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Проучване на възможността за индуциране на калусна 
тъкан при обикновен орех (Juglans regia) in vitro
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Резюме
Проучени са възможностите за индукция на калус от различни растителни експланти при обикновен 

орех (Juglans regia) в in vitro условия. Като източник на растителни експланти са използвани сегменти от 
листа и стъбла от млади едногодишни растения. Изследвани са три хранителни среди, върху които е ин-
дуцирана калусна тъкан. Проучването е извършено в периода май – декември 2016 г. в Производствената 
лаборатория за in vitro размножаване в Института по овощарство – Пловдив. Резултатите показват, чe 
при листни сегменти калуcна тъкан се индуцира на среда DKW (Driver and Kuniyuki, 1984) с 1 mg/l ВАР 
и 3 mg/l NAA (AНО), както и на среда К1 (Диманов, 1987) с 2 mg/l BAP и 6 mg/l NAA. При двете среди ка-
лусът започва да се оформя след 15-тия ден. Индукцията на калус от стъблени клетки върху среда DKW 
започва след 17-тия ден.
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Abstract
The possibilities for callus induction from different plant explants of walnut (Juglans regia) in conditions in 

vitro have been examined. Segments of leaves and stems of young annual plants have been used as a source of 
plant explants. Three nutrient media have been tested, on which was inducted a callus tissue. The study was car-
ried out in the period May – December 2016, in the laboratory for in vitro propagation at the Fruit Growing In-
stitute – Plovdiv. The results show that a callus tissue has been produced in leaf parts on DKW nutrient medium 
(Driver and Kuniyuki, 1984) with 1 mg/l BAP and 3 mg/l NAA, and K1 nutrient medium (Dimanov, 1987) with 
2 mg/l BAP and 6 mg/l NAA. In both media the callus induction in leaf parts started after the 15th day. The callus 
induction in stem cells started after the 17th day on DKW nutrient medium.
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Семейство Juglans (Орехови) се състои от 
няколко вида, разпространени в целия свят. 
Обикновеният орех (Juglans regia) е вид от 
световно значение поради използването му 
за дърво и плодове (Scaltsoyiannes et al., 1998). 
Той е и най-известният представител от се-
мейство Орехови, който се среща предимно в 
умерените зони на САЩ, Западна Южна Аме-
рика, Азия, Централна и Южна Европа. Мик-
роразмножаване на орехи е осъществимо чрез 
култивиране на растителни сегменти и ме-
ристеми (Heile-Sudholt et al., 1986; Navatel and 
Bourrain, 1999), въпреки че методът представя 
нисък процент на пролиферация (Marques and 
Dias, 1995). Органогенеза при орех е постигна-
та и от семена (Fatima et al., 2006). Получаване 
на калуси от зряла тъкан е прилагано и при 
други дървесни видове - ябълка (Caboni et al., 
2000), акация (Vengadesan et al., 2000) и др. В 
зависимост от желания резултат, важно е да се 
определи първоначалната тъкан за получава-
не на калус (Bandyopadhyay et al., 1999). За ин-
дуциране на калусогенез са били използвани 
котиледони (Gómez et al., 2006), ядра (Cardoza 
and D’Souza, 2002), прашници (Koleva-Gudeva 
et al., 2007), овули (Sauer and Wilhelm, 2005), 
листни дръжки и корени (Geneve, 2005), меж-
дувъзлия (Chandra and Bhanja, 2002) и листа 
(Ainsley et al., 2000). Орехът е трудно размно-
жаващ се овощен вид. Това се дължи на висо-
кото съдържание на фенолни елементи, чието 
оксидиране възпрепятства доброто калусооб-
разуванe (Gandev, 2013).

Целта на изследването е да се проучат въз-
можностите за индукция на калусогенез от раз-
лични растителни експланти при обикновен 
орех (Juglans regia L.).

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

Изследването е проведено в Производстве-
ната лаборатория за in vitro размножаване в 
Института по овощарство – Пловдив, в пери-
ода май – декември 2016 г. Пет млади едного-
дишни растения от обикновен орех са полз-
вани като източник на растителни експланти. 
Взети са сегменти от листа и стъбла от рас-
тенията. Експлантите са обеззаразени посред-
ством традиционната методика, която включ-

ва дезинфекциране чрез поставяне в 70% 
етилов алкохол за 1 min, стерилизация с 5% 
Ca(ClО)2 за 5 min (листни сегменти) и за 8 min 
(стъбълца), последвано от трикратно измива-
не със стерилна дестилирана вода. Листните 
експланти, нарязани на сегменти с големина 
1/1 сm и стъбълцата с дължина около 1-1,5 сm 
са култивирани на агарова среда в петриеви 
блюда с диаметър 90 mm. Растителният ма-
териал е отгледан на тъмно при температура 
24±1°C и влажност 75% във фитостатна каме-
ра. За намиране на подходяща хранителна сре-
да за индукция на калус от различните рас-
тителни тъкани, експлантите са култивирани 
на три различни хранителни среди с различен 
състав на отделните компоненти (Таблица 1). 

Първата използвана среда е DKW (Driver  
and Kuniyuki, 1984) със съдържание на BAP 1 
mg/l и NAA 3 mg/l. Средата е разработена за 
размножаване на орех. Поради високото съдър-
жание на йодни молекули в ореха, тази среда е 
лишена от КJ, съдържащ се в по-голяма част от 
основните среди за in vitro култивиране. 

Средите К и К1 са по Диманов (1987). Те пред-
ставляват комбинация от няколко основни сре-
ди за тъканно култивиране, а именно: макрое-
лементи МS (Murashige and Skoog, 1962) микро-
елементи (Heller, 1953) и витамини МW (Morel 
and Wetmore, 1951). Разликата между двете сре-
ди е в различната концентрация на фитохормо-
ните BAP и NAA. 

Трите среди са със съдържание на агар 5,85 
g/l и Ph 5,6. За да се избегне характерната окси-
дация на тъканните експланти, към средите К 
и К1 са добавени малеинова киселина 40 mg/l и 
лимонена киселина 40 mg/l. Стерилизацията на 
всички среди е извършена при 121°C за 20 min и 
налягане 1,2 atm. За всички варианти хранител-
на среда са използвани по 10 листни експланта 
и по 8 експланта от стъбълца.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

Резултатите от влиянието на хранителната 
среда върху степента на развитие на калус от 
листни сегменти и стъбълца са представени в 
Таблици 2 и 3. 

Формирането на калус при листните екс-
планти (Таблица 2) е най-добре изразено на сре-
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да DKW (със съдържание на BAP 1 mg/l и NAA 
3 mg/l), както и на среда К1 (2 mg/l BAP и 6 mg/l 
NAA). При двете хранителни среди получени-
ят калус е бяло-зеленикав със зърнеста рехава 

структура. Най-слаб резултат е получен на хра-
нителна среда К. 

Индукцията на калус от стъблени клетки 
(Таблица 3) започва след 17-тия ден върху сре-

Таблица 1. Химичен състав на различните хранителни среди за индукция на калус
Table 1. Chemical composition of different nutrient media for callus induction

Kомпоненти / Components
Хранителни среди / Nutrient media

DKW K K1

Mакроелементи/ 
Macronutrients DKW MS MS

Mикроелементи/
Micronutrients DKW Heller Heller

Витамини/  
Vitamines DKW MW MW

BAP mg/l
BAP mg/l 1 1 2

АНО mg/l
NAA mg/l 3 3 6

Захароза g/l
Saccharose g/l 30 20 20

Aгар g/l
Agar g/l 5,85 5,85 5,85

Ph 5,6 5,6 5,6

Tаблица 2. Формиране на калус на различни хранителни среди от листни сегменти
Table 2. Callus formation on different nutrient medium from leaf segments

Хранителна среда /
Nutrient medium

Листни сегменти /  
Leaf segments

Индуциран калус /
Callus induction

Индуциран калус /
Callus induction
%

DKW 10 8 80

K 10 2 20

K1 10 8 80

Tаблица 3. Формиране на калус на различни хранителни среди от стъбълца
Table 3. Callus formation on different nutrient medium from steams

Хранителна среда /
Nutrient medium

Стъбълца /
Steams

Индуциран калус /
Callus induction

Индуциран калус /
Callus induction
%

DKW 8 7 87,50

K 8 3 37,50

K1 8 3 37,50
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да DKW (1 mg/l ВАР и 3 mg/l NAA), при която 
е получен най-добър резултат във формирането 
на калусна маса от стъбълца – 87,50% от зало-
жените експланти. При средите К (1 mg/l BAP 
и 3 mg/l NAA) и К1 (2 mg/l BAP и 6 mg/l NAA) 
индукцията на калус от стъбълца е 37,50%. Ка-
лусът е бяло-зеленикав с рехава зърнеста струк-
тура, подходяща за последваща диференциация 
и регенерация на нови растения.

Средите К и К1 са разработени за индук-
ция на калус при тютюна (Диманов, 1987), но 
успешно са използвани за индукция на калус 
и от други видове растения, като пшеница 
(Dimanov et al., 1994), ориз (Sohou et al., 1994; 
Dimanov et al., 1994), хризантеми (Диманов и 
др., 2001), лоза (Ройчев и др., 2002) и др. Двете 
среди имат различна концентрация на съдър-
жанието на цитокинини и ауксини и еднакъв 
състав и концентрация на микроелементи, ма-
кроелементи и витамини, които в комбинация 
с растежните регулатори предизвикват неде-
ференцирано делене на клетките. 

Получените от нас резултати показват, че 
тези среди, въпреки че са създадени за in vitro 
експерименти при тютюн, биха могли с успех да 
се ползват и при други култури, включително 
орех. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За шестмесечен период на изследване върху 	
три хранителни среди е индуцирана калус-
на тъкан от различни растителни експланти 
при обикновен орех (Juglans regia).
С цел успешното елиминиране на оксида-	
цията, в хранителните среди К и К1 са до-
бавени органични киселини (малеинова и 
лимонена), които не позволиха оксидация 
на тъканните експланти.
Най-висок процент на калусна индукция е 	
получен на среда DKW (80% при листните 
сегменти и 87,50% при стъбълцата). По-
лученият калус от листните и стъблените 
експланти е със зеленикаво оцветяване и 
рехава структура, подходяща за последваща 
регенерация на нови растения.
На хранителна среда К1 полученият калус 	
от листните сегменти е 80%, а от стъбълцата 
е 37,50%. Въпреки по-слабия резултат при 

Фигура 1. Оформен калус на среда 
К1 от стъбълца
Figure 1. Formed callus on K1 nutrient 
medium from steams

Фигура 2. Оформен калус на среда К1 от 
стъбълца и листни сегменти
Figure 2. Formed callus on K1 nutrient medium 
from steams and leaf parts

Фигура 3. Оформен калус на среда DKW от 
листни сегменти
Figure 3. Formed callus on DKW nutrient medium 
from leaf parts
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стъбълцата, тази среда може успешно да 
бъде използвана за калусогенеза при орех.
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