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Впервые начаты биотехнологические исследования особенностей развития 8 видов реликтовых 

эндемиков флоры Горного Крыма в условиях in vitro. Приведены данные по изучению влияния 

воздействия стерилизующих веществ на жизнеспособность семян и плодов и получению асептической 

культуры исследуемых видов. Показана возможность образования проростков на питательных средах 

Monnier (1973) и Murashige, Skoog (1962).  

Ключевые слова: редкие виды, культура органов и тканей; питательные среды; регенерация 

микропобегов. 
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Введение 

Оригинальную составляющую любой флоры представляют реликтовые 

эндемики. Реликтовые эндемики Горного Крыма отличает весьма узкая 

экотопологическая приуроченность к специфическим условиям литогенных 

ландшафтов. Наиболее редкий вид, общая численность которого в четырех популяциях 

достигает не более 500 экземпляров – Silene jailensis N.I. Rubtzov (Caryophyllaceae) [8] – 

по своей экологической природе относится к облигатным хазмофитам – «растениям 

трещин» [9]. Виды Lamium glaberrimum (K. Koch) Taliev (Lamiaceae), Scrophularia exilis 

Popl. (Scrophylariaceae), Sobolewskia sibirica (Willd.) P.W. Ball (Brassicaceae) 

представляют собой облигатные гляреофиты – «растения осыпей» [9]. Кроме этого, 

Heracleum ligusticifolium M. Bieb. (Apiaceae), Lagoseris callicephala Juz. (Asteraceae) и 

Lagoseris purpurea L. (Asteraceae) являются видами двойной экологической природы, 

способные к развитию как на покрытых трещинами скальных поверхностях, так и на 

коллювии осыпных чехлов.  

Изменение климатических условий на земном шаре, значительная 

антропогенная нагрузка, нерациональное использование растительных ресурсов, 

природные и техногенные катастрофы приводят к необходимости сохранения 

биоразнообразия растительного мира, особенно редких и исчезающих видов, в 

частности, реликтовых эндемиков. Сохранение биологического разнообразия – одна из 

важнейших мировых задач, стоящая перед ботаническими садами и биологической 

наукой в целом. В настоящее время вся деятельность по сохранению видов и сортов 

растений базируется на целом ряде программных документов, таких как «Конвенция о 

биологическом разнообразии» [10], «Global Strategy Plant Conservation» [11], 

«Международная программа ботанических садов по охране растений» [5]. Одним из 

наиболее актуальных и перспективных путей сохранения биоразнообразия растений 

является создание генобанка in vitro. Современные методы биотехнологии позволяют 

сохранить ценные редкие виды и единичные экземпляры в условиях in vitro, что 

является составной частью концепции сохранения биоразнообразия растительного 

мира [1, 6, 12].  

Цель наших исследований – изучить особенности прорастания семян 8 видов 

реликтовых эндемиков флоры горного Крыма на этапе введения их в условия in vitro.  

 

Объекты и методы исследования 

Исследования выполняли в лаборатории биотехнологии и вирусологии растений 

отдела биологии развития растений, биотехнологии и биобезопасности ФГБУН 

«Ордена Трудового Красного Знамени Никитский ботанический сад – Национальный 

научный центр РАН». 

В качестве объектов исследования использовали семена и плоды видов 

Heracleum ligusticifolium, Lagoseris callicephala, Lagoseris purpurea, Lamium 

glaberrimum, Scrophularia exilis, Silene jailensis, Sobolewskia sibirica, Valerianella 

falconida, произрастающих ex situ. Перечисленные виды внесены в Красную книгу 

Республики Крым (2015) и относятся к 3 категории редкости [4]. 

В работе придерживались общепринятых и разработанных в лаборатории 

биотехнологии и вирусологии растений методов [2, 3, 7].  

С целью преодоления периода покоя семена и плоды помещали в условия 

пониженных положительных температур (4 ± 1°С) на 4-8 недель. Для стерилизации 

эксплантов подбор дезинфицирующих веществ осуществляли с учетом их 

эффективности и минимального уровня фитотоксичности. При получении 

асептической культуры семян и плодов применяли 70% этанол, 1% раствор фунгицида 

Thimerosal («Merk», Германия), 0,2 – 0,4% раствор препарата «Дез ТАБ» (Китай), 0,4% 
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раствор антибиотика цефотаксим (Республика Беларусь) с добавлением в растворы 2-3 

капель детергента Tween-20. После каждого реагента экспланты промывали 3-4 раза в 

стерильной дистиллированной воде.  

В экспериментах по введению семян и плодов в условия in vitro и получению 

проростков использовали безгормональные агаризованные питательные среды MS 

(Murashige, Skoog) [14] и Монье (Monnier, 1973) [13]. Для регенерации микропобегов из 

полученных проростков использовали питательную среду MS, дополненную 

регуляторами роста в минимальных концентрациях: 0,1-0,2 мг/л БАП (6-

бензиламинопурин, («Sigma», США) и 0,01 мг/л НУК (-нафтилуксусная кислота, 

«Sigma», США). рН питательной среды доводили до 5,7 с помощью 0,1 н. раствора НС1 

или 0,1 н. раствора КОН перед автоклавированием. Условия автоклавирования 

питательных сред: температура 120°С в течение 5 мин в стерилизаторе LAC 5060S 

(«DAIHAN LABTECH», Южная Корея). Все исследования проводили в асептических 

условиях бокса биологической безопасности SC2 («ESCO», Сингапур). Колбы и 

пробирки с эксплантами содержали в культуральной комнате с 16-часовым 

фотопериодом, интенсивностью освещения 2 – 2,5 клк при температуре 21 – 23°С, а 

также в камере моделирования климатических условий для роста растений MLR-352-

PE («Panasonic», Япония). 

Учитывали частоту прорастания семян и количество полученных проростков 

для каждого исследуемого вида. Обработку данных осуществляли с помощью 

программы STATISTICA for Windows, 6.0 (StatSoft, Inc. 1984-2001). 

 

Результаты и обсуждение 

Морфометрическое описание семян и плодов исследуемых нами видов 

реликтовых эндемиков приведено в таблице 1, из которой видно, что самые крупные 

размеры эксплантов выявлены у видов Heracleum ligustifolium (масса 100 плодов – 1,56 

г, размер 11,0 мм в длину и 6,7 мм в ширину,), Sobolewskia sibirica (масса 100 плодов – 

0,69 г, размер 7,4 мм и 1,85 мм, соответственно), Valerianella falconida (масса 100 плодов 

– 0,54 г, размер 4,1 мм и 3,55 мм) и Lamium glaberrimum (масса семян 0,34 г, размер 

4,15 мм и 2,6 мм). У остальных 4 видов параметры семян и плодов были значительно 

меньше (табл. 1). Эти данные нами были использованы при подборе реагентов и 

разработке режимов стерилизации семян.  

 
Таблица 1 

Морфометрическая характеристика плодов/семян 8 видов реликтовых эндемиков 

 

Вид  

Характеристика 

плода/семени 

Масса 

100 

плодов/семян, г 

Средний размер плодов/семян 

Длина 

плода/семени, 

мм 

Ширина 

плода/семени, 

мм 

Heracleum ligustifolium Семянка/вислоплодник  1,56 ± 0,13 11,0 ± 0,21 6,7 ± 0,15 

Lagoseris callicephala Семянка без хохолка 0,11 ±0,02 5,95 ± 0,24 1,0 ± 0,0 

Lagoseris purpurea Семянка без хохолка 0,04 ± 0,01 5,9 ± 0,31 1,0 ± 0,01 

Lamium glaberrimum Четырехорешек/орешек 0,34 ± 0,02 4,15 ± 0,08 2,6 ± 0,1 

Scrophularia exilis Коробочка/семя 0,11 ± 0,01 2,2 ± 0,07 1,05 ± 0,05 

Silene jailensis Коробочка/семя 0,17 ± 0,03 1,9 ± 0,07 1,58 ± 0,07 

Sobolewskia sibirica Односемянной стручок 0,69 ± 0,14 7,4 ±0,34 1,85 ± 0,08 

Valerianella falconida Орешек 0,54 ± 0,07 4,1 ± 0,12 3,55 ± 0,16 

 

При введении первичных эксплантов (семян и плодов) в условия in vitro 

основным требованием является отсутствие фитопатогенов, что достигается 

поверхностной стерилизацией одним или несколькими реагентами. В наших 
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исследованиях при получении асептической культуры семян было изучено воздействие 

различных стерилизующих реагентов, их концентраций и экспозиций. В результате 

проведенных экспериментов на этапе введения в культуру in vitro был подобран 

оптимальный режим стерилизации семян 8 видов реликтовых эндемиков (табл. 2).  
 

Таблица 2 

Результаты получения асептической культуры 8 видов реликтовых эндемиков Крыма при 

оптимальных способах стерилизации эксплантов 

 

Вид Оптимальный способ  

стерилизации 

Количество эксплантов, % Потемнение и 

деформация 

поверхности 

экспланта
*
 

стерилизующее 

вещество и его 

концентрация 

экспозиция, 

мин 

инфициро- 

ванных 

свободных от 

контаминации 

Heracleum 

ligustifolium 

70% C2H5OH  

1% Thimerosal 

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

1 

5 

10 

8,0 92,0 + 

 70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

15 

4,0 96,0 + 

Lagoseris 

callicephala 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

10 

0,0 100,0 - 

 70% C2H5OH  

0,4% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

0,5 

10 

10 

0,0 100,0 - 

Lagoseris 

purpurea 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

10 

12,5 87,5 + 

Lamium 

glaberrimum 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

10 

10,0 90,0 + 

Scrophularia 

exilis 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

15 

0,0 100,0 

 
- 

 70% C2H5OH  

1% Thimerosal 

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

1 

5 

10 

2,9 97,1 - 

Silene 

jailensis 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

15 

2,1 97,9 - 

Sobolewskia 

sibirica 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

10 

0,0 100,0 + 

Valerianella 

falconida 

70% C2H5OH  

0,5% р-р «Дез ТАБ» 

0,4% р-р цефотаксима 

1 

10 

10 

6,25 93,75 - 

*
 + – симптомы потемнения или деформации поверхности экспланта; 

   - – без внешних изменений  

 

В качестве одного из стерилизующих агентов был применен раствор 

цефотаксима в концентрации 0,4%, при использовании которого у видов Heracleum 

ligustifolium, Lagoseris callicephala, Scrophularia exilis, Silene jailensis, Valerianella 

falconida наблюдали макисмальное количество стерильных эксплантов. У видов Silene 

jailensis, Lagoseris callicephala, Lagosris purpuea, Valerianella falconida максимальное 

прорастание семян составило 89,6%, 26,1%, 25,0% и 25,0%, соотетственно, при 

последовательной стерилизации 70% этанолом в течение 1 минуты, 0,5% раствором 
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«Дез ТАБ» в течение 10 минут и 0,4% раствором цефотаксима в течение 10 минут. 

Аналогичный режим стерилизации был применен при введении in vitro семян 

Heracleum ligustifolium, Scrophularia exilis, Sobolewskia sibirica, Lamiuim globerrimum. 

Полученные данные подтверждают положительный эффект примененного способа 

последовательной ступенчтой стерилизации. Разработанный способ позволил получить 

87,5 – 100% эксплантов, свободных от контаминации. 

Начало прорастания семян исследуемых видов наблюдали на питательных 

средах Монье и MS на 4 – 35 сутки в зависимости от генотипа (рис. 1а – 1д).  

 

  
а) б) 

  
в) г) 

 
 д) 

Рис. 1 Начало прорастания семян и плодов видов реликтовых эндемиков в условиях in vitro: 

а) Silene jailensis; б) Scrophullaria exilis; в) Lagoseris purpurea; г) Lagoseris callicephala; 

д) Valerianella falconida  
 

Массовое прорастание семян Silene jailensis происходило на 14 и 60 сутки 

эксперимента, количество жизеспособных проростков достигало 95,83% (рис. 2). 

Семена Lagoseris purpurea, Lagoseris callicephala и Valerianella falconida прорастали 

через 12-60 суток, при этом жизнеспособность составила 30,2%, 45,6% и 12,5%, 

соответственно. У вида Scrophularia exilis были получены единичные проростки (см. 

рис. 1б).  

Для повышения коэффициента размножения начато изучение регенерационной 

способности проростков в условиях in vitro. Из апикальной части проростков на 
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питательных средах MS, дополненных 0,1 – 0,5 мг/л БАП и 0,15 мг/л НУК у видов 

Lagoseris callicephala, Lagoseris purpurea, Silene jailensis и Valerianella falconida 

индуцировано образование адвентивных побегов. При этом коэффициент размножения 

микропобегов был высоким и составил у Silene jailensis 1:5 – 1:30 (рис. 3а, 3б), у 

Lagoseris callicephala – 1:18 (рис. 3в). 
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Рис. 2 Зависимость прорастания in vitro семян и плодов 8 видов реликтовых эндемиков  

от генотипа и продолжительности культивирования 

 

  

а) б) 

 
в) 

Рис. 3 Образование адвентивных побегов in vitro у видов Silene jailensis (а,б) и  

Lagoseris callicephala (в) 
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Исследования с данными видами по выявлению их регенерационной 

способности на этапе собственно микроразмножения и укоренения будут продолжены. 

 

Выводы 

Впервые в культуру in vitro введены 8 видов реликтовых эндемиков флоры 

Горного Крыма Heracleum ligusticifolium, Lagoseris callicephala, Lagoseris purpurea, 

Lamium glaberrimum, Scrophularia exilis, Silene jailensis, Sobolewskia sibirica, Valerianella 

falconida. Разработан оптимальный способ получения асептической культуры семян и 

плодов изучаемых видов. На питательных средах МS и Монье получены проростки у 

видов Lagoseris callicephala, Lagoseris purpurea, Scrophularia exilis, Silene jailensis, 

Valerianella falconida. При субкультивировании этих видов на питательной среде МS, 

дополненной минимальными концентрациями регуляторов роста, составил 1:5 – 1:30 в 

зависимости от генотипа. 
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Создана коллекция in vitro 59 форм 10 дикорастущих видов барбариса из АО «Лесной питомник», 

Карагандинского государственного университета, дендрария алтайского ботанического сада, поймы рек 

Большая Алматинка, Или, Чарын, Зеравшан. Для введения в культуру in vitro использовали побеги, 

пророщенные из семян барбариса: 1– форма Berberis amurensis Rupr., 12 – B. iliensis M. Pop, 27 – B. integerrima 

Bunge, 1 – B. koreana Palib., 1 – B. nummularia Bge., 2 – B. oblonga (Regel) C.K.Schneid., 1 – B. sibirica Pall., 12 – 

B. sphaerocarpa Kar. et Kir., 1 – B. thunbergii DC., 1 – B. vulgaris L. Семена всех видов, кроме B. koreana, B. 

sphaerocarpa, B. vulgaris сразу после сбора прорастали на 7-22 сутки во влажном перлите, лабораторная 

всхожесть составила от 66,2-95,6%. Для прорастания семян трех вышеуказанных форм необходима была 

стратификация во влажном перлите в течение 2 месяцев при температуре 4°С, лабораторная всхожесть при 

этом составила от 22,2 до 100%. Пророщенные побеги обрабатывали раствором коммерческого отбеливателя 

«Белизна», разбавленного 1:1, в течение 10 мин и размножали на питательной среде Мурасиге и Скуга (МС) с 

30 г/л сахарозы, 1,0 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП), 0,01 мг/л индолилмасляной кислоты (ИМК), 1,75 г/л 

джелрайта, 4 г/л агара, рН 5,7. У B. sphaerocarpa, показавшего низкий процент всхожести даже после 

стратификации, побеги in vitro получали также из зародышей, которые изолировали из семян и помещали на 

вышеуказанную среду, после чего было отмечено 100% прорастание. Растения in vitro, полученные из семян и 

зародышей, проверяли на наличие эндофитной инфекции на специализированной среде 523 для роста 

бактерий и грибов, в состав которой входили: 10 г/л сахарозы, 8 г/л гидролизата казеина, 4 г/л дрожжевого 

экстракта, 2 г/л KH2PO4, 0,15 г/л MgSO4•7H2O, джелрайт 6 г/л, рН 6,9. При этом 19,6% растений, 

освобожденные от инфекции, успешно развивались в условиях in vitro. Для дальнейшего клонального 

микроразмножения были протестированы 16 вариантов питательных сред, оптимальной являлась среда МС с 

30 г/л сахарозы, с удвоенной концентрацией хелата железа, 0,8 мг/л БАП, 1 мг/л гибберелловой кислоты, 0,02 

мг/л ИМК, 1 мг/л аскорбиновой кислоты, 2 мг/л пантотената кальция, 1,75 г/л джелрата, 4 г/л агара, рН 5,7. 

Созданная коллекция барбариса in vitro будет использована для создания криогенного банка, а также для 

закладки элитных питомников и для международного обмена генетическими ресурсами.  

Ключевые слова: барбарис; семена; зародыши; культура органов и тканей; асептическая 

коллекция; криобанк 
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