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Изучено влияние состава питательной среды, типа экспланта и пассажа на индукцию 
морфогенеза в культуре изолированных тканей и органов аниса (Pimpinella anisum L.). 
Показана возможность индукции прямого морфогенеза непосредственно из тканей экспланта, 
а также непрямого морфогенеза в каллусной культуре. Подобраны гормональные составы 
питательных сред, обеспечивающие индукцию побегов из стеблевых сегментов и каллуса, 
культивируемого в течение 4-х пассажей. Установлена вариабельность растений аниса в 
пределах сорта по частоте морфогенеза в каллусной культуре. 
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1 В селекционных программах многих 
сельскохозяйственных культур в последние го-
ды активно используются биотехнологические 
методы, которые позволяют значительно повы-
сить эффективность селекционного процесса и 
создавать новые генотипы на основе клеточной 
инженерии (Бутенко, 1999; Мельничук та ін., 
2003). Одним из относительно простых и до-
ступных методов является создание новых ге-
нотипов на основе сомаклональной вариабель-
ности клеток каллусных тканей.  

Получение новых форм растений в куль-
туре тканей предполагает подбор и оптимиза-
цию условий для индукции каллусо- и морфо-
генеза, получения растений-регенерантов и их 
адаптацию in vivo (Бутенко, 1999). Эти условия 
обычно строго индивидуальны и в значитель-
ной степени лимитируются генотипом. Особую 
сложность, как правило, представляет регене-
рация растений из изолированных соматичес-
ких клеток, причем особенности морфогенети-
ческих реакций предопределяют возможности 
использования изолированных культур в раз-
личных клеточных технологиях. Поэтому изу-
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чение процессов индукции морфогенеза являе-
тся наиболее важным этапом многих биотехно-
логических исследований.  

Анис (Pimpinella anisum L.) – однолетнее 
травянистое растение семейства сельдерейных 
(Apiaceae). Плоды аниса, обладающие пряным 
запахом и сладковатым вкусом, применяются в 
пищевой промышленности (Николаев и др., 
1998). Кроме того, анис является хорошим ме-
доносом. В плодах этого пряноароматического 
растения содержится до 5 % эфирного масла, 
которое используется в составе медицинских 
препаратов при бронхитах, трахеитах как про-
тивокашлевое и бактерицидное средство. Ос-
новным компонентом эфирного масла является 
анетол (80-90%), являющийся сырьем для син-
теза анисового альдегида обенина, используе-
мого в парфюмерии.  

В литературе имеются весьма немного-
численные данные, касающиеся изучения аниса 
в изолированной культуре in vitro (Бугара, 
1991; Ernst, 1989; Theimer et al., 1986). В част-
ности, при исследовании суспензионной куль-
туры аниса были проанализированы методиче-
ские подходы, способствующие повышению 
содержания компонентов эфирного масла, а та-
кже продемонстрирована возможность индук-
ции соматического эмбриогенеза и регенерации 
растений (Ernst, 1989). В то же время в иссле-
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дованиях, посвященных анализу морфологиче-
ских особенностей каллусных культур, показа-
но, что в культуре каллусных тканей аниса реа-
лизация морфогенного потенциала происходи-
ла через органогенез (Бугара, 1991).  

В задачи наших исследований входило 
изучение влияния гормонального состава пита-
тельной среды, длительности пассирования 
каллуса, генотипа донорного растения на инду-
кцию морфогенеза и образование растений-
регенерантов в культуре изолированных орга-
нов и каллусных тканей у аниса.  

МЕТОДИКА  

Материалом для исследований служил ос-
новной возделываемый в Украине сорт аниса 
(Pimpinella anisum L.) Парус. В качестве экс-
плантов использовали сегменты стеблей и че-
решков листьев растений, выращенных в усло-
виях закрытого грунта и семядоли 5-7-дневных 
проростков. При введении в культуру, приго-
товлении питательных сред, пассировании при-
меняли традиционные для работ по культуре 
тканей методики (Калинин и др., 1980). Экс-
планты стерилизовали в течение 20 мин в 0,1% 
растворе диацида с последующей трехкратной 
промывкой в стерильной дистиллированной во-
де. Пассирование каллусных тканей проводили 
каждые 40-45 сут. Масса трансплантов состав-
ляла 60-70 мг. Изолированные органы и каллус-
ные ткани культивировали на различных моди-
фикациях питательной среды Мурасиге и Скуга 
(МС), дополненной фитогормонами (2,4-Д, 
НУК, ИУК, ИМК, кинетин, БАП). Культивиро-
вание каллусных тканей осуществляли при 26оС, 
70 % влажности и 16-часовом фотопериоде с ос-

вещенностью 2-3 тыс. люкс в культуральной 
комнате. Частоту морфогенеза оценивали в про-
центах по отношению количества эксплантов 
или трансплантов с морфогенными структурами 
к общему числу анализируемых. Полученные в 
культуре тканей проростки переносили на среды 
для укоренения, затем растения-регенеранты пе-
ресаживали в торфо-перлитную смесь и прово-
дили их адаптацию в условиях in vivo при по-
вышенной влажности.  

Опыты проведены в трехкратной повтор-
ности; полученные данные обработаны стати-
стически с использованием компьютерной про-
граммы Microsoft Excel 2003 . На рисунках пред-
ставлены средние арифметические и довери-
тельные интервалы при уровне значимости 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ  

Ранее нами были определены условия для 
индукции и длительного пассирования каллус-
ных тканей аниса и дана их цитофизиологиче-
ская характеристика. Подобрана питательная 
среда, содержащая в качестве гормональных 
добавок 2,4-Д и БАП, которая обеспечивала ин-
тенсивный прирост каллуса при его длительном 
субкультивировании (Егорова, Ставцева, 2008). 
Особый интерес при разработке клеточных 
технологий представляет изучение морфогене-
тических потенций изолированных тканей и 
оптимизация условий получения растений-
регенерантов. В ходе экспериментальных ис-
следований установлено, что у аниса при соз-
дании определенных условий можно индуци-
ровать морфогенез в культуре пассируемых 
каллусных тканей, а также непосредственно из 
тканей экспланта. На рис. 1 продемонстрирова-

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1. Индукция прямого морфогенеза из тканей экспланта стебля (а) и мор-
фогенеза из каллусной ткани стеблевого происхождения у аниса сорта Парус 
(б). 

а б 
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Рис. 2. Влияние состава питательной среды на частоту индукции прямого морфогенеза из 
стеблевых эксплантов у аниса сорта Парус. Гормональные добавки (мг/л) в питательной среде: 
МС91 – без гормонов; МС92 – БАП (0,1); МС93 – БАП (0,5); МС94 – БАП (1,0); МС95 – 2,4-Д 
(0,5); МС96 – БАП (0,1)+2,4-Д (0,5); МС97 – БАП (0,5)+2,4-Д (0,5); МС98 – БАП (1,0)+2,4-Д (0,5). 

на индукция прямого и непрямого морфогенеза 
в культуре изолированных тканей аниса.  

При введении в культуру сегментов стеб-
лей, черешков листьев и семядолей у аниса 
сорта Парус на многих средах начиналось фор-
мирование каллусной ткани. Однако в ряде 
случаев, наряду с началом каллусогенеза, непо-
средственно на поверхности эксплантов проис-
ходило заложение почек и развитие побегов. 
Чаще всего адвентивное побегообразование 
отмечалось при использовании стеблевых 
фрагментов, у которых наблюдалось формиро-
вание до 10-15 почек и побегов на один экс-
плант (рис. 1а). Индукция прямого органогене-
за в значительной степени зависела от состава 
питательной среды. На рис. 2 представлены 
данные о влиянии гормонального состава сре-
ды МС на частоту индукции морфогенеза. Как 
видно из полученных данных, на средах, со-
держащих только 2,4-Д или ауксин в сочетании 
с БАП, частота регенерации была невысокой 
11,1 – 22,2% (среды МС 95 - МС 97). При уве-
личении концентрации цитокинина (среда МС 
98) частота морфогенеза повысилась до 45,8%. 
На этих средах отмечалось также интенсивное 
развитие каллусной ткани с частотой до 90 – 
100%. На безгормональной среде (МС91) или 
средах с одним цитокинином БАП (МС 92-МС 
94) происходила активная индукция прямого 
морфогенеза с частотой 83-100%. Достоверных 
различий по частоте адвентивного побегообра-
зования на этих средах не было отмечено. Кал-
лусная ткань на безгормональной среде или при 
введении БАП практически не формировалась. 
Следовательно, у аниса индукция прямого 
морфогенеза из стеблевых эксплантов может 

происходить без введения в среду гормонов, 
что может быть обусловлено достаточным 
уровнем эндогенных гормонов в тканях самого 
растения.  

Проведенные исследования показали, что 
у разных типов эксплантов имелись свои осо-
бенности индукции прямого морфогенеза. Так, 
при культивировании стеблевых сегментов, как 
уже указывалось, наблюдалось побегообразо-
вание по всей поверхности экспланта. При ис-
пользовании в качестве эксплантов семядолей, 
помимо формирования адвентивных побегов, 
иногда происходило образование корней непо-
средственно из экспланта. Культивирование 
сегментов черешков листа чаще всего приводи-
ло к образованию витрифицированных терато-
логических листьев.  

При культивировании каллусных тканей 
аниса на среде для каллусогенеза с 2,4-Д и БАП 
в течение нескольких пассажей не было отме-
чено признаков морфогенеза. Из сегментов 
стебля обычно развивался обильный плотный 
каллус бежевого и зеленого цвета с ростовым 
индексом до 40-43. При переносе такого каллу-
са на среды разного гормонального состава на 
некоторых из них происходила индукция мор-
фогенеза, в каллусной ткани появлялись почки, 
из которых развивались побеги (рис. 1б). Не-
прямой морфогенез в значительной степени за-
висел от состава среды и длительности культи-
вирования каллуса (рис. 3). Как видно из пред-
ставленных данных, на безгормональной среде 
и среде с одним цитокинином БАП в первом 
пассаже индукция органогенеза происходила с 
небольшой частотой 17,4 – 25,9%. Наибольшей 
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Рис. 3. Влияние состава питательной среды и пассажа на частоту индукции морфогенеза в 
культуре каллусной ткани у аниса сорта Парус. Гормональные добавки (мг/л) в питательной 
среде: МС81– БАП (0,5)+НУК (0,5); МС82– БАП (0,5)+НУК (1,0); остальные среды – см. рис. 2. 
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Рис. 4. Влияние генотипа донорного растения аниса сорта Парус на частоту морфогенеза 
при длительном пассировании каллусной ткани. 

эффективностью отличались среды с введением 
БАП и НУК (МС81, МС82). На средах с добав-
лением 0,5 – 1,0 мг/л этих фитогормонов часто-
та морфогенеза достигала 90,4 -93,3%.  

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что способность к морфогенезу в кал-
лусной культуре аниса снижалась по мере уве-
личения длительности субкультивирования. Во 
втором пассаже частота появления трансплан-
тов с морфогенезом только на питательной сре-
де МС82 достоверно не отличалась от первого 
пассажа, а на остальных средах резко уменьша-
лась (рис. 3). В четвертом пассаже морфогенез 
с небольшой частотой (12,8%) наблюдался 
только на оптимальной среде МС82. При по-
следующем субкультивировании ни на одной 
питательной среде не наблюдалось образования 
почек. 

Проведено изучение влияния генотипи-
ческих особенностей донорного растения на 
способность к морфогенезу в каллусной куль-
туре. Для этого получали каллусные ткани из 
стеблевых эксплантов разных исходных расте-
ний аниса в пределах одного сорта Парус, а за-
тем эти ткани переносили на среду для морфо-
генеза МС82. Установлено, что способность к 
непрямому морфогенезу и длительность сохра-
нения морфогенетических потенций в значи-
тельной степени зависели от индивидуального 
растения (рис. 4). Для растений №№ 2, 3, 7, 8 
была характерна максимальная частота побего-
образования в каллусных тканях (до 94-100%), 
при этом морфогенез наблюдался вплоть до 4-
го пассажа. Каллусные культуры, полученные 
из других растений, отличались более низкой 
регенерационной способностью, которая теря-
лась после третьего пассажа. Следует отметить, 
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Рис. 5. Влияние гормонального состава питательной среды на частоту ризогенеза in vitro у 
растений-регенерантов аниса сорта Парус. 

что подобная генетическая гетерогенность бы-
ла ранее отмечена в наших исследованиях у 
другого перекрестноопыляемого эфиромаслич-
ного растения фенхеля, у которого растения в 
пределах сорта значительно различались по 
способности к каллусогенезу и морфогенезу 
(Ставцева, Егоровна, 2005). Значительная внут-
рисортовая изменчивость каллусных тканей по 
способности к индукции морфогенеза также 
отмечалась у клевера (Bhojwani et al., 1984). 
Такая внутрисортовая изменчивость регенера-
ционной способности по-видимому обусловле-
на генетической детерминированностью про-
цессов морфогенеза и ее можно использовать 
для отбора генотипов аниса с высокими морфо-
генетическими потенциями.  

При формировании побегов и затем рас-
тений аниса из каллусных тканей, также как и 
при прямом морфогенезе, не было отмечено 
образования корней. Поэтому для получения 
полноценных растений-регенерантов, пригод-
ных для перевода в почвенную смесь, их необ-
ходимо было переносить на среды для ризоге-
неза. Для стимуляции корнеобразования в пи-
тательную среду МС вводили различные аук-
сины (ИУК, НУК, ИМК). На рис. 5 представле-
ны данные о влиянии различных концентраций 
фитогормонов на укоренение побегов аниса со-
рта Парус, полученных из стеблевых эксплан-
тов. При добавлении в питательную среду 0,5-
1,0 мг/л ИУК частота ризогенеза была минима-
льной (9,3-21,4%). Большую эффективность 
проявили ауксины НУК и ИМК. Однако при 
введении в питательную среду НУК частота 
корнеобразования была ниже по сравнению с 
ИМК, кроме того, у основания побегов иногда 
начиналось образование небольшого плотного 
каллуса. Увеличение содержания ИМК с 0,1 до 

2,0 мг/л способствовало резкому повышению 
частоты ризогенеза (рис. 5). На оптимальной 
питательной среде с введением 2,0 мг/л ИМК 
частота укоренения составила 96,9%, при этом 
формировалось 3-4 небольших корня. Укоре-
ненные растения переносили в смесь торфа и 
перлита (1:1) для дальнейшей адаптации в 
условиях in vivo.  

Таким образом, в результате проведен-
ных исследований были определены условия 
для индукции морфогенеза из тканей и органов 
аниса. Показана возможность адвентивного по-
бегообразования непосредственно из эксплан-
тов стебля, семядолей и листа, а также из пас-
сируемой каллусной ткани. Максимальная час-
тота индукции прямого морфогенеза была дос-
тигнута на безгормональной питательной сре-
де. Для стимуляции непрямого морфогенеза в 
каллусных культурах необходима среда с до-
бавлением БАП и НУК, хотя на безгормональ-
ной среде также была возможна индукция по-
бегов с низкой частотой. В работе Эрнста отме-
чалось, что развитие соматических эмбриоидов 
в суспензионной культуре аниса происходило в 
отсутствие экзогенных растительных гормонов 
(Ernst, 1989). Известно, что условия для стиму-
ляции прямого и непрямого морфогенеза в зна-
чительной степени зависят от видовых особен-
ностей. Например, у клематиса (Митрофанова, 
2007) и мягкой пшеницы (Бавол и др., 2008) 
питательные среды для разных типов морфоге-
неза были различны, тогда как у каладиума не-
прямой соматический эмбриогенез и прямая ре-
генерация побегов проходили на одной пита-
тельной среде (Митрофанова, 2007).  

Выявленное разнообразие морфогенети-
ческих процессов в культуре изолированных 
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Бугара А.М. Клеточная дифференциация и эк-
спериментальный морфогенез у эфиромасличных 
растений: Автореф. дис… докт. биол. наук. – Киши-
нев, 1991. – 43 с.  

тканей и органов аниса позволяет использовать 
их в разных клеточных технологиях и для раз-
личных целей. Индукция прямого морфогенеза 
из тканей экспланта ныне выявлена у многих 
видов растений, в частности, у цветочно-
декоративных, субтропических плодовых куль-
тур, злаков (Бавол и др., 2008; Мельничук та 
ін., 2003; Митрофанова, 2007; Струнин и др., 
2008). В ряде случаев наряду с прямым органо-
генезом или соматическим эмбриогенезом мо-
жет наблюдаться и формирование неморфоген-
ного или морфогенного каллуса (Митрофанова, 
2007; Струнин и др., 2008). Чаще всего прямая 
регенерация адвентивных побегов и растений 
применяется для ускоренного размножения 
ценных генотипов. Непрямой морфогенез из 
каллусных культур, благодаря явлению сома-
клональной изменчивости, может быть исполь-
зован для получения новых генетически разно-
образных форм в селекции (Бутенко, 1999). В 
этой связи очень важно подобрать условия для 
длительной регенерации растений, поскольку 
известно, что по мере культивирования каллус-
ных тканей возрастает их генетическая гетеро-
генность (Мельничук та ін., 2003). В более ран-
нем исследовании отмечалось, что для каллус-
ных культур аниса характерна быстрая потеря 
морфогенных потенций уже во втором пассаже 
(Бугара, 1991). В наших исследованиях были 
подобраны условия, способствующие доста-
точно длительному сохранению способности к 
индукции непрямого морфогенеза в каллусных 
культурах в течении 4-х пассажей. Такая дли-
тельная регенерация в каллусных тканях может 
позволить получать сомаклональные варианты. 
Однако для определения возможностей исполь-
зования изолированных культур аниса необхо-
димо дальнейшее проведение анализа получен-
ных растений-регенерантов с целью выявления 
их генетической гетерогенности. 
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ЕГОРОВА, СТАВЦЕВА 

THE MORPHOGENESIS PECULIARITIES  
IN TISSUE AND ORGAN CULTURE OF ANISE  

(PIMPINELLA ANISUM L.) 

N. A. Egorova, I. V. Stavtzeva 

Institute of Essential Oil and Medicinal Plants  
Ukrainian Akademy of Agrarian Sciences  

(Simferopol, Ukraine) 

The influence of nutrient media composition, explant type and passage on morphogenesis induction 
in isolated tissue and organ culture of anise (Pimpinella anisum L.) were investigated. The possibil-
ity of direct morphogenesis induction from explant and also indirect morphogenesis in callus tissue 
have been shown. The hormonal compositions of nutrient media for shoot induction from stem seg-
ments and from callus tissue cultured during 4 passages have been established. The variability of an-
ise plants within the variety by morphogenesis frequency in callus culture was determined. 

Key words: Pimpinella anisum L., callus, morphogenesis, plant-regenerants 

ОСОБЛИВОСТІ МОРФОГЕНЕЗУ  
В КУЛЬТУРІ ТКАНИН І ОРГАНІВ АНІСУ  

(PIMPINELLA ANISUM L.) 

Н. О. Єгорова, І. В. Ставцева 

Інститут ефіроолійних та лікарських рослин  
Української академії аграрних наук  

(Сімферополь, Україна) 

Вивчено вплив складу живильного середовища, типу експланта і пасажу на індукцію морфо-
генезу в культурі ізольованих тканин і органів анісу (Pimpinella anisum L.). Показана можли-
вість індукції прямого морфогенезу безпосередньо з тканин експланта, а також непрямого 
морфогенезу в калусной культурі. Підібрані гормональні склади живильних середовищ, що 
забезпечують індукцію пагонів із стеблових сегментів і калуса, культивованого протягом 4-х 
пасажів. Встановлена варіабельність рослин анісу в межах сорту за частотою морфогенезу в 
калусной культурі. 

Ключові слова: Pimpinella anisum L., калус, морфогенез, рослини-регенеранти 
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