best morphogenetic ability in the leaf segments was observed in the variant with the participation of 1.0 mg/l 
TDZ, 0.07 mg/l IBA and 0.05 mg/l GA.
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ВЪВЕДЕНИЕ

Растителните биотехнологии разширяват 
все повече своя обхват, като естествен резултат 
от развитието на науката и заемат определено 

място в приложението на техниките за тъкани и 
клетки,  биология и генно  инженерство.

Видът Helianthus tuberosus е многодишно 
растение от от сем. Asteraceae. Намира широко 
приложение като заместител на захарта (D’egidio 
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et аl., 1998; Chekroun et al., 1996). В кулинарията 
се използват грудките на растението както в су-
ров вид, така и след термична обработка (Kays 
& Nottingham, 2008).    

Прилагането на in vitro методите при 
Helianthus tuberosus дава възможност за проуч-
ване реакцията на вида в контролирани условия. 
С разработването на протокол за индуциране на 
калусни тъкани може да се постигне извлича-
не на стойностни химически съединения (Xu et 
al., 2003; MacRae, 2007; Jain et al., 2009 Cui et al., 
2019). Размножаването на вида в контролирани 
условия се осъществява чрез култивиране на 
експланти от грудкова тъкан. Веднъж получен, 
стерилният материал може да се съхранява при 
ниски температури (Kays & Nottingham, 2009).

Qiu et al.  (2019) са проучили механизъм, чрез 
който ауксинът и цитокининът координират ла-
тентността и израстването на аксиларната пъп-
ка при ягодите. Получените резултати предпо-
лагат контрастно поведение на ауксин и цито-
кинин при контрола на развитието на аксилар-
ните пъпки.

Gamborg et al. (1999) съобщават, че странич-
ните издънки на земната ябълка може да се раз-
множават в хранителна среда Murashige & Skoog 
(1962), съдържаща 2% захароза и 6% агар. 

За образуване на калус от регенерация от 
листни сегменти и възлови експланти съобщава 
Тaha et аl. (2007) в хранителна среда MS с учас-
тие на 1 mg/l BAP 0.5 mg/l NAA. За подобряване 
на по-бързото развитие и растеж на калуса се 
добавя в хранителната среда антибиотика цефа-
лексин (cefalexin)  (Mathias & Boyd, 1986; Mittal 
et al., 2009).

Повишаването на концентрацията на BA 
стимулира образуването на издънки, но съкра-
щава тяхната дължина (Hristova et аl., 2013). Над 
50% от микрорастенията при вида Artemisia 

chamaemelifolia са дали началото на повече от 
10 нови издънки на експлант, в концентрации от 
0,2, 0,3 и 0,9 mg.L–1 BA. Доказано е, че всички 
концентрации на BA потискат образуването на 
корени.

Авторите Schneider et al. (2019) посочват, че в 
зависимост от условията на растеж, светлината 
може да задейства различни пътища на апикал-
но доминиране.

Проучване на вида Helianthus tuberosus са из-
вършили Alla et al. (2013) в хранителна среда MS 
с участие на 15 mg/l 2,4 D. Получили са най-го-
лям брой регенеранти от листен експлант.

Целта на настоящото изследване е съчетано 
използване на методите на растителната био-
технология с конвенционалните методи на се-
лекция, чрез сравнителни изследвания върху 
биологичните качества на Helianthus tuberosus, 
с възможност за получаване на изходен селек-
ционен материал.

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

В изследванията като изходен растителен ма-
териал бяха включени растения с произход село 
Зелениково,  област Пловдив.

В експериментите за получаване на in vitro 
култури бяха използвани връхни пъпки на груд-
ки.

За проучване на регенерационната способ-
ност in vitro отглеждани растения от Helianthus 
tuberosus   са използвани експланти, развиващи 
се на основна хранителна среда MS. 

За получаване на калусни култури бяха из-
ползвани различни експланти - листа от цялата 
част на растението и стъбло.   

В изследването са използвани два вида сте-
рилизиращи агенти - 0.2% и 0.3 %  HgCl2 и бе-

Таблица 1. Хранителни среди за адвентивен органогенез
Table 1. Nutrient media for adventitious organogenesis
Варианти/
Variants

Основна хранителна среда/
 Main nutrient medium

Вид и количество на растежните регулатори/ 
Type and amount of growth regulators

G1 Quorin & Lepoivre (1977) TDZ 1mg/l IBA 0.07 mg/l GA 0.05 mg/l
G2 Murashige & Skoog (1962) BAP 1 mg/l IBA 0.08 mg/l GA 0.05 mg/l
G3 Quorin & Lepoivre (1977) BAP 1 mg/l IBA 0.08mg/l GA 0.05 mg/l
G4 Murashige & Skoog (1962) TDZ 1mg/l IBA 0.07 mg/l GA 0.05 mg/l
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лина съдържаща процент активен хлор – 2.0%, 
прилагани в различни концентрации и комби-
нации:

1.  белина за 2 мин; 85 % C2H5OH за 1 мин.
2. 0.2 % HgCl2 за 3 мин; 85% C2H5OH за 1 

мин.
3. 0.3 % HgCl2 за 2 мин; 50% C2H5OH за 1 

мин.
В експеримента са включени четири броя 

хранителни среди, разработени в зависимост от 
целта на изследването (Таблица 1). Добавянето 
на цитокинина TDZ се извърши след автоклави-
ране на хранителната среда в ламинар-бокс.

Експлантите са поставени в петриеви блюда 
и епруветки, съдържащи 10 ml хранителна сре-
да.

Хранителните среди, използвани за реге-
нерация, съдържат 30 g/l захароза, 7 g/l агар и 
5.6 pH. Така приготвените среди се съхраняват 
в хладни и тъмни помещения до 30 дни преди 
тяхното използване. 

Отглеждането на експлантите в етапите на 
изпитване се осъществи в камера с температу-
рен режим 24±2°C и фотопериод 16 часа светли-
на и 8 часа тъмнина с осветление 3000 lx.

От всеки вариант са заложени по 100 броя. 
Регенерационният процес се проследява в про-
дължение на два месеца, като през този период 
експлантите не са пренасяни върху нова храни-
телна среда.

Отчетените показатели
Брой регенерирали експланти y
Брой регенеранти от един експлант y

За определяне на регенерационния потенци-
ал на проучваният генотип върху различните 
хранителни среди и типове експланти, в зави-
симост от вида и концентрацията на използва-
ните растежни регулатори, данните са обрабо-
тени със специализирания програмен продукт  
SPSS16.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

Получаването на чист изходен материал при 
вида Helianthus tuberosus е важен етап в проце-
са на микроразмножаване. Чиста от вируси и 
патогени in vitro култура се установи при вари-
ант с участието на 0.3 % HgCl2 за 2 мин и 50% 
C2H5OH за 1 мин.

След получаване на  чист растителен мате-
риал, експлантите бяха култивирани на раз-
лични варианти хранителни среди на базата на 
Murashige & Skoog (1962), с добавени растител-
ни хормони  за индуциране на калусогенезис и 
органогенезис.

От направените  наблюдения регенераци-
ята от листен експлант показа, че Helianthus 
tuberosus притежава удовлетворителна регене-
рационна способност, в резултат на култиви-
рането върху проучваните комбинации на рас-
тежни регулатори. Регенерацията е свързана и с 
индуциране на калус с бял цвят. Калусните тъ-
кани са разположени по повърхността на лист-
ния  експлант.

Динамиката на регенерация от листни екс-
планти е в определена зависимост от средата за 
развитие на адвентивни леторасти. Появата на 
първите регенеранти след изолиране на листни-
те експланти се наблюдава между 22 и 25 ден 
след залагането на опита върху G1 модифици-
рана хранителна среда. Добавянето на TDZ дава 
възможност в този вариант растителният вид да 
реализира x=7 броя единични регенеранти. На-
блюдава се появата на два регенеранта от един 
експлант (Фигура 1). 

Във вариант G2 се наблюдава на 20-ия ден 
появата на регенеранти, но с показатели, значи-
телно занижени от предходната модифицирана 
хранителна среда. Регенерантите са в групи по 
2 броя, много жизнени и нарастват бързо. 

Най-добър резултат се откроява във вари-
ант G3 с максимум 10 получени регенеранта 
на 35 ден от залагане на опита, което вероятно 
се дължи на наличие на ендогенни хормони и 
особености на  растителният вид (Фигура 2).  
Комбинацията от BAP 1 mg/l и IBA 0.08 mg/l в 
хранителна среда Quorin & Lepoivre (1977) има 
стимулиращ ефект за регенерационния процес 
при вида Helianthus tuberosus.

При изследване разликата във възрастта на 
листата се установи, че младите листа са подат-
ливи към образуване на калус. 

От извършените визуални наблюдения ре-
генерация от стъблен сегмент в хранителните 
среди се отчита след 26-я ден от залагането на 
опита и в четирите вида модифицирани храни-
телни среди. Калусните тъкани са с бял цвят и 
са разположени по повърхността на експланта. 
При нарастване на калусната тъкан, клетките 
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Фигура 3.  Регенерация стъблен сегмент при Helianthus tuberosus

Figure 3. Stem segment regeneration at Helianthus tuberosus

 
Фигура 1. Регенерация листен сегмент при Helianthus tuberosus

Figure 1. Leaf segment regeneration at Helianthus tuberosus

                                       
 Фигура 2. Листни експланти в модифицирана хранителна среда G4

Figure 2. Leaf explants in modified G4 medium
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след процеса на деление преминават към нара-
стване и се диференцират като зряла калусна 
тъкан.

С ниски показатели на регенерация е моди-
фицирана хранителна среда G1 и G2 с минумум 
x = 6 броя регенеранти от един стъблен сег-
мент. 

Получените резултати по отношение на фор-
миране на регенеранти от един листен сегмент 
(Фиг. 3) в модифицирани среди G3 и G4  е с 
реализирани x = 7 броя. Това е потвърждение, 
че концентрацията на растежните регулатори 
може силно да повлияе способността за регене-
рация.

От четирите вида модифицирани хранител-
ни среди се отличи вариант G4 с максимум реа-
лизирани регенеранти.                                     

Разработването на система за регенерация 
се определя от изискванията на генотипа на 
изследваният вид. След получаване на регене-
ранти ще се извърши проучване за максимално 
микроразмножаване и получаване на вторични 
метаболити.

ИЗВОДИ

От проучваните четири модифицирани хра-
нителни среди при вида Helianthus tuberosus, 
като най-подходящи за реализация на морфо-
генетичната способност на изследваният ге-
нотип са установени: листен експлант във мо-
дифицирана хранителна среда G3 (Quorin & 
Lepoivre (1977) с добавени 1 mg/l BAP, 0.08 mg/l 
IBA и 0.05 mg/l GA), а при стъблени експлант 
G4 (Murashige & Skoog (1962), с добавени 1 mg/l 
TDZ, 0.07 mg/l IBA и 0.05 mg/l  GA ).
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