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В основе клонального микроразмножения
лежит использование уникальной способности
растительных клеток реализовать присущую
им тотипотентность под влиянием эксперимен�
тальных воздействий и дать начало целому ра�
стительному организму. Используя в качестве
объекта боковые почки, зародыши, молодые тка�
ни, можно клонировать растения, т.е. получать
растения, генетически идентичные исходному.

Актуальным направлением в настоящее
время является сохранение и воспроизводство
редких видов растений. Пион уклоняющийся,
марьин корень (Paeonia anomala L., семейство
Paeoniaceae), в Башкортостане чрезвычайно ре�
док [5], включен в Красную книгу Республики
Башкортостан [3], отнесен к I категории – виду,
находящемуся под угрозой исчезновения. Об�
щее число учтенных особей во всех известных
популяциях не превышает 500–600 экз. [6].

Разработка технологии ускоренного размно�
жения, основанная на изучении потенциальных
возможностей культивируемых in vitro тканей P.
anomala, является актуальной для решения про�
блемы сохранения ценных и редких генотипов и
в то же время – расширения сырьевой базы.

Цель исследования состояла в выявлении
особенностей морфогенеза P. anomala в культу�
ре in vitro и разработке начальных этапов кло�
нального микроразмножения вида.

В качестве эксплантов в культуре in vitro ис�
пользовали боковые почки, изолированные с по�
бега в период его внутрипочечного роста P. anomala.

В работе были использованы метод куль�
туры in vitro органов, тканей и клеток [2, 1]; ме�
тод иммуноферментного анализа [4].

На первом этапе клонального микрораз�
множения необходимо получить стерильную,
хорошо растущую культуру. Большое значение
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имеет выбор стерилизующего раствора и спо�
соба дезинфекции, от которых зависит инфи�
цированность эксплантов, их физиологическое
состояние и уровень жизнеспособности. В свя�
зи с тем, что P. anomala является геофитом, по�
лучение стерильного материала при изолиро�
вании боковых почек для микроклонального
размножения вида при введении в культуру in
vitro требовало специальной разработки.

Установлено, что наиболее эффективным
приемом стерилизации почек P. anomala являлось
применение 0,1%�ного раствора диацида (экспо�
зиция 20 мин.) с предварительной обработкой
их 70%�ным раствором этанола (1 мин.) и 3%�
ной перекиси водорода (5 мин.). По разработан�
ной схеме ступенчатой стерилизации получен
достаточно высокий процент стерильного мате�
риала: максимальное число жизнеспособных по�
чек (78%), минимальное число инфицированных
(12%) и некротированных почек (10%).

Изолирование боковых почек в августе по�
зволило достичь максимальной жизнеспособно�
сти (75% для резервных почек и 81% для боко�
вых почек возобновления) и минимальной ин�
фицированности боковых почек (10 и 14% соот�
ветственно). Доля жизнеспособных спящих по�
чек была очень низкой во все сроки изоляции
(5–7%) (табл. 1).

Морфофизиологическая активность, по�ви�
димому, связана с физиологическим состоянием
исходного растения в период изолирования экс�
планта, с изменением биохимических ритмов ме�
таболизма веществ, в том числе и содержанием
фитогормонов при прохождении растением пе�
риодов роста и покоя. Учитывая большое значе�
ние баланса эндогенных гормонов в определе�
нии тотипотентности [1], естественно предполо�
жить, что компетентность клеток к регенерации
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в значительной степени обусловлена количе�
ством и соотношением эндогенных гормонов.
Сравнение содержания фитогормонов в экс�
плантах P. anomala в годичном цикле его разви�
тия позволило учесть уровень эндогенных гор�
монов в почках и выбрать оптимальное время их
изоляции. Высокое содержание ИУК и цитоки�
нинов, низкое содержание АБК в боковых поч�
ках приходится на март и с августа по октябрь.
Логично вводить в культуру in vitro боковые поч�
ки именно в эти периоды времени.

Исследования показали влияние срока изо�
ляции эксплантов и фазы развития исходного
растения на их регенерационную активность:
самая низкая у почек, изолированных в мае, в
период отрастания побегов, и в октябре, при пе�
реходе к покою, высокая – в августе, в период
окончания формирования почек возобновления
текущего года. Наибольшей регенерационной
способностью обладали боковые почки возоб�
новления и резервные боковые почки P. anomala,
поэтому именно эти группы почек мы рекомен�
дуем для микроразмножения.

С целью выявления оптимального содер�
жания углеводов в питательной среде испыта�
ны сахароза, глюкоза, мальтоза, сорбит, маннит
в концентрации от 20 до 60 г/л. По комплексу
двух показателей (длине побега и количеству
листьев у эксплантов) концентрация сахарозы
40 г/л была оптимальной (рис. 1).

При увеличении концентрации сахарозы
(50 и 60 г/л) наблюдалось удлинение побега,
однако количество листьев не возрастало.

На начальных этапах культивирования бо�
ковых почек были испытаны среды Мурасиге и

Скуга, Уайта, Хеллера. Более высокие показате�
ли выживаемости и темпов развития эксплантов
отмечены на среде Мурасиге и Скуга с половин�
ной концентрацией минеральных солей (рис. 2).

Рисунок 1. Влияние концентрации сахарозы
на длину побега и количество листьев Paeonia

anomala L. через 30 сут. культивирования in vitro
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Рисунок 2. Влияние минерального состава
питательной среды на рост побега

Paeonia anomala L. в культуре in vitro
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Таблица 1. Влияние сроков изоляции боковых почек Paeonia anomala L.
на показатели их инфицированности и жизнеспособности в культуре in vitro
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Примечание: * Срок изоляции и фаза развития растения: в марте – до начала отрастания побегов, в мае – в период
активного роста побегов, в августе – в период окончания формирования почек возобновления, в октябре – при переходе
к периоду покоя. Жизнеспособные и некротированные экспланты относили к неинфицированным.
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Таким образом, установлено, что степень
морфофизиологической активности боковых
почек пиона уклоняющегося в культуре in vitro
зависит от места их расположения на побеге и
срока изоляции экспланта. Определение уров�
ня эндогенных гормонов в боковых почках P.
anomala позволяет выбрать оптимальный срок
изоляции эксплантов. Для размножения in vitro

рекомендуется использовать боковые почки во�
зобновления и резервные боковые почки, ко�
торые обладают высокой регенерационной
способностью. Исследование начальных эта�
пов культивирования вида позволит в даль�
нейшем разработать технологию клонально�
го микроразмножения для решения проблемы
сохранения вида.
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