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УДК 631.522.23(04) 

 Были введены в культуру и подобраны оптимальные 

условия для микроразмножения 17 видов эндемиков Кыр-

гызстана.  Разработаны  протоколы получения искус-

ственных семян.  Определены условия стандартизации 

микрочеренков, используемых для инкапсуляции. Показана 

важность этапа закаливания растений перед получением 

искусственных семян.  

Ключевые слова: эндемики, сохранение ex situ, культу-

ры in vitro, микроразмножение, меристемы, искусствен-

ные семена. 
 

Were introduced into the culture and optimized conditions 

for micropropagation of 17 endemic species in Kyrgyzstan. 

Were developed protocols to get artificial seeds. The condition 

was determined for standardization of micro cutting for encap-

sulation usage. The importance of the stage to train plants 

before obtaining artificial seeds was shown. 

Key words: endemic species, ex situ conservation, culture 

in vitro micropropagation, meristem, artificial seeds. 
 

Технология получения "искусственных семян"  
заключается в получении инкапсулированных апи-
кальных  и пазушных   меристем   с целью длитель-
ного сохранения в условиях криоконсервации. Такая 
технология способствует сохранению генетических 
признаков растений, а полимерная капсула позволяет 
защитить семена от воздействия внешней среды. 
Особенно важна эта разработка для эндемиков, ред-
ких и исчезающих видов растений с целью их сохра-
нения in vitro, а также для реинтродукции в есте-
ственные условия местообитания. Семенной банк  
дикорастущей флоры Кыргызстана функционирует в 
Институте биотехнологии НАН КР с 2005 года. За 
эти годы    собраны семена  208 эндемиков и редких 
видов растений.   Часто количество собранных семян 
для некоторых видов бывает  крайне ограничено, а  
всхожесть семян многих видов низкая из-за пораже-
ния болезнями. В такой ситуации использование ме-
тодов размножения in vitro используется для нара-
ботки больших партий посадочных единиц для вос-
становления ареалов редких растений. Другое пре-
имущество этого метода состоит в освобождении 
растительного материала от вирусных, бактериаль-
ных и грибных инфекций. В последнее время интен-
сивно развиваются технологии получения "искус-
ственных семян" из размножаемых  in vitro растений. 
Они рассматриваются как эффективный альтерна-
тивный метод размножения редких и некоторых 
коммерчески важных видов. "Искусственные семе-

на" могут также служить способом средне и долго-
временного хранения генетического материала рас-
тений, а также удобной формой обмена стерильным 
материалом между лабораториями.  

Материалы и методы 
Объектами исследований служили эдемики и 

редкие виды  растений, семена которых были собра-
ны д.б.н. Лазьковым Г.А. в  экспедициях 2005-2009 
годов, и хранящихся   криобанке Института биотех-
нологии НАН КР. 

 В ходе работы   были использованы следующие 
методы:    

- стерилизация семян проводилась по общеприня-
тым методикам [1,2]; 

- подбор оптимальных режимов проращивания 
семян [3,4,5];  

- определение всхожести [6,7]; 
- подбор и оптимизация сред для микроразмно-

жения. Основой всех сред для микроразмножения 
была агаризованная среда MS В-5 и Стрита с добав-
лением фитогормонов и гормоноподобных синтети-
ческих регуляторов роста в различных концентраци-
ях и сочетаниях [8,9];  

- подбор и оптимизация сред для   укоренения 
полученных побегов [8,9];  

- получение искусственных семян из апикальных 
и латеральных меристем методом инкапсулирования 
в альгинатный гель [10,11,12].   

Проращивание семян и введение растений в сте-
рильную культуру  

Для введения растений в культуру in vitro и одно-
временного определения всхожести семян их стери-
лизовали и высаживали для проращивания в чашки 
Петри с агаризованной средой Мурасиге и Скуга без 
гормонов. Стерилизацию семян проводили по обще-
принятым методикам [1] несколькими способами, в 
зависимости от морфологии семян. Мелкие семена с 
тонкой кожурой выдерживали 30-40 секунд в 96 эти-
ловом спирте, 5 минут в 5% растворе гипохлорита 
натрия, после каждого этапа - несколько раз отмыва-
ли стерильной дистиллированной водой. Толсто-
стенные семена стерилизовали концентрированной 
серной кислотой от 5 до 60 минут в различных вари-
антах. При такой стерилизации мы одновременно 
проводили и скарификацию толстостенных семян. 
Семена, требующие холодной стратификации, по-
мещали в холодильник при 4-5С. Остальные  семена 
проращивали при температуре 18 -22С°. Если при 
таком режиме проращивания семена не прорастали, 
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то их подвергали холодной стратификации при тем-
пературе 4 -5С° с последующим проращиванием при 
18-22С°. Для некоторых видов пришлось применять 
режим с неоднократной сменой температур. 

Проводился подбор сред для успешного микро-
размножения, при котором сохранялась бы идентич-
ность наследственного материала с исходными рас-
тениями. Активация роста пазушных меристем при 
размножении микрочеренкованием или образование 
адвентивных побегов непосредственно из специали-
зированных тканей экспланта, без образования кал-
луса, позволяют выполнить это условие [7].    

Основой всех испытываемых сред были агаризо-
ванные среды Мурасиге и Скуга (MS), Стрита (S) и 
В-5, с добавлением фитогормонов и гормоноподоб-
ных синтетических регуляторов роста в различных 
концентрациях и сочетаниях. 

Для мультипликации побегов использовались 
среды с добавлением цитокининов: кинетина (Кин) и 
6-бензиламинопурина (БАП). В некоторых случаях 
для пробуждения пазушных почек достаточно было 
снять апикальное доминирование, удалив верхушку. 
При укоренении полученных побегов применяли 
среды с добавлением регуляторов роста ауксинового 
типа: a - нафтилуксусную кислоту (НУК), g- индо-
лилмасляную кислоту (ИМК), 2,4- дихлорфенокси-
уксусную кислоту (2,4- Д), - индолилуксусную кис-
лоту (ИУК). 

Получение искусственных семян. Растения разре-
зали на микрочеренки размером 1,5-2 мм, на которых 

были расположены по 1 или 2 апикальные или лате-
ральные меристемы.   Микрочеренки суспендирова-
ли в небольшом количестве 3%-ного раствора альги-
ната натрия на среде MS или В-5 без гормонов или с 
добавлением 1мг/л ИМК. Затем эту суспензию сте-
рильной пипеткой капали в 100мМ  раствор хлори-
стого кальция на среде MS для затвердевания геля и 
образования бусинок. Бусинки отмывали от  хлори-
стого кальция в жидкой  среде MS и помещали в сте-
рильную чашку Петри без среды. Часть искусствен-
ных семян сразу же подвергали проращиванию (кон-
троль). Остальные хранили при 4°С, после одного и 
двух месяцев хранения  шарики высаживали на сре-
ду для регенерации растений  [12]. 

Результаты и их обсуждение 
 Для проведения работ по получению искус-

ственных семян нами были введены в стерильную 
культуру 17 видов растений.  Экспланты каждого 
вида высаживались на 6 сред, подобранных нами в 
предыдущих исследованиях для размножения расте-
ний. В следующих пассажах мы сравнивали между 
собой лучшие из вариантов первого опыта и уточня-
ли состав среды. Для всех 17 видов были получены 
стабильно растущие, хорошо размножаемые и уко-
реняющиеся культуры.  

   Все виды растений образовывали длинные 
междоузлия и размножались микрочеренкованием 
кроме  Silene eviscosa, для которого был подобран 
свой метод микроразмножения. Результаты подбора 
сред для микроразмножения приведены в табл.1. 

Таблица 1.  

Способы и оптимальные среды для микроразмножения эндемиков и редких видов растений 
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Nepeta 
pseudococanica 

Pojark. 
микрочеренкование St +1мг/л ИМК St +1мг/л ИМК 

Salvia 
schmalhausenii 

Regel 
 

микрочеренкование B-5+0,1мг/л БАП+0,2 мг/л ГК MS+1мг/л ИУК 

Scutellaria 
andrachnoides Vved 

 
микрочеренкование B-5+1мг/л ИМК St +1мг/л ИМК 

Scutellaria lanipes 
Juz. 

микрочеренкование B-5+1мг/л ИМК St +1мг/л ИМК 

Colutea brachyptera 
Sumn. 

 
микрочеренкование MS+1мг/л ИУК MS+1мг/л ИУК 

Hedysarum enaffae 
B. Sultanova 

 
микрочеренкование MS+0,1мг/л БАП+0,2 мг/л ГК В-5+1мг/л ИМК 

Tanacetopsis setacea 
(Regel et Schmalh.). 

микрочеренкование MS +1мг/л ИМК St +1мг/л ИМК 

Trichanthemis 
paradoxos (C. 
Winkl.) Tzvel. 

микрочеренкование 
MS +1мг/л ИУК 

 
St +1мг/л ИМК 

 

 
Следующим этапом работы было получение соб-

ственно искусственных семян. Выделяли черенки 4-5 
мм длиной, на которых присутствовало по 2 супро-
тивных меристемы. Апикальные меристемы в опыт 
не брали, так как они отрастают намного быстрее 
латеральных, что затрудняет подведение результа-
тов. Не смотря на это у 1/3 искусственных семян, как 
в контроле, так и после хранения меристемы начина-
ли давать побеги значительно позже. В результате 
мы пришли к выводу, что следует стандартизировать 
микрочеренки, выделяемые для инкапсуляции, по 
положению на растении и не использовать нижние 
черенки.  

Все виды растений отлично росли на среде Гам-
борга В-5 с добавлением 1мг/л ИМК, поэтому мы 
начали получение искусственных семян, заключая 
меристемы в альгинат приготовленный на этой сре-
де. С большинством видов были получены положи-
тельные результаты, но черенки шлемников практи-
чески полностью превращались в каллус, но не поги-
бали. Для таких видов требуется индивидуальный 
подбор сред, поскольку состав среды, в которой хра-
нятся меристемы, имеет большое значение для со-
хранения жизнеспособности искусственных семян.  
Оптимальной средой для выживания меристем была 
среда Гамборга В-5. Добавление гормона ИМК, не-
обходимого для развития растений значительно сни-
жало выход нормальных побегов, увеличивая каллу-
сообразование, особенно после длительного хране-
ния. Поэтому в дальнейших опытах со всеми видами 
мы исключили добавление гормонов в альгинатный 
гель, в котором хранятся черенки, но после хранения 
семена высаживались на среду, содержащую нор-
мальную концентрацию ИМК. Некоторые исследо-
ватели наоборот применяют предварительную обра-
ботку черенков гормонами для инициации корнеоб-

разования перед  заключением в гель, не содержа-
щий гормонов.  

Жизнеспособность полученных семян проверя-
лась сразу же после инкапсулирования и через опре-
деленные промежутки времени  после хранения  при  
+ 4°С для определения максимального срока  со-
хранности искусственных семян (рис.1). 

 
 

 
Рис.1. Восстановление и последующая регенерация расте-

ний из "искусственных семян"  эндемика  Nepeta 
pseudococanica 
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    В литературе описываются протоколы получе-
ния искусственных семян из стерильных проростков 
и эмбриоидов как без предварительной подготовки, 
так и с использованием холодового закаливания в 
течение 2-4 недель. Мы испытали оба эти варианта 
для всех видов растений. Результаты этих опытов 
подчеркивают важность этапа закаливания растений 
перед получением искусственных семян. Особенно 

это видно на примере краснокнижного вида 
Scutellaria andrachnoides Vved, искусственные семе-
на которого полностью теряли всхожесть в течение 
месяца. Тогда как после закаливания их жизнеспо-
собность оставалась практически на уровне исход-
ной даже после 2 месяцев хранения. Результаты 
определения жизнеспособности искусственных се-
мян приведены в табл. 2. 

Таблица 2.  
Влияние холодовой закалки на получение жизнеспособных искусственных семян  

Вид Без холодовой закалки После холодовой закалки 
 Срок 

хранения 
Посажено 
семян 

Кол-во  побегов Срок 
хранения 

Посажено 
семян 

Кол-во  
побегов 

1 2 3 4 5 6 7 

 
Silene  

sussamyrica  

Контроль 40 24 Контроль 40 32 
1 месяц 40 24 1 месяц 40 32 
2 месяца 40 22 2 месяца 40 28 
3 месяца - - 3 месяца 40 25 
5 месяцев - - 5 месяцев 40 20 

 
Silene 

 fetissovii  

контроль 40 25 контроль 40 34 
1 месяц 40 26 1 месяц 40 33 
2 месяца 40 23 2 месяца 40 27 
3 месяца - - 3 месяца 40 24 
5 месяцев - - 5 месяцев 40 18 

Allochrusa 
paniculata  

контроль 20 8 контроль 20 11 
1 месяц 20 6 1 месяц 20 8 

 
Nepeta 

pseudococanica  

контроль 40 28 контроль 40 40 
1 месяц 40 26 1 месяц 40 36 
2 месяца 40 22 2 месяца 40 30 
3 месяца - - 3 месяца 40 10 
5 месяцев - - 5 месяцев 40 0 

 
Salvia 

schmalhausenii  

контроль 40 18 контроль 40 32 
1 месяц 40 12 1 месяц 40 21 
2 месяца 40 2 2 месяца 40 18 
3 месяца - - 3 месяца 40 11 
5 месяцев - - 5 месяцев 40 8 

 
Scutellaria 

andrachnoides  

контроль 40 10 контроль 40 40 
1 месяц 40 0 1 месяц 40 38 
2 месяца 40 0 2 месяца 40 35 
3 месяца - - 3 месяца 40 36 
5 месяцев - - 5 месяцев 40 33 

 
Scutellaria  

lanipes  

контроль 40 4 контроль 40 21 
1 месяц 40 0 1 месяц 40 20 
2 месяца 40 0 2 месяца 40 16 
3 месяца - - 3 месяца 40 12 
5 месяцев - - 5 месяцев 40 9 

 

 
Таким образом, в результате исследований нами 

были   подобраны оптимальные среды для микрораз-
множения и укоренения для всех 17 испытуемых 
видов эндемиков и редких видов растений. Разра-
ботаны протоколы получения искусственных семян. 
Выявлена необходимость стандартизировать микро-
черенки, выделяемые для инкапсуляции, по положе-
нию на растении и не использовать нижние черенки. 
Оптимальной средой для выживания меристем 
большинства видов была среда Гамборга В-5. Для 
некоторых из них, таких как шлемники, в случае, 
если эта среда не подходит, следует оптимизировать 
условия  индивидуально. Экспериментально показа-

на важность этапа закаливания растений перед полу-
чением искусственных семян. 

Метод получения искусственных семян исполь-
зуется в научных целях, одной из которых является 
сохранение исчезающих растений. Эндемики и ред-
кие виды могут быть реинтродуцированы в есте-
ственные природные условия с помощью "искус-
ственных" семян. Кроме того, возможны новые фор-
мы использования "искусственных семян" хозяй-
ственно ценных видов растений, например, растений 
- гипераккумуляторов металлов для фиторемедиации 
загрязненных почв и т.д. 
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