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Впервые была получена стерильная культура in vitro Potentilla 
volgarica. Усовершенствована методика клонального микро-
размножения Silene cretacea. Стерилизованные семена про-
ращивали на питательной среде Мурасиге и Скуга без фи-
тогормонов. Для активации пазушных меристем полученные 
проростки пересаживали на среды с различным минеральным 
составом и регуляторами роста. Было установлено, что по-
добранное нами сочетание фитогормонов, обозначенное ус-
ловно «SCS», является оптимальным для быстрого получения 
большого количества регенерантов целого ряда апробирован-
ных кальцефильных видов растений. Также было отмечено, что 
оптимальной средой для культивирования выбранных объ-
ектов является Woody Plant Medium. Полученные результаты 
могут служить основой в дальнейшей работе по сохранению 
исследуемых объектов в культуре in vitro.
Ключевые слова: Potentilla volgarica, Silene cretacea, культура 
in vitro, генобанк, редкие и исчезающие виды растений, Сара-
товская область.

Use of in vitro Culture Techniques for Conservation 

of Some Endangered Calciphilic Plant Species 

of Saratov Region

T. A. Kritskaya, A. S. Kashin

A sterile culture in vitro Potentilla volgarica was obtained for the 
first time. The algorithm for micropropagation Silene cretacea was 
refined. Sterilized seeds were germinated on Murashige and Skoog 
medium without plant hormones. To activate the axillary meristems 
resulting seedlings were transplanted to medium with different 
mineral components and growth regulators. It has been found that 
the combination of chosen phytohormones designated as «SCS» 
is optimal for rapid preparation of a large number of regenerated 

plants of a wide range of calciphilic species. It was also noted that 
the optimum medium for the cultivation of the selected objects is 
Woody Plant Medium. The results can serve as a basis for further 
work on the preservation of the objects under investigation in the 
culture in vitro.
Key words: Potentilla volgarica, Silene cretacea, in vitro culture, 
genetic resources, endangered plant species, Saratov region.

Введение

Сохранение биоразнообразия раститель-
ного мира – одна из важнейших задач, стоящих 
перед современной биологической наукой. 
Существует два основных способа решения 
данной проблемы: in situ – создание особо 
охраняемых природных территорий и сохране-
ние экосистем в целом, и ex situ – сохранение 
представителей исчезающих видов в коллек-
циях ботанических садов, а также хранение и 
поддержание растительного материала в так 
называемых генетических банках при низких 
температурах. В идеальном варианте эти меро-
приятия должны осуществляться в комплексе 
и дополнять друг друга [1–5]. Основу системы 
сохранения биоразнообразия дикорастущих 
растений России ex situ составляют ботаниче-
ские сады. В их коллекциях представлено около 
1/3 флоры России [6]. 

Известно, что Саратовская область является 
одним из динамично развивающихся регионов 
Поволжья, по многим показателям занимающая 
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ведущие позиции в сфере природоохранной 
деятельности. Тем не менее, на её территории 
наблюдается тенденция к сокращению био-
разнообразия. Во втором издании «Красной 
книги Саратовской области» (2006) приведён 
перечень из 256 редких и исчезающих видов 
покрытосеменных растений [7]. Из них около 
20% являются факультативными или облигат-
ными кальцефилами (Potentilla volgarica Juz., 
Silene cretacea Fisch. ex Spreng., Silene hellmannii 
Claus, Stipa cretacea P. A. Smim., Anabasis cre-
tacea Pall., Matthiola fragrans Bunge, Astragalus 
zingeri Korsh., Hedysarum razoumovianum Fisch. 
et Helm., Hedysarum grandifl orum Pall., Heli-
anthemum cretaceum (Rupr.) Juz. ex Dobrocz., 
Hyssopus cretaceous Dubjan., Linaria cretacea 
Fisch. ex Spreng, Scrophularia sareptana Kleop. 
ex Ivanina, Anthemis trotzkiana Claus и др.). Узкая 
экологическая амплитуда, разработка меловых 
склонов и неумеренный выпас скота являются 
лимитирующими факторами для данных видов 
и наиболее частыми причинами их уязвимости.

Создание генетического банка in vitro явля-
ется одним из наиболее актуальных и перспек-
тивных путей сохранения биоразнообразия. 
Однако реализация данного метода возможна 
лишь при соответствии растительного материала 
ряду жёстких требований. Во-первых, материал 
должен быть введен в культуру in vitro и осво-
бождён от вредителей и патогенов; во-вторых, 
необходимо разработать эффективные методы 
клонального микроразмножения для каждого 
закладываемого на хранение генотипа в целях 
получения максимального количества расте-
ний-регенерантов, и, в-третьих, при хранении 
культуры в условиях замедленного роста должен 
быть необходимым и достаточным минимальный 
уход [8, 9].

Целью нашей работы являлось получение 
асептической, безвирусной культуры наиболее 
уязвимых кальцефильных видов растений Са-
ратовской области и разработка эффективного 
способа их регенерации для последующего ре-
шения задач, связанных с сохранением данных 
видов в условиях замедленного роста.

В качестве модельных объектов исследова-
ния были выбраны смолёвка меловая и лапчатка 
волжская. 

Смолёвка меловая (Silene cretacea, Caryo-
phyl laceae) была обнаружена на территории 
Красноармейского района Саратовской области в 
2008 г. сотрудниками Саратовского государствен-
ного университета имени Н. Г. Чернышеского 
[10]. До этого вид не отмечался на территории 

области более 150 лет, поэтому не вошел во 
второе издание «Красной книги Саратовской 
области». Смолёвка меловая занесена в Красную 
книгу Российской Федерации (2008) со статусом 
«3в» – вид с узкой экологической амплитудой 
(эндемик Восточной Европы и Казахстана) [11], 
рекомендована к включению в третье издание 
Красной книги Саратовской области со статусом 
«вид, находящийся на грани исчезновения» [10], 
а также входит в список особо охраняемых рас-
тений Европы [12]. 

Лапчатка волжская (Potentilla volgarica, 
Rosaceae) является узколокальным кальцефиль-
ным эндемиком Приволжской возвышенности 
и имеет категорию «1» –вид, находящийся под 
угрозой исчезновения – как в «Красной книге 
Саратовской области» [7], так и в «Красной 
книге Российской Федерации» [11]. В настоящее 
время вид сохраняется на территории нацио-
нального парка «Хвалынский» [13] и памятника 
природы «Мухин дол» в Вольском районе, а 
также культивируется на участках открытого 
грунта учебно-научного центра «Ботанический 
сад» СГУ. 

Материалы и методы

Смолёвка меловая – приземистый полуку-
старничек 5–30 см высотой, с многочисленны-
ми стеблями, одревесневающими в основании. 
Листья линейные, шероховатые по краям, ино-
гда изогнутые. Корневая система стержневая 
на протяжении всей жизни растения. Цветёт 
в мае-июле. Плод – коробочка. Размножается 
семенами [11].

Лапчатка волжская – травянистый много-
летник 15–20 см высотой с дважды перистыми 
листьями, рассеченными на очень узкие сегмен-
ты, внизу тонко войлочно-опушёнными. Корень 
стержневой, в верхней части утолщенный, с 
возрастом разделяющийся на каудексы. Цветёт 
в мае. Возможно повторное цветение во второй 
половине лета или осенью. Плод – многоорешек. 
Размножение семенное [7, 11].

Руководствуясь правилами сбора редких 
и находящихся под угрозой исчезновения ви-
дов растений для ботанических садов [14], в 
качестве исходных эксплантов брали зрелые 
семена растений. Сбор семян смолёвки меловой 
произвели в середине июня 2011 г. с интактных 
растений, произрастающих на территории УНЦ 
«Ботанический сад» СГУ. Семена лапчатки 
волжской собрали в конце июля 2012 г. из при-
родной популяции на территории национально-
го парка «Хвалынский». До начала проведения 
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экспериментов они хранились в бумажных 
конвертах при комнатной температуре.

Перед началом стерилизации семена по-
гружали в раствор синтетического моющего 
средства «Pril» («Хенкель-ЭРА», Тосно) и экс-
понировали на лабораторной качалке 30 мин. 
После этого их многократно промывали дис-
тиллированной водой. 

Затем семена обрабатывали 70%-ным эти-
ловым спиртом в течение 3–5 мин, после чего 
переносили в 25%-ный раствор (1:3) бытового 
отбеливателя «Белизна» («Электра», Волго-
град) с добавлением 2–3 капель детергента 
«Tween 80» («Panreac Quimics», Европейский 
Союз) и экспонировали 20–30 мин на шейкере. 
На завершающем этапе стерилизации семена 
пятикратно промывали стерильной дистилли-
рованной водой. В условиях ламинарного бокса 
(«Lamsystems», Россия) семена перемещали на 
питательную среду.

Пробирки с семенами переносили в ро-
стовую комнату для проращивания (23–25 °С, 
16-часовой фотопериод, освещение 3000 люкс). 
Тридцатидневные проростки, отделённые от 
корней и нижних листьев, пересаживали на пи-
тательную среду с различными комбинациями 
фитогормонов (БАП («Alfa Aesar», Германия), 
зеатин («Duchefa Biochemie», Нидерланды), 
кинетин («Alfa Aesar», Германия), 2-изопентил-
аденин (2-ip, «Santa Cruz Biotechnology», США) 
для подбора оптимальных условий прямой 
регенерации растений. 

Инициальная питательная среда содержала 
макро- и микроэлементы по прописи Мурасиге 
и Скуга (MS) [15], а также сахарозу (30 г/л), 
мезоинозит (100 мг/л), тиамин (0.5 мг/л), пи-
ридоксин (0.5 мг/л), никотиновую (0.5 мг/л) 
и аскорбиновую (1.0 мг/л) кислоты («Panreac 
Quimics», Европейский Союз). Концентрацию 
агар-агара («Panreac Quimics», Европейский 
Союз) брали 5–6 г/л для инициальной среды и 
8 г/л – для остальных этапов культивирования, 
pH среды доводили до 5.8–6.1 перед автокла-
вированием. Для получения безвирусных про-
ростков применяли метод хемотерапии [16], 
дополнив инициальную среду для проращива-
ния семян препаратом «Виразол»® (2 мг/л) и 
исключив из неё фитогормоны. Стерилизацию 
инструментов и питательных сред проводили 
по стандартной методике [17]. 

Каждый эксперимент выполнялся в трёх 
повторностях, в каждой из повторностей брали 
не менее 30 эксплантов. Полученные данные 
подвергали математической обработке, включа-

ющей нахождение среднего значения, стандарт-
ного отклонения и доверительного интервала.

Результаты и их обсуждение

Процент семян, свободных от фитопато-
генов, при использовании изложенной выше 
методики стерилизации составил 100% для 
обоих объектов. Прорастание сеянцев P. vol-
garica наблюдали на 6–21-е сутки, S. cretacea 
– на 4–30-е сутки культивирования. Процент 
нежизнеспособных семян составил в среднем 
8% для P. volgarica, 20% – для S. cretacea. 
Применение бытового отбеливателя в качестве 
стерилизующего агента является экономически 
более выгодным, чем использование нитрата 
серебра, рекомендованного для обработки 
семян других видов лапчаток [18]. При этом 
выход жизнеспособных сеянцев P. volgarica не 
снижался. Количество стерильных эксплантов 
S. cretacea при использовании «Белизны» не 
уступало количеству, полученному с помощью 
препарата «Лизоформин-3000», рекомендован-
ного по литературным данным [19]. 

Через 30 суток культивирования пророст- 
ки эксплантировали на среду MS с добавлени-
ем следующих вариантов цитокининов: БАП 
0.5 мг/л, кинетин 0.5 мг/л, зеатин 0.5 мг/л или 
2-ip 0.5 мг/л. Контролем служила безгормональ-
ная среда MS. Через три недели производили 
подсчет коэффициента размножения, а также 
визуальную оценку общего состояния растений. 
Увеличение длительности пассажа приводило 
к некрозу прикорневых листьев и оводне-
нию части регенерировавших микропобегов 
(до 20%).

Смолёвка меловая
При культивировании S. cretacea на пита-

тельной среде MS с БАП 0.5 мг/л, рекомендо-
ванной для данного объекта [19], наблюдалось 
постепенное (через 3–4 пассажа) снижение 
жизнеспособности растительного материала, 
появление таких дефектов, как некроз эксплан-
тов, разрастание каллусной ткани, появление 
антоциановой окраски и остановка морфогене-
за (рис. 1). Выпад растений в этом случае со-
ставлял 54–56% за один пассаж, а коэффициент 
размножения – 3.45 ± 1.30 микропобегов на 
эксплант. Апробирование других цитокининов 
также не дало положительных результатов: 
во всех случаях уже на 1 поссаже было отме-
чено усиленное нарастание каллуса, единич-
ные адвентивные побеги и признаки некроза 
(табл. 1).
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Как уменьшение (до 0.1 мг/л), так и увели-
чение (до 1.0 мг/л) концентрации цитокининов 
в питательной среде не дало статистически 
достоверных различий в частоте морфогенеза 
исследуемого объекта. Субкультивирование 
на питательные среды с БАП и ИУК в соотно-
шениях 1:1, 1:5, 5:1 завершилось гибелью всех 
эксплантов. Дальнейший подбор оптимальных 
условий регенерации S. cretacea осуществлялся 
путём усложнения сочетания регуляторов роста и 
варьирования минерального состава питательной 
среды (рис. 2). Вариант, на котором был полу-
чен наилучший результат, содержал макро- и 
микроэлементы по прописи WPM (Woody plant 
medium) [20] и сложное сочетание фитогормо-
нов, обозначенное нами условно «SCS» («Silene 
cretacea Saratov»). Количество адвентивных 
микропобегов/эксплант при этом было на уровне 
10.51+1.09 шт. а количество оводнённых микро-
побегов – ниже 4%.

Замена минерального состава на MS, B5 
[21], QL [22] или Anderson [23] приводила к на-
рушению пигментации (хлороз или появление 
антоципановой окраски) регенерировавших 
микропобегов, недоразвитию листьев, образова-
нию бурого каллуса, а также к общему снижению 
побегообразования.

Главным недостатком культивирования 
S. cretacea во всех рассмотренных вариантах 
являлось неизбежное нарастание каллуса в 
основании побегов. В целях снижения этого 
эффекта нами был выполнен эксперимент по 
подбору углеводов. Замена сахарозы на глюкозу 
или фруктозу привела к практически полному 
отсутствию каллуса, однако процент оводнён-
ных адвентивных побегов в этих вариантах 
составил 87.78 и 44.36% соответственно. В 
последующих субкультивированиях такие по-
беги отличались пониженной жизнеспособнос-
тью и склонностью к некротическим явлениям. 

                                                                                                                                                  Таблица 1
Влияние регуляторов роста на адвентивное побегообразование S. cretacea 

(через 21 сутки культивирования)

Регулятор роста, мг/л Количество регенерировавших 
микропобегов/эксплант, шт.

Количество элиминировавших 
эксплантов, %

Контроль 3.33±0.65 –

БАП 0.5 3.45±1.30 55.00

Кинетин 0.5 – 100.00

Зеатин 0.5 2.67±1.80 39.85

2-ip 0.5 0.86±0.56 85.71

Рис. 1. Состояние эксплантов S. cretacea на питательной среде MS с БАП 0.5 мг/л (а) и SCS (б) через 
21 сутки культивирования (5-й пассаж)

а б
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Снижение концентрации сахарозы до 20 г/л 
способствовало вытягиванию микропобегов, 
средняя длина которых составила 2.88+0.45 см, 
по сравнению с исходным вариантом концен-
трации сахарозы 30 г/л (1.52+0.19 см), а также 
уменьшению количества каллуса. Дальнейшее 
уменьшение концентрации сахарозы до 10 г/л 
привело к нарушению пигментации раститель-
ного материала и оводнению около 20% микро-
побегов.

Полное отсутствие каллуса без видимых 
дефектов растительного материала наблюдали 
лишь в контрольных образцах, при культивиро-
вании S. cretacea на питательной среде MS либо 
WPM без регуляторов роста. В этом варианте 
микроразмножение практически отсутствовало, 

но, в отличие от всех остальных вариантов, про-
исходило спонтанное образование корней через 
30–60 суток экспонирования.

Лапчатка волжская
Для P. volgarica максимальный коэффици-

ент размножения отмечен на среде, содержащей 
БАП, и составил 10.30±2.50 микропобегов на 
эксплант. Использование кинетина, зеатина и 
2-ip не дало желаемого результата (табл. 2). На 
питательной среде с добавлением зеатина раз-
множение практически отсутствовало (1.00±0.17 
адвентивных побегов на эксплант), но в отличие 
от вариантов с БАП, кинетином и 2-ip наблюдали 
формирование плотной розетки, максимальную 
длину и развитие листьев. 
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Рис. 2. Влияние минерального состава питательных сред на регенерацию микропобегов S. cretacea (через 
21 сутки черенкования в условиях in vitro)

                                                                                                                              Таблица 2
Регенерационный потенциал эксплантов P. volgarica, культивируемых in vitro 

на питательных средах с различными цитокининами 
(через 21 сутки культивирования)

Регулятор роста, мг/л Количество адвентивных микропобегов/эксплант, шт.

Контроль 0.750.33

БАП 0,5 10.302.50

Кинетин 0,5 1.000.12

Зеатин 0,5 1.000.17

2-ip 0,5 1.500.56

Исходя из полученных данных, в следующем 
эксперименте использовали питательную среду 
с добавлением зеатина (0.5 мг/л) в сочетании с 
различными концентрациями БАП (0.10; 0.25; 

0.50; 1.00 мг/л). В исследуемом диапазоне ин-
тенсивность микроразмножения была практи-
чески одинаковой и составляла 9.81±0.82 реге-
нерировавших микропобегов на эксплант через 
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35 суток культивирования, однако, на питательной 
среде с БАП 0.50 мг/л и 1.00 мг/л наблюдалось 
оводнение от 50 до 100% растительного мате-
риала. Оптимальным оказался вариант с БАП 
0.10–0.25 мг/л. При этом коэффициент размноже-
ния не имел статистически достоверных различий 
по сравнению с другими вариантами, но сами 
мериклоны легко отделялись от общей розетки и 
морфологически были более близки к нативным 
растениям. Количество оводненных микропобегов 
в данном варианте не превысило 10% на 21-е сут, 
и 20% – на 35-е сутки культивирования. В кон-
трольном образце, лишённом регуляторов роста, 
микроразмножение отсутствовало, но в отличие от 
всех остальных вариантов был отмечен ризогенез.

Разработанное нами соотношение может 
быть применимо для быстрого получения (3–

4 пассажа) большого количе ства регенерантов, 
которые, минуя стадию доращивания, могут 
сразу переходить к этапу корнеобразования. 
Однако было установлено, что длительное 
культивирование (более 4–5 пассажей) на пи-
тательной среде с БАП и зеатином приводит к 
образованию генеративных структур (рис. 3, а), 
осложняющих дальнейшую работу с культурой. 
Применение сочетания фитогормонов SCS, по-
добранного нами для смолёвки, полностью ре-
шило эту проблему (см. рис. 3, б). Коэффициент 
размножения составил 9.42+3.19 адвентивных 
побегов на эксплант, при этом анализ морфо-
метрических показателей (количество розеток, 
количество листьев, длина и ширина листа, 
диаметр экспланта) не выявил статистически 
достоверных различий.

Рис. 3. Состояние эксплантов P. volgarica на питательной среде MS с БАП 0.25 мг/л + зеатин 0.50 мг/л (а) 
и SCS (б) через 4 пассажа (длительность одного пассажа – 21 сутки)

В ходе подбора оптимальных условий куль-
тивирования P. volgarica были апробированы 
различные минеральные составы питательной 
среды: MS, WPM, В5, QL и Anderson. В опытном 
варианте каждый состав был дополнен зеати-
ном и БАП в рекомендованных концентрациях, 
контроль – каждый состав без регуляторов ро-
ста. Наихудший результат был отмечен на QL 
и Anderson: как в опыте, так и в контроле на-
блюдали хлороз, недоразвитие листьев и общее 
угнетение морфогенеза. Наилучшие результаты 
были получены при культивировании на средах 
MS, WPM и В5. В контрольных вариантах мы не 
выявили статистически достоверных отличий в 
морфометрических параметрах исследуемого 

объекта. На питательных средах, дополненных 
фитогормонами, различий по интенсивности 
побегообразования также выявлено не было, что 
свидетельствует о возможности использования 
каждого из трёх вариантов для регенерации 
микропобегов. Однако создание генетического 
банка предполагает минимальный уход за де-
понированной культурой. Этому условию более 
всего отвечает минеральный состав В5, так как 
в данном варианте растительный материал имел 
более компактную форму и несколько сниженные 
по сравнению с MS и WPM морфометрические 
показатели (рис. 4), тогда как морфогенетический 
потенциал оставался таким же (9.73±3.23 адвен-
тивных микропобегов на эксплант).

а б
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Другие представители меловой флоры
Разработанное нами соотношение фито-

гормонов SCS на базе минерального состава 
WPM было  применено  к  другим  кальце-
фильным видам растений, культивируемым 
в настоящий момент в лаборатории микро-
клонального размножения растений УНЦ «Бо-
танический сад» СГУ. К ним относятся: Si-
lene hellmannii, Centaurea ruthenica, Hyssopus 
cretaceous и Scrophularia sareptana (рис. 5). 

Рис. 4. Влияние минерального состава питательной среды на некоторые морфоме-
трические параметры P. volgarica (30 сутки культивирования) 
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Рис. 4. Влияние минерального состава питательной среды на некоторые морфометрические параметры 
P. volgarica (30-е сутки культивирования)

Рис. 5. Массовая регенерация микропобегов Scrophularia 
sareptana на питательной среде SCS с минеральной ос-

новой WPM

Предварительные результаты показывают, что 
все эти культуры хорошо развиваются на апро-
бированном варианте (1 : 5 – 1 : 30 адвентив-
ных микропобегов на эксплант, в зависимости 
от вида), в то время как культивирование на 
питательной среде, дополненной одним лишь 
БАП (0.2–0.5 мг/л) в качестве источника ци-
токининов, приводит к постепенному угнете-
нию морфогенеза вплоть до полного выпада 
культуры.

Выводы

Получены стерильные, стабильно растущие 
культуры P. volgarica и S. cretacea. Разработан 
оптимальный баланс фитогормонов, получив-
ший обозначение «SCS» («Silene cretacea Sara-
tov»), для прямой регенерации микропобегов 
исследуемых объектов. Установлено, что базо-
выми питательными средами для клонального 
микроразмножения P. volgarica являются MS, 
WPM и В5, для S. cretacea – только WPM. Для 
дальнейшей работы по сохранению рассмотрен-
ных объектов в условиях замедленного роста 
могут быть рекомендованы безгормональные 
питательные среды с минеральной основой 
MS или WPM – для S. cretacea и В5 – для 
P. volgarica.
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