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(Caryophyllaceae) В КУЛЬТУРЕ in vitro
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Исследованы особенности формирования микропобегов в культуре in vitro Silene cretacea – исчеза-
ющего вида с узкой экологической амплитудой, являющегося перспективным источником получе-
ния лекарственного сырья. Показано, что на этапе микроразмножения наиболее эффективной яв-
ляется базовая среда Woody Plant Medium, содержащая витамины по прописи Мурасиге и Скуга и
дополненная 0.2 мг/л 6-бензиламинопурина, 1.0 мг/л кинетина, 1.0 мг/л гибберелловой кислоты и
0.5 мг/л индолил-3-уксусной кислоты. Сочетание и концентрации этих регуляторов роста, подо-
бранные с помощью математического комбинаторного анализа, активировало пазушные почки и
обеспечивало высокий коэффициент размножения (9.3 ± 1.3 микропобегов на эксплант). Морфо-
гистологический анализ позволил выявить основные этапы формирования микропобегов и дока-
зать отсутствие каллусогенеза на протяжении всего времени культивирования эксплантов. Пред-
ставлены особенности динамики культуры в течение года непрерывного культивирования.
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ВВЕДЕНИЕ
Silene cretacea Fisch. ex Spreng; 1825 (Caryophyl-

laceae) – эндемичный кальцефильный полуку-
старничек (Цвелев, 2004). Занесен в Красную
книгу Российской Федерации (Девятов, 2008) и
включен в Приложение I Бернской конвенции
(Bilz et al., 2011). На территории Саратовской об-
ласти единственная популяция вида обнаружена
в 2008 году (Невский и др., 2009). До этого вид не
отмечался в регионе более 150 лет. Учитывая низ-
кую семенную продуктивность и малочислен-
ность особей в обнаруженной популяции, наибо-
лее целесообразным является использование ме-
тода клонального микроразмножения in vitro для
массового получения посадочного материала
данного вида с целью восстановления численно-
сти его популяций.

S. cretacea является перспективным источни-
ком веществ из класса фитоэкдистероидов, обла-
дающих широким спектром физиологической
активности, малой токсичностью и отсутствием
гормонального действия по отношению к млеко-
питающим (Tuleuov et al., 2014). Доказано, что
фитоэкдистероиды обладают противогрибковым,
анаболическим, гипогликемическим, гепатопро-

текторным, тонизирующим действиями (Báthori
et al., 2008).

При введении данного вида в культуру с пер-
спективой использования в фармацевтических
целях также единственным путем массового по-
лучения посадочного материала видится исполь-
зование метода клонального микроразмножения.

В последнее время разработке биотехнологи-
ческих подходов получения растительного мате-
риала видов Caryophyllaceae посвящено достаточ-
но большое число работ (Cheng et al., 2008, и др.),
главной целью которых в большинстве случаев бы-
ло получение каллусной культуры. Однако пред-
почтительными инициальными структурами для
клонального микроразмножения являются, как
известно, меристематические ткани растений, так
как они, в отличие от каллуса, остаются генетиче-
ски стабильными в течение множественных суб-
культивирований (Бутенко, 1999). При культиви-
ровании растений с целью сохранения биологи-
ческого разнообразия, а также с селекционными
или производственными целями этот фактор яв-
ляется ключевым.

Культивированию S. cretacea in vitro с целью
клонального микроразмножения посвящено не-
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сколько статей. Для микроразмножения S. creta-
cea Е.М. Ветчинкина с соавт. (2012) использовали
питательную среду Мурасиге и Скуга (MS; Mu-
rashige, Skoog, 1962) с уменьшенной вдвое кон-
центрацией солей и добавлением 0.5 мг/л 6-бен-
зиламинопурина (БАП) или 2-изопентиладенина
(2-ip). О.И. Жолобовой (2012) показана возмож-
ность культивирования S. cretacea на полной пи-
тательной среде MS с БАП 0.5 мг/л. Однако при
попытках культивирования S. cretacea на пита-
тельной среде предложенных этими авторами со-
ставов наблюдался лишь непрямой органогенез.
При этом жизнеспособность эксплантов посте-
пенно снижалась и к 3–4 пассажу превалировали
процессы некроза, гипергидратации и остановки
морфогенеза. Доля погибших эксплантов состав-
ляла 54–56% за один пассаж, а максимальный ко-
эффициент размножения – не более 3. В шестом
пассаже культура полностью выпадала (Крицкая,
Кашин, 2013). Эмпирический подбор вариантов
среды MS с различными фитогормонами и их соче-
таниями в парных или тройных комбинациях не дал
желаемого результата (Крицкая и др., 2015).

Нами было продемонстрировано, что исполь-
зование питательной среды по прописи Woody
Plant Medium (WPM; McCown, Lloyd, 1981) увели-
чивает морфогенетический потенциал культуры
S. cretacea по сравнению с MS и другими вариан-
тами сред (до 7 микропобегов на эксплант), но
формирование побегов при этом происходит путем
непрямого органогенеза. Была выявлена опти-
мальная концентрация сахарозы (20 г/л) (Крицкая,
Кашин, 2013). В последующем использовали имен-
но среду WPM с данной концентрацией сахарозы.

Цель исследования состояла в повышении
эффективности клонального микроразмноже-
ния S. cretacea путем прямого органогенеза за
счет подбора состава питательной среды с ис-
пользованием методов математического модели-
рования, выявлении морфогенетических особен-
ностей формирования микропобегов и изучении
динамики культуры в течение длительного суб-
культивирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в 2012–2015 гг. с ис-
пользованием общепринятых приемов работы с
культурами тканей и органов растений (Бутенко,
1999).

В качестве базовой среды (БС) использовали
питательную среду, содержащую макро- и микро-
соли по прописи WPM (McCown, Lloyd, 1981), са-
харозу (20 г/л), витамины и аминокислоты по про-
писи MS, агар-агар (Panreac, UK) 9 г/л, pH 5.9–6.1.
Время автоклавирования составляло 20 минут
при 121°С.

Эксплантировали сегменты побегов высотой
1.0–1.5 см с 2–3 узлами, полученные в результате
культивирования зрелых семян S. cretacea на БС
без фитогормонов. Сбор семян осуществляли из
природной популяции, произрастающей в Сара-
товской области. Семена последовательно стери-
лизовали с использованием средства “Pril” (Hen-
kel-ERA, Россия) в течение 30 мин, 70%-ного эта-
нола в течение 3–5 мин, 1.25% раствора NaOCl
(Электра, Россия). После чего семена пятикратно
промывали стерильной дистиллированной водой
и в условиях ламинарного бокса (Lamsystems,
Россия) помещали на питательную среду.

Подбор регуляторов роста
На этапе подбора фитогормонов использовали

БАП, кинетин (КH), гибберелловую кислоту (ГК)
и индолил-3-уксусную кислоту (ИУК) в концен-
трациях 0.2, 0.5, 1.0 мг/л. Фитогормоны вносили в
питательную среду до автоклавирования. Для до-
стижения желаемого результата использовали
математический метод ладейного многочлена
(Riordan, 2002). Была составлена четырехфактор-
ная трехуровневая таблица, включающая четыре
фитогормона (БАП, КН, ГК и ИУК) с тремя уров-
нями концентрации 0.2, 0.5, 1.0 мг/л (табл. 1), в
границах которой посредством рандомизации на
конфигурациях ладейных расстановок проводил-
ся поиск оптимального варианта сочетания фи-
тогормонов для регенерации S. cretacea.

Среду разливали в химические сосуды объе-
мом 100 мл по 20–40 мл в каждый. Культивирова-
ли по 5–6 эксплантов на сосуд при 24 ± 1°С, 16 ча-
совом фотопериоде и освещении 2–3 тыс. люкс.
Результаты анализировали на 21-е сутки культиви-
рования. Контролем служила безгормональная БС.
В качестве основных параметров культуры оцени-
вали коэффициент размножения, длину побега и
массу каллусоподобных тканей. Под коэффициен-
том размножения понимали количество микропо-
бегов, регенерировавших за один пассаж, в пере-
счете на один эксплант.

Морфо-гистологический анализ
Материал отбирали каждые трое суток, фик-

сируя по 10 эксплантов в смеси формалина, ледя-
ной уксусной кислоты и 50% этилового спирта в
объемном соотношении 4 : 1 : 10 (ФУС) в течение
3 часов. Фиксированный материал переносили в
раствор глицерин-спирт в соотношении 1 : 1.
Подготовленные таким образом экспланты изу-
чали под стереомикроскопом Stemi 2000-CS (Carl
Zeiss, Germany). Анатомические срезы готовили
при помощи ротационного микротома согласно
общепринятым методикам (Aescht et al., 2010a). В
качестве контрольных образцов использовали
интактные растения смолевки. Готовые препара-



388

ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 6  2016

КРИЦКАЯ и др.
Т

аб
ли

ца
 1

.
М

ор
ф

ог
ен

ет
ич

ес
ки

й 
от

ве
т 

эк
сп

ла
нт

ов
 S

. c
re

ta
ce

a 
на

 р
аз

ли
чн

ы
е 

ко
м

би
на

ци
и 

ф
ит

ог
ор

м
он

ов
 и

 и
х 

ко
нц

ен
тр

ац
ии

 (м
г/

л)
. Т

аб
ли

ца
 п

ре
дс

та
вл

е-
на

 в
 в

ид
е 

ш
ах

м
ат

но
й 

до
ск

и 
в 

со
от

ве
тс

тв
ии

 с
 т

ео
ри

ей
 л

ад
ей

ны
х 

м
но

го
чл

ен
ов

 (
R

io
rd

an
, 2

00
2)

. П
ол

уж
ир

ны
м

 ш
ри

ф
то

м
 в

ы
де

ле
на

 п
ер

ва
я 

ко
нф

иг
ур

ац
ия

ла
де

йн
ы

х 
ра

сс
та

но
во

к,
 о

бы
чн

ы
м

 –
 п

ов
то

рн
ая

П
ри

м
еч

ан
ие

. p
 ≤

 0
.0

5 
дл

я 
до

ве
ри

те
ль

ны
х 

ин
те

рв
ал

ов
. K

 –
 к

оэ
ф

ф
иц

ие
нт

 р
аз

м
но

ж
ен

ия
, к

ол
ич

ес
тв

о 
м

ик
ро

по
бе

го
в 

на
 э

кп
ла

нт
; L

 –
 д

ли
на

 п
об

ег
а,

 м
м

; M
 –

 м
ас

са
 к

ал
лу

со
-

по
до

бн
ы

х 
тк

ан
ей

, г
. П

ок
аз

ат
ел

и 
ку

ль
ту

ры
 с

ни
м

ал
и 

на
 2

1 
су

тк
и 

ку
ль

ти
ви

ро
ва

ни
я.

Б
А

П
 0

.2
Б

А
П

 0
.5

Б
А

П
 1

.0

К
Н

 0
.2

К
Н

 0
.5

К
Н

 1
.0

К
Н

 0
.2

К
Н

 0
.5

К
Н

 1
.0

К
Н

 0
.2

К
Н

 0
.5

К
Н

 1
.0

ГК
 1

.0
И

У
К

 1
.0

K
 5

.4
 ±

 1
.0

L
 1

5.
9 

±
 1

.2
M

 0
.7

 ±
 0

.1

И
У

К
 0

.5
K

 9
.3

 ±
 1

.3
L

 1
7.

5 
±

 0
.7

M
 0

.6
 ±

 0
.1

K
 5

.7
 ±

 0
.5

L
 1

3.
4 

±
 0

.7
M

 0
.8

 ±
 0

.1

И
У

К
 0

.2
K

 5
.4

 ±
 0

.5
L

 1
2.

3 
±

 0
.9

M
 0

.9
 ±

 0
.1

K
 5

.1
 ±

 0
.8

L
 1

5.
5 

±
 1

.1
M

 0
.9

 ±
 0

.1

ГК
 0

.5
И

У
К

 1
.0

K
 5

.7
 ±

 0
.6

L
 1

3.
6 

±
 0

.8
M

 0
.6

 ±
 0

.1

K
 5

.6
 ±

 0
.6

L
 1

4.
7 

±
 0

.8
M

 0
.7

 ±
 0

.1

И
У

К
 0

.5
K

 5
.4

 ±
 0

.6
L

 1
5.

7 
±

 0
.9

M
 0

.7
 ±

 0
.1

K
 5

.1
 ±

 1
.0

L
 1

4.
3 

±
 1

.2
M

 0
.7

 ±
 0

.1

И
У

К
 0

.2
K

 4
.7

 ±
 0

.4
L

 1
2.

8 
±

 1
.2

M
 0

.9
 ±

 0
.1

K
 3

.7
 ±

 0
.7

L
 1

0.
3 

±
 0

.7
M

 1
.2

 ±
 0

.2

ГК
 0

.2
И

У
К

 1
.0

K
 3

.3
 ±

 0
.3

L
 9

.9
 ±

 0
.7

M
 1

.0
 ±

 0
.1

K
 3

.3
 ±

 0
.5

L
 9

.5
 ±

 0
.8

M
 1

.1
 ±

 0
.2

И
У

К
 0

.5
K

 3
.8

 ±
 0

.6
L

 9
.0

 ±
 0

.6
M

 1
.2

 ±
 0

.2

K
 3

.0
 ±

 0
.3

L
 9

.1
 ±

 0
.6

M
 1

.1
 ±

 0
.1

И
У

К
 0

.2
K

 4
.5

 ±
 0

.5
L

 1
1.

7 
±

 0
.6

M
 1

.0
 ±

 0
.6

K
 2

.9
 ±

 0
.3

L
 8

.8
 ±

 0
.6

M
 1

.3
 ±

 0
.1



ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 6  2016

ОСОБЕННОСТИ КЛОНАЛЬНОГО МИКРОРАЗМНОЖЕНИЯ Silene cretacea 389

ты сначала окрашивали гематоксилином по Гай-
денгайну (Aescht et al. 2010б), затем комбиниро-
ванной окраской по Д. и Дж. Толивиа (Tolivia,
Tolivia, 1987). Изучали препараты под микроско-
пом Axio Lab A1 (Carl Zeiss, Germany) и фотогра-
фировали с помощью фотокамеры (Canon Power
Shot G11, Japan) с адаптером.

Статистическая обработка данных
Эксперименты выполнялись в трех повторно-

стях, в каждой повторности отбирали не менее
30 эксплантов. Статистическую обработку дан-
ных проводили стандартными методами с ис-
пользованием пакета программ Statistica for Win-
dows, V.6 и Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Подбор регуляторов роста

Максимальные значения коэффициента раз-
множения (9.3 ± 1.3 микропобегов на эксплант) и
длины побега (17.5 ± 0.7 мм) наблюдали в вариан-
те БАП 0.2 + КН 1.0 + ГК 1.0 + ИУК 0.5 мг/л
(табл. 1). Изменение концентраций фитогормо-
нов приводило к снижению органогенной актив-
ности и разрастанию каллусоподобных тканей.
Выявлена сильная положительная корреляция
между коэффициентом размножения и длиной
побега (r = 0.83; р ≤ 0.05) и отрицательная – между
коэффициентом размножения, длиной побега, –
с одной стороны, – и массой тканей каллусного
типа, – с другой (r = – 0.78 и r = – 0.81 соответ-
ственно; р ≤ 0.05) (табл. 2).

Так как основной задачей нашей работы было
получение качественных и полноценных регене-
рантов S. cretacea, оптимальным вариантом был
выбран БАП 0.2 + КН 1.0 + ГК 1.0 + ИУК 0.5 мг/л,
который мы условно обозначили “SCS” (Криц-
кая и др., 2015).

Динамика культуры

 В течение года непрерывного культивирова-
ния на среде SCS дважды наблюдали снижение
коэффициента размножения: первый отрица-

тельный пик приходился на июль, второй охваты-
вал период с октября по январь (рис. 1). Несмотря
на постоянные условия культивирования (среда
SCS, температура +24 ± 1°C, фотопериод 16/8) в
указанные периоды происходило снижение ко-
эффициента размножения с 11.9 ± 1.3 (в период
активного роста) до 7.3 ± 0.7 микропобегов на
эксплант. При выдерживании культуры S. cretacea
с октября по январь включительно в условиях низ-
ких положительных температур (+5 ± 1°С) на без-
гормональной БС наблюдалась полная остановка
ростовых процессов, т.е. отсутствие прироста побе-
гов в длину. После четырехмесячного содержания
при пониженной температуре и возвращения экс-
плантов в стандартные условия культивирования,
рост возобновлялся в течение двух недель, коэффи-
циент размножения повышался до 15.0 ± 1.4 микро-
побегов на эксплант. В случае дальнейшего куль-
тивирования эксплантов в условиях низкой поло-
жительной температуры период покоя можно
было продлить до 6 месяцев без ущерба для расте-
ний. Более длительная экспозиция, например, в те-
чение года, приводила к гибели около 50% эксплан-
тов, остальные 50% теряли способность к морфоге-
незу. При перенесении эксплантов в условия
пониженной температуры в фазу активного роста
(например, c августа по октябрь) ростовые процес-
сы замедлялись, но не останавливались полно-
стью. Прирост за этот период составлял около 1/3
от начальной длины побега. Прекращался рост к
середине октября.

Морфогенез

В течение первой недели культивирования на
среде SCS наблюдали активацию ростовых про-
цессов в узловой зоне эксплантов и развитие од-
ной или двух почек в основании листьев (рис. 2а).
На 10-е сутки наблюдали активный рост побегов
II порядка и формирование 3–4-х почек в основа-
нии этих побегов между листом и стеблем. При
этом отмечалось увеличение размера почек, распо-
ложенных в пазухах листовых примордиев, как в
первом, так и во втором узле (рис. 2б). На 13-е сутки
отмечен рост побегов III порядка и разрастание
узловой зоны. На 16-е сутки сформированные к
этому времени побеги можно было разделить на

Таблица 2. Результаты корреляционного анализа (коэффициент Пирсона r) между морфометрическими пара-
метрами культуры и концентрацией фитогормонов

Примечание. р ≤ 0.05. Каждый фитогормон взят в концентрациях 0.2, 0.5 и 1.0 мг/л.

Корреляция с концентрацией

БАП КН ГК ИУК

Коэффициент размножения –0.75853 0.280939 0.674253 0.030101
Длина побега –0.88199 0.019938 0.88785 0.050433
Масса ткани каллусного типа 0.894427 0.255551 –0.55902 –0.3993
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Рис. 1. Динамика культуры S. cretacea на среде SCS в течение года непрерывного субкультивирования.
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две группы: одни формировали стебель типично-
го строения (82.8 ± 8.1%) (рис. 2в), другие (17.2 ±
± 1.3%) – фасциальную форму стебля, которая
сохранялась на уровне побегов первого порядка,
отходившие от нее микропобеги следующих по-
рядков имели нормальное строение (рис. 2г). В
узловой зоне экспланта на этот момент происхо-
дило активное разрастание клеток основной па-
ренхимы, что приводило к разрыву эпидермы
(рис. 2д). К концу третьей недели культивирова-
ния по мере увеличения размера микропобегов,
разрастание клеток основной паренхимы в раз-
рыве узловой зоны экспланта сопровождалось
пролиферацией периферических групп клеток.
На краях разрыва отмечено формирование мно-
жества почек, различающихся степенью развития
(рис. 2е, 2ж). При пересадке на свежую питатель-
ную среду без фитогормонов, образованные та-
ким образом апексы побегов продолжали разви-
ваться. При этом количество микропобегов, по-
лученных при повторном пассаже, составило
5.6 ± 0.4 шт. на вторичный эксплант. Таким обра-
зом, через три недели культивирования формиро-
валось достаточное количество микропобегов,
готовых к последующему этапу укоренения.

ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования показали, что среда с минераль-
ной основой WPM и органическими добавками
по MS, дополненная БАП 0.2 + КН 1.0 + ГК 1.0 +
+ ИУК 0.5 мг/л (SCS), оптимальна для микрораз-
множения S. cretacea. Она не приводит к сниже-

нию морфогенетического потенциала раститель-
ных тканей при непрерывном культивировании.

Применение методов комбинаторного анализа,
в частности метода ладейного многочлена (Riordan,
2002), позволило нам сократить количество экспе-
риментальных вариантов с 81 до 9 и выбрать из них
оптимальный. Значения, разбросанные случайным
образом по “шахматной доске”, образовали “гаус-
сово пятно” с областью оптимума, в которую попа-
ла точка БАП 0.2 + КН 1.0 + ГК 1.0 + ИУК 0.5 мг/л,
вокруг которой сгруппировались менее эффек-
тивные сходные значения, и область пессимума с
вариантами, дополненными БАП 1.0 мг/л и ГК
0.2 мг/л. Выполнение перестановки конфигура-
ции ладейного многочлена лишь подтвердило на-
ши данные (табл. 1). Аналогичный этому подход
(метод латинского квадрата) использовался ранее
для оптимизации минерального состава пита-
тельной среды для культивирования in vitro апек-
сов пшеницы (Спивак, 1994).

Полученные результаты можно полностью
объяснить сформировавшимися представления-
ми о характере действия различных групп фито-
гормонов на растение. Известно, что морфогене-
тический ответ на воздействие экзогенных регу-
ляторов роста обусловлен, в первую очередь,
генотипом объекта, поэтому даже различные по-
пуляции одного вида могут по-разному реагиро-
вать на одинаковые условия (Митрофанова,
2011). Цитокинины (БАП, КН) обладают много-
функциональностью действия на физиологиче-
ские процессы у высших растений. Самыми ти-
пичными эффектами цитокининов в культуре
in vitro являются подавление апикального домини-
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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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Features of Clonal Micropropagation of Silene cretacea (Caryophyllaceae)
in in vitro Culture
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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
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