
МЕТОДЫ БИОТЕХНОЛОГИИ В СЕЛЕКЦИИ
И СЕМЕНОВОДСТВЕ РАСТЕНИЙ

Способность к каллусообразованию у арахиса культурного  
(Arachis hypogaea L.)

Научная статья
УДК 633.368:57.085.23
DOI: 10.30901/2658-6266-2022-3-o4

В. Д. Бемова1, Л. Г. Макарова1, Е. О. Гурина1, В. А. Гаврилова1, Т. В. Матвеева2

1Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений имени Н.И. Вавилова (ВИР), 
Санкт-Петербург, Россия
2Санкт-Петербургский государственный университет (СПбГУ), Санкт-Петербург, Россия

Автор, ответственный за переписку: Татьяна Валерьевна Матвеева, radishlet@gmail.com; Вера Алексеевна Гаврилова, 
v.gavrilova@vir.nw.ru

Актуальность. Россия входит в число крупнейших стран-покупателей арахиса. В то же время на юге стране ряд зон соответствует требовани-
ям для возделывания этой культуры. Повышение урожайности существующих сортов арахиса возможно с использование современных мето-
дов биотехнологии, в частности агробактериальной трансформации. Из литературных данных известно, что разные генотипы арахиса и экс-
планты из разных источников по-разному реагируют на регенерацию in vitro. Успешное каллусообразование зависит от правильного протоко-
ла, включающего состав сред, способствующих росту и индукции in vitro. Материал и методы: в работе использовали восемь образцов ара-
хиса из коллекции ВИР различного происхождения. Зародышевые экспланты выращивали на среде Мурасиге-Скуга с добавлением гормона 
2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д). Цель работы: получить образование каллуса из клеток зародыша арахиса и выявить генотипы, 
лучшим образом продуцирующие каллусообразование. Результаты и обсуждение: в результате оценки способности образовывать каллусы 
из зародышей арахиса при выращивании на среде Мурасиге-Скуга с гормоном 2,4-Д в концентрации 2 г/л выявлены различия в способно-
сти к каллусообразованию у разных образцов. Образцы под номерами каталога к-793, к-2054 и к-2055 не образовали каллусы. Образцы к-698 
и к-1987 показали наибольший процент образования каллусов из зародышевых эксплантов.
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Background: Russia is one of the largest peanut importing countries. At the same time, in the south of the country, several zones meet the requirements 
for peanut cultivation. It is possible to increase the yield of the existing peanut varieties by using modern biotechnology methods, in particular 
agrobacterial transformation. It is known from the literature data that different peanut genotypes and explants from various sources react differently to 
in vitro regeneration. Successful regeneration depends on the correct protocol, including both the type of regeneration and the composition of media 
promoting growth and in vitro induction. Objectives: a technique for obtaining peanut regenerants in in vitro culture. Materials and methods: Eight 
peanut accessions from the VIR collection of different origin were used in the work. Embryonic explants were grown on Murashige-Skoog medium 
supplemented with the hormone 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). Results and conclusions: As a result of assessing the regenerative ability 
of peanuts grown on Murashige-Skoog medium with the hormone 2,4-D at a concentration of 2 g/L, differences in the callus formation ability were 
revealed in different accessions. Those with catalog numbers k-793, k-2054 and k-2055 did not form organogenic calli, while accessions k-698 and 
k-1987 showed the highest percentage of callus formation from embryonic explants.
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Введение

Арахис (Arachis hypogaea L.) – культура, выращивае-
мая во всем мире, источник растительного белка и масла. 
Во многих странах арахис относится к числу основных 
масличных культур и вносит значительный вклад в про-
довольственную безопасность. Семена арахиса содер-
жат 40-60% масла и 20-37% белка и широко использу-
ются в кондитерской промышленности при производстве 
конфет, шоколада, халвы и другой продукции. В России 
эту культуру импортируют до 100 тысяч тонн в год (Tuz, 
2018). Существует возможность возделывания арахиса 
на юге России (Kishlyan et al., 2020). Для решения про-
блемы получения высокоустойчивых сортов к биотичес-
ким и абиотическим факторам среды в настоящее вре-
мя арахис широко вовлекается в геномные исследования, 
включая методы генной инженерии. Технологии редак-
тирования генома и трансформации генов обеспечивают 
генетическое улучшение. Арахис обладает способностью 
усвоить азот из почвы за счет азотфиксирующих бакте-
рий. Один из способов повышения урожайности – увели-
чение азотфиксации.

Успешное создание трансгенных растений арахи-
са зависит от протоколов регенерации и генетической 
трансформации in vitro. Необходимо учитывать геноти-
пически обусловленные различия в способности арахи-

са регенерировать в культуре in vitro. Работы по регене-
рации растений из культивируемых соматических тканей 
арахиса появились в начале 1980-х годов (Mroginski et al., 
1981; Pittman, 1983). Для регенерации использовали моло-
дые листочки проростков арахиса 3-5-дневного возраста 
(получены в асептической культуре из семян). На данный 
момент существуют исследования о получении эксплан-
тов арахиса из различных источников, в том числе из 
семядольного узла (Marka et al, 2018), незрелых листьев 
(Mehta et al., 2013; Anuradha et al., 2008), мезокотиля 
(Chen et al., 2015) и зародышевых осей (Geng et al., 2012; 
Rohini, Rao, 2000). Несмотря на то, что арахис считается 
трудной культурой для культивирования тканей, в настоя-
щее время показано, что генетическая трансформация 
с помощью Agrobacterium1 возможна при использова-
нии различных источников эксплантов арахиса (Lamboro 
et al., 2021). Перед проведением трансформации необхо-
димо создать культуру клеток in vitro.

Материал и методы

Для проведения опыта были выбраны восемь образ-
цов арахиса коллекции ВИР различного происхождения. 
Список представлен в таблице 1. Использованы семена 
репродукции 2019 года, выращенные на Кубанской опыт-
ной станции – филиале ВИР.

1  От редактора: в тексте сохранен aвторский вариант синонимичного названия бактерий рода Rhizobium Frank 1889 (emend. Young et al., 2001), 
а именно Agrobacterium Conn 1942 (emend. Sawada et al. 1993). 
Editor’s note: the author’s version of the synonymous name of Rhizobium Frank 1889 (emend. Young et al., 2001), namely Agrobacterium Conn 1942 (emend. 
Sawada et al. 1993) genus of bacteria was retained in the text.

Таблица 1. Список образцов, использованных для оценки их способности к каллусообразованию
Table 1. List of accessions used to assess their callus forming capability

№/ No № по каталогу ВИР/ VIR 
catalogue No. Название/ Name Происхождение/ origin

1 555 - Индия
2 597 ‘Early Spanish’ Канада

3 698 Sel.C.R.A. Issue de Куба 
15237 Марокко

4 793 ‘Десертныйэ Россия
5 939 ‘Tatiki’ Бразилия
6 1987 ‘Отрадокубанский’ Россия
7 2054 №19940 ВНИИМК
8 2055 №19828 ВНИИМК

Приготовление питательной среды для изуче-
ния способности каллусообразования у арахиса. Были 
использованы:

-Сухая смесь Сигма с макро-микроэлементами-вита-
минами – 4,4 г/л

-Сахароза – 20 г/л
-Агар – 7 г/л

Сухая смесь Сигма, приготовленная по рецеп-
ту Мурасиге-Скуга (Murashige, Skoog, 1962), включала: 
KNO3, NH4NO3, CaCl2, MgSO4 x 7H2O, H2PO4, Мезоино-
зит, Сахароза, Микросоли (сток) (H3BO3, MnSO4, ZnSO4, 
CuSO4, CoCl2, KJ, NaMoO4 x 2H2O), Fe-Хелат (сток) 
(FeSo4 x 7H2O, Na2EDTA x 2H2O), Витамины: никотиновая 
кислота (PP), пиродоксин (B6), тиамин (B1). Кислотность 
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среды pH = 5,6 достигали с помощью 1N KOH или HCL.
Процесс приготовления. В 1000 мл дистиллирован-

ной воды растворяли сухую смесь Сигма (4,4 г/л) и саха-
розу (20 г/л). Доводили кислотность раствора до рН = 5,8. 
Затем добавляли агар из расчета 7 г/л. Для проведения 
опыта был добавлен гормон 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиук-
сусная кислота – 2 г/л.

Затем проводили автоклавирование при температуре 
121°С в течение 20 минут в условиях медленного нагре-
ва и остывания.

Подготовка семян арахиса для изучения каллусо-
образования. Бобы арахиса дезинфицировали в тече-
ние 10 минут в 37% водном растворе перекиси водорода, 
после чего производили извлечение семян. Далее, семе-
на опускали в 37% раствор перекиси водорода на 3 мину-
ты, затем промывали в автоклавированной воде 10 минут. 
Обработанные таким образом семена с помощью скаль-
пеля разделяли на семядоли и вычленяли зародыш 

(рис. 1). Всего для работы было выделено 120 зародышей, 
по 15 для каждого образца. Каждый зародыш помещали 
в чашку Петри на среду Мурасиге-Скуга, содержащей 
гормон 2,4-Д в концентрации 2 г/л.

Согласно ранее проведенным исследованиям, концен-
трация гормона 2,4-Д в диапазоне от 2 до 3 г/л являет-
ся оптимальной для индуцирования каллусообразования 
у зародышей арахиса, независимо от типа эксплантата 
или светового режима (Baker et al., 1995).

Чашки Петри с высаженными зародышами содержа-
ли при температуре +24°С и круглосуточном освещении. 
Через 20 дней были отобраны зародыши с наилучшим 
каллусообразованием, которые затем были перенесены на 
питательную среду без гормона.

Измерения размеров каллусов проводили сразу после 
посадки на среду. В последующем вели наблюдение 
за ростом каллуса у зародышей и фиксировали стадии 
этого процесса на фото каждые 10 дней.

Рис. 1. Разрезанное семя арахиса (a) и извлеченный зародыш (b)
Fig. 1. Cut peanut seed (a) and extracted germ (b)

(a) (b)

Результаты и обсуждение

Наилучшая регенерационная способность отмече-
на у образцов к-698 из Марокко (70% зародышей обра-
зовали каллусы) и к-1987 сорт ‘Отрадокубанский’ из Рос-
сии (100% зародышей образовали каллусы) (рис. 2). Эти 
образцы и будут использованы в дальнейшей работе для 

проведения трансформации и получения трансгенных 
растений.

Был проведен дисперсионный анализ с целью устано-
вить статистические различия между образцами по про-
центу каллусообразования (табл. 2). В результате, так как 
значение P меньше α = 0,05, можно заключить, что между 
образцами есть существенная разница.
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Рис. 2. Динамика образования каллусов на зародышевых эксплантах арахиса
Fig. 2. Dynamics of callus formation in peanut germ explants

Таблица 2. Дисперсионный анализ влияния генотипа образца на каллусообразование
Table 2. Analysis of variance of the accession genotype influence on the callus formation

Источник 
вариации/ Source 

of Variation
SS df MS F P F критическое

Между группами/ 
Between groups 8303,840 4 2075,960 4,029 0,014 2,866

Внутри групп/ 
Within groups 10304 20 515,2

Итого/ Total 18607,840 24

Примечание: SS – сумма квадратов, Df – степени свободы, MS – средняя сумма квадратов, P – уровень значимости,  
F – эмпирический критерий Фишера

В ходе работы измеряли длину зародышей и диаметр 
каллусов (табл. 3). Размер зародышей в начале культиви-
рования составлял в среднем 5 мм. В течение семи дней 
после посадки зародышей на питательную среду про-
исходило их постепенное увеличение. Через 20 дней 
зародыши наиболее крупного размера, начавшие обра-
зовывать каллус, были перенесены на среду без гор-
мона. Наибольшее увеличение размера каллусов про-
исходило в период с 26-го по 33- й день после посадки 

(см. табл. 3). Зародыши большинства образцов демон-
стрировали образование каллуса, а у сорта ‘Отрадокубан-
ский’ наблюдали появление также и маленьких зеленых 
листьев (рис. 3а). У образцов под номерами к-555, к-597 
и к-939 существенного увеличения размеров после обра-
зования каллусов не наблюдалось, в то время как к-698 
(рис. 3b) и к-1987 (см. рис. 3a) демонстрировали рост во 
время всего периода наблюдения. Образцы к-793, к-2054 
и к-2055 не образовали каллусов.
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Таблица 3. Динамика изменения среднего диаметра каллуса  
у образцов арахиса на разных сроках (мм)

Table 3. Dynamics of mean callus diameter change  
in peanut samples on different dates (mm)

№ по 
каталогу 
ВИР/ VIR 

catalogue No

Дни с момента посадки/ Days since planting

26 33 46 61 82 155

Средний диаметр каллуса (мм)/ Mean callus diameter (mm)
555 8,0 9,0 10,0 10,0 10,1 10,1
597 7,0 9,2 9,2 9,2 9,3 9,3
698 8,0 12,1 12,2 13,0 13,2 13,4
939 8,0 8,9 9,0 9,0 9,0 9,0

1987 8,0 11,7 12,2 13,1 13,8 14,5

Рис. 3. Образование каллуса на зародышах арахиса 
Образцы: (а) – к-1987; (б) – к-698

Fig. 3. Callus formation in peanut germs 
Accessions: (a) – к-1987, (b) – к-698

(a) (b)

Для оценки влияния генотипа образцов на размер кал-
лусов был проведен дисперсионный анализ (табл. 4). 
Согласно его результатам, существенной разницы между 
образцами нет. 

Проведенные исследования показывают, что возмож-
ность получения каллусов из зародышевых эксплантов 
арахиса зависит от генотипа используемых образцов, что 
соответствует результатам опытов других эксперимента-
торов (Baker et al., 1995; Joshi et al., 2003). Способность 

к регенерации может сильно варьировать. Так в наших 
исследованиях из восьми образцов три (к-793, к-2054, 
к-2055) не образовали каллус, к-698 и к-1987 показали 
высокий процент каллусообразования, а остальные про-
демонстрировали средние результаты. Образцы к-698 
и к-1987 целесообразно использовать в дальнейшей рабо-
те по оптимизации протокола получения каллуса из кле-
ток зародыша арахиса. Статистически достоверных дока-
зательств в пользу влияния генотипа образца на размер 
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образуемых каллусов в наших экспериментах получено 
не было.

Гормон 2,4-Д в концентрации 2 г/л успешно индуци-
ровал образование каллусов у некоторых образцов, наи-
более активный рост которых пришёлся на период с 26-го 
по 33-й день с момента посадки на питательную сре-
ду с 2,4-Д и, соответственно, с шестого по тринадцатый 
день после пересадки на среду без содержания гормо-
на. Несмотря на то, что есть сообщения о высокой веро-
ятности регенерации корней при использовании 2,4-Д 
(Lamboro et al., 2022), в ходе проводимых нами экспери-
ментов это не подтвердилось.

Выводы

Выращивание зародышей арахиса на среде Мура-
сиге-Скуга с добавлением гормона 2,4-Д в концентра-
ции 2 г/л способствует успешному образованию кал-
лусов. Процент образования каллусов на зародышевых 
эксплантах зависит от генотипа и может сильно варьиро-
вать у разных образцов. Лучшая способность к каллусо-
образованию на стадии выделенных зародышей отмече-
на у образцов арахиса коллекции ВИР к-698 (Марокко) 
и к-1987 (‘Отрадокубанский’, Россия).
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