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Вступ

Морфогенетичний потенціал органів і тканин 
рослин обумовлений специфічною властивістю 
їхніх клітин — тотипотентністю, тобто здатністю 
клітин шляхом поділу утворювати будь-який 
клітинний тип організму. В системах in vitro можна 
досягти розгортання необхідних морфогенетичних 
процесів у органах і тканинах. Ризогенез — це 
процес формування коренів de novo. Корінь 
є зручним об’єктом для дослідження етапів 
гравітропічної реакції, оскільки місце сприйняття 
гравітації та відповіді на неї розділені між собою 
просторово. Багаторічними дослідженнями біології 
рослинних клітин в умовах космічного польоту 
переконливо доведено, що гравірецепторний 
апарат коренів покритонасінних рослин 
формується в умовах реальної мікрогравітації 
під час космічного польоту, але не функціонує в 
разі відсутності вектора гравітації (Perbal, Driss-
Ecole, 1989; Korduym, 1997). Слід зазначити, що 
ці дані були отримані на зародкових коренях 
проростків, які виросли з насіння, котре 
утворилося при 1 g. Залишається відкритим 
питання стосовно можливості формування в 
умовах мікрогравітації гравірецепторного апарату 
коренів, які утворюються de novo в культурі in vit-

ro. Для розв’язання цього питання перспективним 
є використання моделі ризогенезу з листкових 
експлантів і калусної тканини в космічних і 
наземних модельних експериментах.

Об’єкти та мето ди до слі джень

Для до слі джень обра ні рос лини Arabidopsis thali-
ana (L.) Heynh., еко тип Columbia (Cоl 0) і scr му-
тант, у яко го фор мує ться один шар кори (Di Lauren-
zio et al., 1996). Сте рилі за цію на сін ня здій сню вали 
70 %-вим роз чи ном спир ту й 12 %-вим — гіпо хло-
риту на трію («Бі лиз на», Укра їна) з п’ятиразовим 
про ми ван ням сте риль ною дис ти льо ва ною во дою. 
Пе ред куль тиву ван ням на сін ня стра тифі кува ли 
при тем пера турі +4° С про тя гом 3 діб. Мате ріал 
виро щува ли у скля ній посу дині об’ємом 250 мл на 
сере дови щі Мура сіге та Ску га (МС) при тем пера-
турі 22—24° С із фото пе ріо дом 16/8 год (світ ло/
тем рява) та ос віт лен ні 93 мкмоль·м-2·с-1 про тя гом 
21-ї доби.

На 22 добу куль тиву ван ня від рос лин дико-
го типу та scr му тан та від діля ли сім’ядольні та 
справж ні лист ки ро зет ки ра зом із че реш ками зав-
дов жки 0,3—0,5 см. По тім від різа ли вер хів ки лист-
ків зав дов жки 0,1—0,2 см і пере носи ли лист ки на 
по жив не сере дови ще МС, що міс тило 1/10 час тину 
міне раль них со лей, без віта мі нів і гор мо нів. 
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Для отри ман ня ка лус ної тка нини на сім’я-
дольних лист ках і лист ках ро зет ки 22-добо вих 
рос лин роби ли на січ ки. Мате ріал пере носи ли на 
моди фіко ване сере дови ще МС: глі цин — 3 мг/л, 
2,4-Д — 1 мг/л, 0,05 %-вий кіне тин, 2 %-ва глюкоза 
та 0,7 %-вий агар. Три ва лість куль тиву ван ня — 30 
діб. На 31 добу отри ману ка лус ну тка нину пере-
носи ли на сере дови ще 1/10 МС для ін дук ції ризо-
гене зу. Куль тиву ван ня лист ко вих екс план тів і ка-
лус ної тка нини здій сню вали при тем пера турі 22—
24° С із фото пе ріо дом 16/8 год (світ ло/тем рява) 
та за ос віт лен ня 7,4—9,3 мкмоль м-2 с-1 про тя гом 
12—14 і 20 діб.

Че реш ки лист ків і отри мані в куль турі in vitro 
коре ні фік сува ли у 2,5 %-вому глю таро вому аль-
дегі ді на 0,1 М коко ди лат ному буфе рі (pH=7,2) 
при кім нат ній тем пера турі про тя гом 3 год, дві-
чі про мива ли тим са мим буфе ром, до фік сову вали 
1 %-вим OsO

4 
про тя гом 3 год, зне вод нюва ли в 

спир тах ви схід ної кон цен тра ції та аце тоні, зали-
вали в су міш епок сид них смол. Ка лус ну тка нину 
фік сува ли роз чи ном 2,5 %-вого глю таро вого аль-
дегі ду на 0,1 М коко ди лат ному буфе рі (pH=7,2) 
при кім нат ній тем пера турі про тя гом 3 год, про-
мива ли тим са мим буфе ром, зне вод нюва ли в спир-
тах ви схід ної кон цен тра ції й то луо лі, про сочу вали 
пара фі ном (Пау шева, 1974). На пів тон кі попе реч-
ні та по здовж ні зрі зи коре нів і че реш ків (0,5—1,0 
мкм) отри мува ли на ульт ра мік рото мі MT-XL 
(RMR Instruments, США), зрі зи ка лус ної тка-
нини (8, 10 мкм) — на сан ному мік рото мі МС-2. 
За барв люва ли 0,12 %-вим толу їди но вим си нім, 
до слі джен ня про води ли на мік ро ско пі Axioscope 
(Сarl Zeiss, Ні меч чина) з циф ро вою фото каме рою 
Canon PowerShot A 480. Час тоту ризо гене зу в куль-
турі in vitro ви зна чали як спів від но шен ня кіль ко с-
ті калу сів або лист ко вих екс план тів, що утво рили 
коре ні, до їх за галь ного чис ла у від сот ках.

Ре зуль тати до слі джень і їх обго во рен ня 
Реге нера ція коре нів у ка лус ній куль турі

Для до слі джен ня про цесу утво рен ня коре нів у ка-
лус ній куль турі A. thaliana дико го типу та му тан та 
вико ри сто вува ли пер вин ний ка лус, ос кіль ки здат-
ність до ризо гене зу зни жува лася зі збіль шен ням 
кіль ко сті паса жів (Podlutsky, 1992). Фор му ван ня 
ка лус ної тка нини на лист ко вих екс план тах (сере-
дови ще МС, у яке дода ли 2,4-Д) почи нало ся на 
8 добу куль тиву ван ня. При візу аль ному огля ді на 
31 добу ми від зна чили, що ка лус на тка нина була жов-

того, жов то-біло го, жов то-біло-зеле ного ко льо ру, 
пух кою та лег ко роз пада лася на окре мі клі тин ні 
агре гати. Для ін дук ції ризо гене зу ка лус ну тка нину 
пере носи ли на сере дови ще 1/10 МС без віта мі нів 
і гор мо нів. Ана лізу вали 37 калу сів дико го типу та 
34 калу си му тан та. Коре ні поя вили ся на по верх ні 
ка лус ної тка нини на 8 добу куль тиву ван ня. Вони 
утво рюва лися по всій по верх ні калу сів, а кіль кість 
їх ва рію вала від 2—7 до 69. Час тота ризо гене зу була 
ви щою в му тан та й ста нови ла 41,2 %, тоді як у дико-
го типу — 32,4 %. Про цес мор фоге незу коре лює з 
поя вою три хом на по верх ні ка лус ної тка нини. Так, 
за дани ми Н.І. Ру мян це вої та її спів авто рів (Rumy-
antseva et al., 2005), висо ка мор фо ген на ак тив ність 
калу сів Fagopyrum esculentum Moench. була чіт ко 
пов’язана з фор му ван ням три хом на їх ній по верх-
ні при суб куль тиву ван ні на по жив ному сере дови-
щі без дода ван ня 2,4-Д або за ни зької кон цен тра ції 
цьо го регу лято ра рос ту. При пус кає ться, що три-
хоми всмок ту ють воду та по жив ні речо вини. Мож-
ливо та кож, що вони сек рету ють різ ні речо вини: 
жири, полі саха риди, біл ки, фла воно їди і т.п.

Мор фо ген ні осе ред ки вини кали на пери фе рії 
ка лус ної тка нини на вели кій від ста ні або дуже бли зь-
ко один від одно го й мали вира жену зо наль ність: 
цен траль ну та пери фе рич ну зони (рис. 1, а). Зача-
ток коре ня фор му вав ся саме з клі тин цен траль ної 
зони (рис. 1, b). По даль ший ріст за чат ків коре нів 
від бу вав ся за раху нок ді яль но сті «мери сте ми» з 
утво рен ням гіс то ген них зон і роз тяг нен ням клі тин.

Рис. 1. Формування морфогенного осередка (а) 
й кореневого зачатка (b) у калусній тканині 
Arabidopsis thaliana дикого типу: 1 — центральна зона, 
2 — периферична зона, 3 — зачаток кореня (світлова 
мікроскопія, × 980)

Fig. 1. Formation of the morphogenic locus (а) and the root 
primordium (b) in the Arabidopsis thaliana wild type callus 
tissue: 1 — central zone, 2 — peripheral zone, 3 — root 
primordium (light microscopy, × 980)
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Ризо ге нез на лист ко вих екс план тах

Було про ана лізо вано 318 лист ко вих екс план тів 
A. thaliana дико го типу та 326 екс план тів scr му-
тан та. Коре ні на че реш ках лист ко вих екс план тів 
поя вили ся на 5—6-ту добу куль тиву ван ня. Час тота 
ризо гене зу в му тан та ста нови ла 42,9 %, у дико го 
типу — 61,3 %. Кіль кість коре нів на лист ково му 
екс план ті ва рію вала від 1—2 до 5—6, що обу мов-
лено фор му ван ням одно го або де кіль кох цен трів 
із мор фо ген ним по тен ціа лом. При куль тиву ван-
ні сім’ядольних лист ків ризо ге нез інду кува ти не 
вда лося. В по діб ному ек спе ри мен ті, про веде ному 
Д. Мат со ном зі спів авто рами (Mattsson et al., 2003), 
утво рен ня коре нів та кож не спос тері гало ся. Тіль-
ки пі сля дода ван ня 3-індо ліл мас ля ної ки сло ти в 
кон цен тра ції 0,3 мг/л авто рам вда лося інду кува ти 
ризо ге нез. Цей факт може бути під твер джен ням 
того, що сім’ядолі міс тять ендо ген ний аук син у не-
знач ній кіль ко сті. 

У на ших до слі дах під час куль тиву ван ня справж-
ніх лист ків най біль ша час тота утво рен ня коре нів 
спос тері га лась у екс план тів зав дов жки 0,9—1,2 см. 
У екс план тів біль шої або мен шої дов жини здат-
ність до ризо гене зу змен шува лася (таб лиця). У 
літе рату рі є відо мо сті про за леж ність мор фоге не-
тич ного по тен ціа лу від роз міру екс план тів і їх ньо го 
віку (Ива нова, Мит рофа нова, 2010). Чим мен ший 
роз мір куль тиво ва них тка нин, тим ниж ча їх реге-
нера цій на здат ність. Вели кі екс план ти з ді лян ками 
па рен хіми, про від ної тка нини й кам бієм мо жуть 
спон тан но інду кува ти мор фоге нез неза леж но від 
кон цен тра ції регу лято рів рос ту в жи виль ному сере-
дови щі. Вод но час помі чено, що неве ликі гомо ген ні 
ді лян ки епі дер маль них і субе пі дер маль них тка нин, 
віль ні від коре ля тив ного впли ву ін ших тка нин, 
мо жуть фор мува ти склад ні струк тури — брунь ки, 
паго ни, коре ні (Куш нір, Сар на цька, 2005).

У A. thaliana дико го типу й scr му тан та від зна-
чено різ ницю в утво рен ні коре нів у ви пад ках адак-
сі аль ного та абак сі аль ного роз мі щен ня екс план тів. 
При орі єнта ції екс план тів адак сі аль ним бо ком по 
від но шен ню до жи виль ного сере дови ща коре ні не 
утво рюва лися, а на че реш ках спос тері гало ся фор-
му ван ня лише неве ли кої кіль ко сті ка лус ної тка-
нини. Абак сі аль не роз мі щен ня спри яло утво рен-
ню коре нів. Г.П. Куш нір і В.В. Сар на цька (2005) 
від зна ча ють, що мор фо ген на здат ність по верх ні 
лист ка гене тич но де тер міно вана. Так, у рос лин 
роди ни Liliaceae біль шу реге нера тив ну ак тив ність 
має адак сі аль на по верх ня лу сок, у Amaryllidaceae — 
абак сі аль на.

Че реш ки дико го типу й му тан та мали оваль ну 
фор му з жоло бопо діб ними за глиб лен нями на верх-
ній боко вій час тині та тон кий шар кути кули. Під 
епі дер мою міс тила ся хло рен хіма, яку про низу вали 
один цен траль ний і чоти ри боко ві про від ні пуч ки 
(рис. 2, а). Утво рен ня коре нів почи нало ся з фор-
му ван ня мор фо ген ного осе ред ка за раху нок поді-

Частота утворення коренів на листкових експлантах у 
відносних і абсолютних значеннях

Довжина листкового 
експланта, см

Дикий тип (Col-0) Мутант (scr)

частота ризогенезу частота ризогенезу

0,5—0,60 30,4 % (7\23) 0 % (0\8)

0,7—0,89 54,3 % (57\105) 35,7 % (41\115)

0,9—1,09 69,55% (89\128) 58 % (69\119)

1,1—1,29 71,2 % (37\52) 46 % (26\56)

1,3—1,5 60 % (6\10) 14,3 % (4\28)

Загальна частота 
ризогенезу

61,6 % (196\318) 42,9 % (140\326)

Рис. 2. Eтапи ризогенезу на черешках листкових експлантів 
А. thaliana дикого типу in vitro: а — поперечний зріз 
черешка; b — клітини пучкового камбію з наступним 
утворенням кореневого зачатка; c — зачаток кореня на 
поверхні черешка; d — корінь, сформований de novo; 1 — 
eпідерма, 2 — провідні пучки, 3 — хлоренхіма, 4 — зачаток 
кореня, 5 — клітини камбію (світлова мікроскопія, a, b — × 
200; c, d — × 31,5)

Fig. 2. Stages of rhizogenesis in the А. thaliana wild type 
leaf explant petioles in vitro: а — cross section of а petiole; b 
— cambium cells with formation of root primordium; c — root 
primordium on the petiole surface; d — root formed de novo; 1 
— epidermis, 2 — vascular bundles, 3 — chlorenchyma; 4 — root 
primordium, 5 — cambium cells (light microscopy, а, b — × 200; 
c, d — × 31,5)
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лу клі тин кам бію у про від ному пуч ку. Далі з ново-
утво ре них клі тин від бува лося фор му ван ня за чат ка 
коре ня (рис. 2, b). Про цеси утво рен ня мор фо ген-
ного осе ред ка та коре нево го за чат ка три вали 3 доби. 
На чет вер ту добу куль тиву ван ня на по верх ні че реш ка 
екс план тат з’являвся коре не вий зача ток (рис. 2, c), 
на 5—6-ту — утво рю вав ся ко рінь (рис. 2, d).

Як вва жає ться, мор фоге не тич ні про цеси в тка-
ни нах че реш ків пов’язані з транс пор том регу-
лято рів рос ту (аук сину), а та кож пла стич них речо-
вин. Пі сля пере не сен ня лист ко вих екс план тів 
на сере дови ще 1/10 МС фото син те тич ний про-
цес про дов жу вав ся. Се ред ні та біч ні жил ки пере-
міщу ють рос тові та пла стич ні речо вини до че-
реш ків екс план тів. До слі джен ня роз поді лу ендо-
ген ного аук сину в лист ках ви дів роду Populus L. 
(P. alba L., P. davidiana Dode, P. simonii Carriere, 
P. tomentosa Carriere) іму ногі сто хі міч ним мето дом 
пока зали (Dong et al., 2012), що до сить висо ка кон-
цен тра ція цьо го регу лято ра рос ту спос тері гала ся в 
се ред ній час тині лист ко вої пла стин ки, тим ча сом 
як у се ред ній і ба заль ній час ти нах че реш ка за барв-
лен ня було слаб ким. Пі сля пере не сен ня лист ків у 
куль туру на сере дови ще ½ МС і при по даль шому їх 
куль тиву ван ні сту пінь за барв лен ня змен шу вав ся в 
се ред ній час тині лист ка й збіль шу вав ся в се ред ній 
і ба заль ній час ти нах че реш ка. Біль ше того, міс цеве 
об роб лен ня ТЙБК (2, 3, 5,-три йод бен зой на ки с-
ло та — інгі бі тор по ляр ного транс пор ту аук сина) 
лист ко вої пла стин ки запо біга ло аку муля ції ІОК 
у се ред ній і ба заль ній час ти нах про від ного пуч ка 
че реш ка, але не в мезо філі лист ко вої пла стин ки. 
Авто ри вва жа ють це під твер джен ням того фак ту, 
що нако пи чен ня ІОК у ба заль ній час тині че реш ка 
пов’язане з по чат ком ризо гене зу.

У на ших до слі дах коре ні дико го типу та му тан та 
A. thaliana, які утво рили ся на че реш ках лист ко вих 
екс план тів, мали струк туру, по діб ну до за род ко вих 
коре нів (рис. 3, a, b). У дико го типу A. thaliana під 
епі дер мою міс тила ся кора, в якій роз різ няли ся клі-
тини па рен хіми та ендо дер ми, а та кож цен траль ний 
ци ліндр, що скла дав ся з пери цик лу та про від ної 
тка нини (рис. 3, с). Коре ні scr му тан та мали ана ло-
гіч ну будо ву, але кора в них утво рена од ним ша ром 
клі тин (рис. 3, d). Коре не вий чох лик, що є гра віре-
цеп тор ним апа ра том, у дико го типу та му тан та міс-
тив мери сте ма тич ні клі тини, ста тоци ти на ста дії 
дифе рен цію ван ня та зрі лі ста тоци ти, в яких амі ло-
пла сти були в дис таль ній час тині клі тини, а ядро — 
в про кси маль ній. За ста тоци тами роз ташо вува лися 

Рис. 3. Поздовжні зрізи зародкових коренів A. thaliana 
дикого типу (а, с) і scr мутанта (b, d) in vivo (a, b) та in vitro 
(c, d): 1 — епідерма, 2 — паренхіма, 3 — ендодерма, 4 — 
центральний циліндр, 5 — одношарова кора (світлова 
мікроскопія, а — × 1380; b, c, d — × 1180)

Fig. 3. Longitudinal sections of the A. thaliana embryonal roots 
of wild type (а, c) and scr mutant (b, d) in vivo (a, b) and  in vitro 
(c, d): 1 — epidermis, 2 — parenchyma, 3 — endodermis, 4 — 
stele, 5 — one layer of cortex (light microscopy, a — × 1380; b, c, 
d — × 1180)

Рис. 4. Зрощені корені в калусній культурі A. thaliana: 1 — 
епідерма, 2 — паренхіма, 3 — центральний циліндр, 4 — 
кореневий чохлик (світлова мікроскопія, × 980)

Fig.4. Accreted roots in the A. thaliana callus culture: 1 — 
epidermis, 2 — parenchyma, 3 — stele, 4 — root cap (light 
microscopy, × 980)
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два шари сек ре тор них клі тин. Коре ні дико го типу 
до слі джу вано го виду та му тан та, отри мані з калу-
сів, мали ана ло гіч ну будо ву. Але вод но час були й 
такі, що мали ко рот шу зону мери сте ми внас лі док 
змен шен ня кіль ко сті клі тин із 20—30 до 4—15. Від-
зна чено та кож утво рен ня коре нів, які зро ста лися 
між со бою по всій дов жині (рис. 4). Чох лики та-
ких коре нів теж або зро ста лись, або зали шали ся 
вільними. При пус кає ться, що при чи ною їх ньо го 
зро щен ня є бли зьке роз мі щен ня мор фо ген них осе-
ред ків.

Ви снов ки

1. Фор му ван ня коре нів у ка лус ній куль турі на сере-
дови щі 1/10 МС без віта мі нів і гор мо нів від бува-
лося шля хом утво рен ня мор фо ген них осе ред ків, 
які вини кали на пери фе рії калу са.

2. Ризо ге нез на че реш ках лист ко вих екс план тів 
на сере дови щі 1/10 МС від бу вав ся за раху нок поді-
лу клі тин кам бію.

3. Коре ні A. thaliana дико го типу та scr му тан та, 
отри мані в куль турі in vitro, мали ана то мію, по діб-
ну до коре нів ін такт них рос лин, про те в ка лус ній 
куль турі від зна чено біль шу їх різ нома ніт ність за 
ана то міч ними озна ками.

4. Вра хо вую чи висо ку час тоту ризо гене зу, ко-
рот кий тер мін куль тиву ван ня та типо ві ана то міч ні 
озна ки коре нів, ми реко мен дує мо вико ри сто вува-
ти мо дель ризо гене зу на лист ко вих екс план тах для 
ек спе ри мен тів у галу зі гра віта цій ної та кос міч ної 
біо ло гії.

Ав тор ви слов лює вдяч ність про від ному інже неру Ін-
сти туту бота ніки з від ділу клі тин ної біо ло гії та 
ана то мії Гали ні Федо рів ні Іва нен ко за допо могу при 
отри ман ні по здовж ніх зрі зів коре нів.
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РИЗОГЕНЕЗ В КУЛЬТУРЕ IN VITRO ARABIDOPSIS 
THALIANA ДИКОГО ТИПА И SCR МУТАНТА

Исследованы две модели ризогенеза в культуре in vitro: 
в каллусной ткани и на листовых эксплантах Arabidopsis 
thaliana (L.) Heynh., экотип Columbia (Col 0) и scr мутант. 
Показано, что корни, сформированные de novo, содержат все 
ростовые зоны, подобно зародышевым корням. Отмечено 
появление сросшихся корней, образовавшихся в каллусной 
ткани. На основе полученных данных рекомендуется 
использование модели ризогенеза на листовых эксплантах 
для проведения экспериментов в области гравитационной и 
космической биологии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Arabidopsis thaliana (Col 0), 
scr мутант, каллус, листовые экспланты, ризогенез.

I.V. Bulavin
M.G. Kholodny Institute of Botany, National Academy of 
Sciences of Ukraine, Kyiv

RHIZOGENESIS OF ARABIDOPSIS THALIANA WILD  
TYPE AND SCR MUTANT IN VITRO

Two models of rhizogenesis in vitro, in the callus culture and leaf 
explants of Arabidopsis thaliana (L.) wild type (cv. Columbia) and 
scr mutant, were investigated. It was shown that roots formed 
de novo had a cap and all growth zones, similarly to those in 
embryonal roots. The appearance of adnated roots in the callus 
culture wаs noted. Based on the obtained data, the model of 
rhizogenesis from leaf explants is recommended for using in 
the experimental research in the field of gravitational and space 
biology.

K e y  w o r d s:  Arabidopsis thaliana (Col 0), scr mutant, callus, 
leaf explant, rhizogenesis.


