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В работе представлены литературные данные и результаты ори-
гинальных исследований по проблеме клонального микроразм-
ножения пиона тонколистного (Paeonia tenuifolia L.) – одного из 
наиболее декоративных и нуждающихся в охране видов регио-
на. Рассмотрены основные этапы клонального микроразмноже-
ния пиона. В результате анализа обширного материала, касаю-
щегося рода Paeonia в целом, составлена эффективная схема 
клонального микроразмножения P. tenuifolia, включающая: эм-
бриокультуру на начальном этапе; микроразмножение на пи-
тательной среде WPM с удвоенной концентрацией CaCl2, БАП 
(1.0 мг/л) и кинетином (0.5 мг/л); укоренение, достигаемое 
за счёт последовательной смены питательной среды с ИМК 
(1.0 мг/л) на среду без регуляторов роста при пониженной тем-
пературе; адаптацию к нестерильным условиям на субстрате, 
состоящем из вермикулита. Метод может быть использован 
для массового получения посадочного материала в целях вос-
становления численности популяций данного вида и зелёного 
строительства. 
Ключевые слова: Paeonia tenuifolia, Paeoniaceae, клональное 
микроразмножение.

Clonal Micropropagation of Paeonia tenuifolia L. 

T. A. Kritсkaia, A. S. Kashin 

Paeonia tenuifolia is one of the most attractive and needy of pro-
tection species among endangered plants of Saratov region. Modern 
methods of biotechnology, in some case plant clonal micropropaga-
tion, are increase efficiency of secured plant species propagation ex 
situ. There is a review the progress made in peony micropropagation 
and it is present short applicatory observations. Comprehensive refer-
ences about Paeonia species in the whole were analyzed. An effective 
record of P. tenuifolia clonal micropropagation was composed. It is 
including follow steps: embryoculture on the first step; propagation 
on WPM media with double quantity of CaCl2 and supplemented BAP 

(1.0 мг/л) and kinetin (0.5 мг/л); rooting by consecutive replacement 
of plantlets from media with IBA (1.0 мг/л) to hormone-free media 
at reduced temperature; acclimatization to non-sterile conditions on 
substrate, composed of vermiculite. A method may be used for mass 
obtaining of planting stock and laying out of parks. 
Key words: Paeonia tenuifolia, Paeoniaceae, clonal micropropa-
gation.

Введение

Пион тонколистный (Paeonia tenuifolia L.) – 
травянистый многолетник до 50 см высотой с 
клубневидными утолщениями на корневищах. 
Листья дважды-триждытройчатые или тройчато-
перистые, первичные сегменты их рассечены на 
многочисленные линейные доли (более 40 шт.) 
до 5 мм шириной. Венчик тёмно-красный или 
тёмно-пурпуровый, до 8 см диаметром. Плод – 
многолистовка из 1–5, чаще 3 листовок. Цветёт 
в апреле – начале мая. Размножение семенное и 
вегетативное [1].

P. tenuifolia указан со статусом и категорией 
«2б» – вид, сокращающийся в численности – в 
Красной книге Российской Федерации [2], и со 
статусом «2(V)»– уязвимый вид – в Красной 
книге Саратовской области [3]. Он также входит 
в список особо охраняемых растений Европы [4]. 
Редкость вида определяется разрушением степей 
в результате рекреационной нагрузки, массовым 
сбором населением на букеты и выкапыванием 
корневищ [2, 3]. 

Согласно литературным данным и гер-
барным образцам фондов SARAT и SARBG в 
Саратовской области P. tenuifolia отмечался в Ат-
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карском, Балашовском, Вольском, Калининском, 
Красноармейском, Хвалынском, Саратовском, 
Татищевском и др. районах [3, 5]. Обитает на 
остепнённых лугах, ковыльно-разнотравных сте-
пях, опушках светлых дубовых лесов, в зарослях 
кустарников, на склонах балок. Светолюбив. Не 
выносит переувлажнённых почв и застоя воды. 
Является факультативным кальцефилом [1, 3]. 

Особенностью P. tenuifolia является дли-
тельное прорастание семян (более двух лет) и 
медленное развитие проростков [1, 6, 7]. Поэтому 
растения, культивируемые в ботанических садах, 
размножают преимущественно частями корневи-
ща. Наиболее быстрым и современным методом 
массового получения посадочного материала 
декоративных культур является клональное 
микроразмножение растительного материала [8]. 
За последние годы эффективные биотехнологии 
были разработаны для целого ряда видов и со-
ртов травянистых [9–19] и древовидных пионов 
[20–28]. Однако сведения по особенностям куль-
тивирования P. tenuifolia in vitro фрагментарны 
и не охватывают рассматриваемую проблему в 
полной мере.

Цель данной работы – обобщить имеющиеся 
литературные данные, касающиеся клонального 
микроразмножения P. tenuifolia, подтвердить и 
уточнить их экспериментальными данными.

Выбор экспланта

В качестве первичных эксплантов для вве-
дения в культуру in vitro могут быть использо-
ваны любые части растения: корневые почки, 
пазушные почки в основании побегов, основания 
черешков, междоузлия, фрагменты листьев с 
главной жилкой, цветочные почки, цветоложе, 
основания лепестков и чашелистиков, плодоли-
стики, пестики и тычинки, зрелые и незрелые 
зародыши. Выбор экспланта определяется, глав-
ным образом, целями и задачами исследования. 

J. A. T. Buchheim и Jr. M. M. Meyer [29] ис-
пользовали в качестве первичных эксплантов 
P. lactifl ora цветочные почки, цветоложе, череш-
ки и сегменты стебля. Из формировавшегося 
каллуса в последующем регенерировали почки 
и эмбриоиды. В работе Q. R. Zhang et al. [16] 
был индуцирован каллус из листьев, побегов 
и черешков травянистых пионов, но адвентив-
ных побегов из субкультивированного каллуса 
получено не было. В исследованиях Y. Li et 
al. [22] побеги регенерировали из каллуса, об-
разованного пазушными почками и черешками 
P. suffruticosa. H. Wangl и J.van Staden [27] ис-
пользовали листья, почки, корни и семена P. suf-
fruticosa сортов ‘Cai Lan’, ‘Xue Li Zi Yu’, ‘Zi Xia 

Lin’ и ‘Fengdanbai’ с целью выбора наилучшего 
экспланта и эффективной схемы стерилизации. 
Введение в культуру in vitro сегментов побегов с 
почками P. suffruticosa сортов ‘Владимир Нови-
ков’, ‘Коралл’, ‘Куинджи’ и ‘Николай Вавилов’ 
было осуществлено А. А. Криницыной с соавт. 
[20]. В работе T. Orlikowska et al. [15] была до-
стигнута прямая регенерация P. mlokosewitschii 
и P. tenuifolia из вегетативных почек, жилок 
листа, оснований черешков и лепестков. Однако 
количество жизнеспособных эксплантов при 
этом не превысило 10%, а длительность культи-
вирования от введения в культуру до получения 
полноценных растений-регенерантов составила 
1.5 года. X. N. Yu et al. [30, 31] была получена 
прямая регенерация микропобегов P. lactifl ora 
из подземных почек. В работе A. A. Зариповой 
[9] в качестве эксплантов использовали боковые 
почки, изолированные с побега P. anomala в пе-
риод его внутрипочечного роста. Автором была 
показана зависимость морфофизиологической 
активности боковых почек P. anomala в культуре 
in vitro от места их расположения на побеге и 
срока изоляции экспланта.

Согласно правилам сбора редких и находя-
щихся под угрозой исчезновения видов растений 
для ботанических садов, предпочтительным ма-
териалом для изъятия из природных популяций, 
с целью сохранения вида ex situ, являются семена 
[32]. Они обеспечивают максимальный охват 
существующей генотипической изменчивости 
в популяциях. 

Семена рода Paeonia имеют простой глу-
бокий морфофизиологический покой, и для его 
снятия используется двухэтапная стратифика-
ция – теплая (для доразвития зародыша) и хо-
лодная (для снятия физиологического механизма 
торможения прорастания) [33, 34]. Культура in 
vitro семян и зародышей представителей рода 
Paeonia была объектом исследования ряда отече-
ственных исследователей [6, 7, 35]. В частности, 
для P. tenuifolia было установлено, что необхо-
димым условием нарушения физиологического 
покоя является холодная стратификация [35]. 
Недостаточный период холодной стратифика-
ции приводил к появлению физиологической 
карликовости проростков всех рассмотренных 
объектов Paeonia. Для тёплой стратификации 
(5 недель) автор рекомендует использовать без-
гормональную питательную среду, в течение 
холодной стратификации (не менее 8 недель) – 
питательную среду с добавлением гибберелловой 
кислоты (ГК) в концентрации 0.1–1.0 мг/л.

Учитывая вышеизложенное, для введения в 
культуру in vitro P. tenuifolia, произрастающего 
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на территории Саратовской области, мы ис-
пользовали зрелые семена. Сбор производили 
из двух природных популяций на территории 
Национального парка «Хвалынский» с 30 про-
извольно выбранных растений. До начала экспе-
риментов семена хранили в бумажных конвертах 
при комнатной температуре. Перед посадкой на 
питательную среду семена подвергали ступен-
чатой стерилизации согласно общепринятым 
методикам [8]. После этого семена помещали на 
безгормональную среду по прописи Мурасиге и 
Скуга (МС) [36] в условиях ламинарного бокса 
и оставляли на время тёплой стратификации. 
Затем из семян вычленяли сформированные за-
родыши и переносили на питательную среду МС 
с добавлением 0.5 мг/л ГК. 

Зародыши экспонировали в холодильной ка-
мере при температуре +5±1°С в течение 8 недель. 

После холодной стратификации пробирки 
переносили в ростовую комнату с 16-часовым 
световым периодом и температурой +25°С. 

В результате вычлененные зародыши разви-
вались в полноценные проростки без каких-либо 
аномалий, а после перенесения в стандартные 
условия приобретали зелёный цвет и продолжали 
своё развитие (рис. 1). 
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Рис. 1. Проростки P. tenuifolia после 8 недель холодной 
стратификации

Минеральный состав питательной среды

В работах как отечественных, так и за-
рубежных авторов [9, 20, 24, 25, 27, 28, 37, 38 
и др.] указываются два минеральных состава, 
рекомендованных для культивирования in vitro 
представителей рода Paeonia в целом, – МС 
и WPM [39]. В частности, для P. tenuifolia и 
P. mlokosewitschii рекомендовано использовать 

МС с удвоенной концентрацией CaCl2 и MgSO4 
[15]. Однако большинством авторов была показана 
необходимость увеличения концентрации только 
CaCl2. Так, H. Wangl и J. van Staden [27] наглядно 
продемонстрировали влияние ионов кальция на 
жизнеспособность эксплантов сортовых карлико-
вых древовидных пионов. Показано, что листья, 
почки и зародыши, введённые в культуру in vitro, 
гибли на питательной среде МС и ½МС. Они 
выживали на среде WPM, но позднее у объектов 
при культивировании на этой среде развивались 
характерные признаки дефицита кальция. Эти 
признаки устранялись при удвоении концентра-
ции CaCl2 в питательной среде. Через 15 суток 
после пересадки на модифицированную таким 
образом среду хлороз исчезал и появлялись почки.

Исключение составили работы по эмбрио-
культуре различных видов пионов. Например, 
для культивирования зародышей P. tenuifolia 
рекомендована питательная среда с минераль-
ным составом МС со стандартным набором 
солей [35]. Сходные результаты получены и для 
P. anomala [7]. В последней из упомянутых ра-
бот лучшие результаты получены на среде МС с 
половинной концентрацией всех компонентов. 

Полученные нами результаты по культуре 
P. tenuifolia согласуются с данными других ис-
следователей. Было отмечено, что для культи-
вирования зародышей достаточно стандартной 
среды МС. Однако для дальнейшего развития и 
формирования микропобегов необходима удвоен-
ная концентрация CaCl2 в среде того же основного 
состава. В частности, при субкультивировании 
эксплантов P. tenuifolia на стандартной среде МС 
или WPM растения прекращали свой рост и раз-
витие, морфогенез полностью останавливался, а 
все побеги постепенно становились коричневыми. 
После пересадки на питательную среду с двойной 
концентрацией CaCl2 растения снова приобретали 
зелёную окраску и формировали почки. 

Микроразмножение

Все работы, касающиеся массового получе-
ния микропобегов у представителей рода Paeo-
nia, можно разделить условно на две большие 
группы: с использованием непрямого и прямого 
органогенеза. В первом случае морфогенезу 
предшествуют дедифференциация и каллусоге-
нез, во втором происходит активация пазушных 
меристем. Известно, что меристематические 
ткани растений являются наиболее предпочти-
тельными объектами для клонального микро-
размножения, так как они устойчивы к генети-
ческим изменениям и остаются стабильными в 
течение множественных субкультивирований [8].
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Большое внимание исследователей было 
уделено работам по непрямому органогенезу 
у представителей рода Paeonia, но результаты 
были неудовлетворительными [10, 16, 40]. Со-
гласно полученным в последнее время результа-
там, только произведенный гипокотилем каллус 
может успешно давать адвентивные побеги, но 
при низком темпе регенерации (7.95%) [28].

У травянистых пионов P. albiflora [13], 
P. anomala [12], P. mlokosewitschii и P. tenuifolia 
[15] был индуцирован соматический эмбриогенез. 

Прямой органогенез в культуре in vitro как 
травянистых [11, 14, 31], так и древовидных 
пионов [20, 24, 26] использовался чаще. Было 
опубликовано много работ, сообщающих об 
активации пазушных побегов на средах, содер-
жащих различные фитогормоны и их сочетания. 
T. Hosoki et al. [11] использовали 6-бензиламино-
пурин (БАП) (0.5 мг/л) и ГК (1.0 мг/л) для размно-
жения травянистых пионов сорта ‘Takinoyosooi’ 
и ‘Sarah Bernhardt’. Их сочетание способствовало 
формированию и росту пазушных почек. X. N. Yu 
et al. [30] отобрали оптимальную инициальную 
среду для введения эксплантов травянистых 
пионов ‘Zhong Sheng Fen’, в качестве которой 
была использована половинная среда МС с 
удвоенной концентрацией CaCl2, дополненная 
1.0 мг/л БАП и 0.3 мг/л ГК. H. J. Wu et al. [19] 
показали, что сочетание 1 мг/л БАП + 0.5 мг/л 
ГК + 0.1 мг/л 3-индолил уксусной кислоты (ИУК) 
оказывает позитивный эффект на инициальную 
культуру. В работе E. Gabryszewska [14] было 
установлено, что комбинация БАП (2.0 мг/л) и 
тидиазурона (ТДЗ) (0.2 мг/л) не увеличивают 
темп микроразмножения травянистого пиона 
сорта ‘Jadwiga’, хотя комбинация различных 
цитокининов стимулирует развитие пазушных 
почек. L. Bouza et al. [24, 25] изучали эффект 
различных цитокининов (БАП, зеатин, 2-изо-
пентиладенин) и других регуляторов роста на 
микроразмножение Paeonia suffruticosa Andr. 
cv. ‘Mme de Vatry’. Из всех апробированных ци-
токининов только БАП в концентрации 1.1 мг/л
способствовал развитию пазушных почек. 
X. S. Kong и M. X. Zhang [26] выявили, что добав-
ление ауксина (0.1 мг/л α-нафтил уксусной кисло-
ты (НУК) или ИУК) в среду, содержащую 1.0 мг/л 
БАП, увеличивало количество микропобегов, но 
стимулировало образование каллуса, который не 
способствовал росту побегов P. suffruticosa сорта 
‘Luo Yang Hong’ и ‘Yao Huang’. В исследовании 
X. N. Yu et al. [31] пазушные побеги P.lactifl ora 
сорта ‘Da Fu Gui’ успешно регенерировали на 
половинной среде МС с 1.0 мг/л БАП и 0.5 мг/л 
кинетина. Добавление 0.1 мг/л 3-индолил масля-

ной кислоты (ИМК) или ИУК в среду уменьшало 
число пазушных побегов. Для дальнейшего под-
держания культуры авторы рекомендуют снижать 
концентрации БАП и кинетина до 0.5 мг/л и 
0.3 мг/л соответственно, а в жаркие летние ме-
сяцы – не добавлять регуляторы роста совсем во 
избежание оводнения культуры.

Для активации пазушных меристем в куль-
туре in vitro P. tenuifolia нами были апробированы 
различные сочетания фитогормонов, рекомендо-
ванные вышеперечисленными исследователями. 
Все питательные среды доводили до рН = 5.8–6.1 
и автоклавировали при 121°С в течение 20 ми-
нут. Наиболее воспроизводимым и достаточным 
оказалось сочетание 1.0 мг/л БАП и 0.5 мг/л 
кинетина, использованное X. N. Yu et al. [31] для 
получения микропобегов P. lactifl ora. Коэффи-
циент размножения составил 10.5±1.0 микропо-
бегов на эксплант в первом и втором пассаже и 
5.2±1.2 – в последующих субкультивированиях. 
Однако, как было указано ранее, морфогенетиче-
ский потенциал эксплантов P. tenuifolia реализо-
вывался только при наличии двойной концентра-
ции CaCl2 в питательной среде (рис. 2). Длитель-
ность одного пассажа составила от 21 до 35 суток.

Рис. 2. Микропобеги P.tenuifolia на питательной среде 
WPM с БАП 1.0 мг/л + кинетин 0.5 мг/л (2-й пассаж, 

30-е сутки культивирования)

Укоренение и адаптация ex vitro

Как следует из литературы, укоренение как 
травянистых, так и древовидных видов пионов 
осуществляли по общей схеме. Сначала полу-
ченные на этапе микроразмножения побеги по-
мещали на питательную среду с уменьшенной в 
два раза концентрацией минеральных солей и с 
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добавлением ауксинов (чаще всего ИМК), чтобы 
индуцировать корнеобразование. Затем материал 
переносили на безгормональную среду, содержа-
щую 0.2–0.3% активированного угля, для роста 
и развития корней [20, 23, 31].

В работе X. N. Yu et al. [31] было показано, 
что ИМК 1.0 мг/л в сочетании с путресцином 
2.0 мг/л успешно индуцировали ризогенез. При 
этом побеги P. lactifl ora выдерживали 20 суток 
на среде с ауксинами, после чего переносили на 
среду без регуляторов роста. Для укоренения 
P. suffruticosa было рекомендовано помещать 
черенки в темноту на 14 суток на этапе индук-
ции корнеобразования и снижать температуру 
культивирования до 18°С в течение всего этапа 
ризогенеза [20]. При этом развитие корней на-
чиналось через 5–12 недель.

Полученные нами результаты относитель-
но P. tenuifolia полностью согласовываются с 
литературными данными. Культивирование экс-
плантов на среде, дополненной ИМК 1.0 мг/л, 
в течение 14–20 суток с последующей пере-
садкой на безгормональную питательную среду 
способствовало укоренению побегов (рис. 3, а). 
У части эксплантов (10–20%) ризонегенез от-
мечался уже на первом этапе экспонирования. 
Нами также было подтверждено, что на этапе 
укоренения важную роль играет температур-
ный режим. Так, регенеранты, образовавшие 
корни при пониженной температуре, характе-
ризовались лучшей приживаемостью (до 80%) 
на последующем этапе адаптации ex vitro по 
сравнению с растениями, культивируемыми в 
стандартных условиях (менее 20%).

Т. А. Крицкая, А. С. Кашин. Клональное микроразмножение пиона тонколистного 

б

 Как следует из литературы, адаптацию 
укорененных побегов представителей рода 
Paeonia также осуществляют по общепринятым 
методикам [8]. Растения извлекают из пита-
тельной среды, промывают дистиллированной 
водой и высаживают в почвенный субстрат 
под полиэтиленовую плёнку либо помещают в 
климатическую камеру с регулируемым уров-
нем влажности воздуха. В качестве субстрата 
используют смесь торфа с кварцевым песком и 
керамзитом, в качестве комплексного удобрения 
– раствор макро- и микросолей для среды WPM 

[20]. Показано, что очень важно не допускать 
чрезмерного переувлажнения субстрата и застоя 
воды в поддоне.

Результаты, касающиеся адаптации P. te-
nuifolia, лишь частично не совпадают с ли-
тературными данными по P. suffruticosa. При 
использовании торфяного субстрата наблюдали 
массовую гибель регенерантов. Высокая при-
живаемость растений (до 80%) была отмечена 
на субстрате из чистого вермикулита, пропитан-
ного раствором макро- и микросолей для среды 
WPM (рис. 3, б). 

Рис. 3. Укоренённые микропобеги P.tenuifolia ex vitro (а) и адаптированные к нестерильным условиям регенеранты (б) 
(через месяц после высадки) 

а
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Заключение

В настоящее время P. tenuifolia успешно 
культивируется на участке открытого грунта в 
коллекции двудольных растений и в коллекции 
in vitro редких и исчезающих видов растений 
Саратовской области в учебно-научном центре 
«Ботанический сад» Саратовского государствен-
ного университета имени Н. Г. Чернышевского. 
Активно разрабатываются методики длительного 
депонирования и сохранения вида в генетиче-
ском банке in vitro. Применение методов кло-
нального микроразмножения растений позволяет 
значительно сократить трудовые и временные 
затраты на получение регенерантов P. tenuifolia, 
что может быть использовано для массового 
получения посадочного материала в целях вос-
становления численности популяций данного 
вида и зелёного строительства. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке Минобрнауки России в рамках базовой 
части государственного задания  в сфере на-
учной деятельности (задание № 2014/203, код 
проекта 1287).
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БИОСОРБЦИЯ Cu(II) ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОМ 

ENTEROBACTER CLOACAE K7

А. А. Нешко, В. С. Гринёв, Е. В. Крючкова, 

Ю. П. Федоненко, Е. В. Любунь, О. В. Турковская

Институт биохимии и физиологии растений 
и микроорганизмов РАН, Саратов
E-mail: aansanura@rambler.ru

Выделен и охарактеризован экстраклеточный полисахарид 
(ЭПС), продуцируемый грамотрицательными непатогенными 
ризосферными бактериями Enterobacter cloacae K7. Исследо-
ван процесс биосорбции катионов Сu(II) из водного раствора 
полученным экзополисахаридом. Максимальная сорбционная 
способность биосорбента составила 0.17 мМ мг−1 ЭПС или 
12 г меди на 1 г ЭПС при рН 5, Т = 25 °С и времени инкубации 
30 мин. Экспериментальные значения адсорбции катионов 
Сu(II) (Qэксп) биосорбентом были сопоставимы с максимально 
возможным значением адсорбции (Qмакс = 0.18 мМ), рассчитан-
ным с использованием уравнения Лэнгмюра. Степень аффин-
ности между исследуемым полисахаридом и катионами Cu(II) 
была высокой и составила 2.04 мМ л−1. Полученные данные 
имеют практическую ценность при создании технологии реме-
диации водных объектов от тяжёлых металлов.

Ключевые слова: экзополисахариды, медь, биосорбция, En-
terobacter cloacae, биоремедиация.

Biosorption of Cu (II) by an Exopolysaccharide Isolated 

from Enterobacter Cloacae K7

А. А. Neshko, V. S. Grinev, Ye. V. Kryuchkova, 

Yu. P. Fedonenko, Ye. V. Lyubun, O. V. Turkovskaya

An extracellular polysaccharide (EPS) produced by the gram-
negative nonpathogenic rhizosphere bacteria Enterobacter cloa-
cae K7 was isolated and characterized. The process of biosorption 
of Cu(II) cations from aqueous solution by the isolated exopoly-
saccharides was investigated. The maximum sorption capac-
ity was 0.17 mM/mg of EPS or 12 g of Cu(II) per g of EPS at pH 5, 
T = 25 °C, and incubation for 30 min. The experimental values of the 
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