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рования и стимуляция боковых почек, главным
образом, за счет дифференциации сосудистой тка-
ни между пазушными почками и проводящими
пучками главного стебля (Van Staden et al., 2008).
Отмечалось, что внесение в питательную среду не-
скольких цитокининов одновременно способствует
повышению качества и количества регенерировав-
ших побегов для некоторых культур (Yu et al., 2012).
Основным свойством ГК является стимуляция
деления и растяжения клеток. Однако в первую

очередь при действии ГК активируется деление
клеток. За счет этого происходит увеличение ко-
эффициента размножения и длины побега. ИУК
в сочетании с ГК усиливает действие последнего
(George et al., 2008). Кинетин совместно с аукси-
ном (ИУК) принимает участие в процессах орга-
ногенеза у растений. В классической работе Ску-
га и Миллера (Skoog, Miller, 1957) на культуре не-
дифференцированной ткани стеблевого каллуса
табака было установлено, что для ризогенеза тре-

Рис. 2. Этапы морфогенеза S. cretacea на питательной среде SCS: а – развитие пазушных почек в узловой зоне (танген-
тальный срез узловой зоны на 7-е сутки культивирования); б – рост пазушных почек во втором узле экспланта на
10-е сутки культивирования (тангентальный срез периферической части стебля экспланта); в, г – регенерировавшие
побеги нормального строения (в) и фасциация (г) на 16-е сутки культивирования (объекты сфотографированы в гли-
церин-спиртовом растворе); д – разрыв узловой зоны экспланта и выход паренхимных клеток из места разрыва (про-
дольный срез стеблевой части экспланта на 16-е сутки культивирования); е, ж – образование почек на краевой части
разрыва (продольный срез).
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бовалось присутствие 2 мг/л ИУК и 0.02 мг/л КН.
Повышение концентрации КН до 0.5–1.0 мг/л,
напротив, приводило к индукции формирования
стеблевых почек. Одна ИУК (0.5–2.0 мг/л) вызы-
вала лишь рост растяжением, равно как и один
КН не оказывал видимого влияния на процесс
дифференциации тканей и органов. В нашем ис-
следовании наиболее эффективными концентра-
циями КН и ИУК оказались 1.0 и 0.5 мг/л соот-
ветственно. Однако, как показал корреляцион-
ный анализ, основную роль в формировании
микропобегов S. cretacea играли концентрации
БАП и ГК. Высокие концентрации БАП (0.5–
1.0 мг/л) вызывали нарушения в развитии, рост
каллуса и гипергидратацию экплантов, тогда как,
низкие концентрации ГК (0.2–0.5 мг/л) были не-
достаточны для регуляции деления и растяжения
тканей.

Отрицательные пики величины коэффициента
размножения, наблюдавшиеся в эксперименте,
по своей датировке соответствуют фенологиче-
ским фазам физиологического (летнего и зимне-
го) покоя растений-доноров S. cretacea, связанно-
го с переживанием неблагоприятных периодов
(Полевой, Саламатова, 1991). Известно, что пери-
од полного глубокого покоя в большинстве случа-
ев непродолжителен. За ним непосредственно
следует вынужденный покой, который вызывает-
ся только пониженной температурой (Libbert,
1993). Ранее в культуре in vitro диких орхидей уме-

ренных широт (Ponert et al., 2011) было отмечено
снижение коэффициента размножения при кло-
нальном микроразмножении в середине лета и
осенью, происходившее независимо от внешних
факторов при наступлении соответствующих фе-
нологических фаз. Таким образом, в соответствии
с вышеизложенным, полная остановка роста экс-
плантов in vitro происходила под воздействием и
эндогенных (покой меристем), и экзогенных (низ-
кая температура) факторов в совокупности. По от-
дельности эти факторы способствовали лишь за-
медлению ростовых процессов S. cretacea в куль-
туре in vitro, но не полному их прекращению.
Исходя из полученных результатов, в фенологи-
ческие фазы глубокого покоя (с октября по ян-
варь) рекомендуется выдерживать культуру S. cre-
tacea в условиях пониженных положительных
температур. Не исключено, что в период летнего
покоя будет достаточно выдерживать культуру на
среде без фитогормонов. Последнее было под-
тверждено в работе Ю с соавт. (Yu et al., 2012) на
культуре травянистого Paeonia lactiflora.

В нашей работе наблюдалось две волны мор-
фогенеза у S. cretacea: в первые две недели культи-
вирования происходила активация пазушных ме-
ристем и развитие из них боковых побегов, затем
разрыв узловой зоны эксплантов, и образование
на третьей неделе почек и апексов побегов из кле-
ток основной паренхимы, которую на этапе под-
бора регуляторов роста мы называли “каллусопо-
добная ткань”. Известно, что тотипотентность
меристематических клеток, являющихся парен-
химными по своей природе, реализуется в ходе их
деления и дифференциации, тогда как тотипо-
тентность специализированных клеток реализует-
ся посредством дедифференциации с последую-
щей новой дифференциацией (Zhuravlev, Omelko,
2008). Так как паренхимные клетки сравнительно
мало дифференцированы, т.е. не специализирова-
ны морфологически и физиологически, и могут
изменяться в течение онтогенеза или выполнять
несколько различных функций одновременно,
включая участие в заживлении ран и в процессах
регенерации (Esau, 1997), формирование почек и
апексов побегов, которые мы наблюдали на тре-
тьей неделе культивирования, не связано с про-
цессами дедифференциации. Как следует из рис. 3,
стебель S. cretacea имеет не пучковый тип строе-
ния, т.е. проводящая система представляет собой
замкнутое кольцо, окруженное мощным слоем
основной паренхимы и колленхимы. В узловой
зоне проводящая система стебля соединяется с
проводящей системой листа, и слои механиче-
ской ткани выражены слабее, вероятно, поэтому
разрыв наблюдается именно в этой области. Фор-
мирование аналогичных по морфологии структур
отмечалось в работе Д.С. Кульхановой с соавто-
рами (2015). Отличие состоит в расположении об-
разованных de novo почек и апексов побегов по

Рис. 3. Поперечный срез стебля интактного растения
S. cretacea, окраска по Д. и Дж. Толивиа (Tolivia, Tolivia,
1987): c – колленхима, e – эпидермис, m – центрадб-
ный целиндр, p – паренхима, ph – флоэма, t – трихо-
мы, x – ксилема. Масштаб: 250 мкм.
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всей поверхности экспланта, без привязки к по-
врежденным участкам, и их происхождении из
эпителиальной ткани.

Плоская фасциация, наблюдаемая в нашем экс-
перименте, является следствием срастания верху-
шечного и пазушного апексов побегов или не-
скольких диаметрально противоположных, распо-
ложенных в одной плоскости пазушных апексов,
как это происходит и при формировании побега с
подобной аномалией in situ (Choob, Sinyushin,
2012). В дальнейшем, по мере роста таких фасции-
рованных побегов in vitro, происходило их расчле-
нение на самостоятельные, которые образовыва-
ли уже нормальные побеги, растущие одним вер-
хушечным апексом. Последнее свидетельствует в
пользу того, что наблюдаемое явление не связано
с нарушениями в генетическом контроле разви-
тия и происходит в силу естественных физиоло-
гических причин, например, в результате давле-
ния на апексы интенсивно разрастающихся тка-
ней узловой зоны.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Минобрнауки России в рамках базовой части го-
сударственного задания в сфере научной деятель-
ности по Заданию № 2014/203, код проекта 1287.
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The features of the formation of microshoots in in vitro culture of Silene cretacea—endangered species with
narrow ecological amplitude, which is a promising source of medicinal raw materials—were studied. It was
demonstrated that, at the micropropagation step, basic Woody Plant Medium containing vitamins according
to Murashige and Skoog and supplemented with 0.2 mg/L 6-benzylaminopurine, 1.0 mg/L kinetin, 1.0 mg/L
gibberellic acid, and 0.5 mg/L indole-3-acetic acid is the most effective. The combination and concentration
of these growth regulators, selected using mathematical combinatorial analysis, activated axillary buds and
provided a high multiplication factor (9.3 ± 1.3 microshoots per explant). Morpho-histological analysis re-
vealed the main stages of the formation of microshoots and proved the absence of callus formation during the
whole time of the cultivation of explants. The features of the dynamics of the culture during the year of con-
tinuous cultivation are presented.

Keywords: Caryophyllaceae, Silene cretacea, clonal micropropagation, in vitro, rook polynomial, morpho-his-
tological analysis


