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Представлены результаты влияния температуры на регенерацию микропобегов и уровень 
содержания фенольных соединений в микропобегах двух видов редких растений в условиях in vitro. 
Показано, что максимальный рост основного и образование адвентивных побегов, листьев происходило 
при температуре 21-23°С. Проведены рекогносцировочные опыты по биохимическому исследованию органов 
и тканей изучаемых видов. Установлено, что листья содержат высокие концентрации фенольных веществ и 
характеризуются большим разнообразием компонентов. Показано, что по мере увеличения температуры 
возрастало содержание суммы фенольных веществ, что негативно влияло на морфогенетический 
потенциал исследуемых видов.
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Введение
Выращивание редких и эндемических видов в условиях in vitro создает 

уникальные возможности для размножения и комплексного изучения указанных 
растений на клеточном и тканевом уровнях [1, 5, 13, 15, 16]. В настоящее время наряду 
с традиционными способами размножения и сохранения растений in situ и ex situ 
активно используют современные биотехнологии. Особая роль в размножении 
растений и изучении процессов морфогенеза in vitro принадлежит физическим 
факторам культивирования, таким как интенсивность освещения, спектральный состав 
света, фотопериод, температура и pH питательной среды [21, 23]. Выявлено, что в 
условиях in vitro физические факторы могут значительно влиять на процессы 
регенерации растений, причем это влияние может сохраняться длительный период [17]. 
Для большинства эксплантов декоративных, плодовых и редких дикорастущих 
растений температурный показатель находится в пределах 22-25°С. Однако различные 
генотипы растений и этапы морфогенеза в условиях in vitro требуют индивидуального 
подхода [4, 21]. Часто при клональном микроразмножении следует принимать во 
внимание температурный показатель, требуемый непосредственно для данного вида 
растений, культивируемого в условиях in situ и ex situ.

Многие из видов редких и эндемичных растений являются источниками ценных 
биологически активных веществ (БАВ), к которым относятся и фенольные соединения. 
Природные фенольные соединения -  перспективный класс противоопухолевых и 
радиопротекторных соединений [11, 20]. Фенольные соединения, являясь
дыхательными пигментами, участвуют в осуществлении процессов дыхания растений, 
в окислительно-восстановительных реакциях и входят в состав некоторых ферментов,
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играя важную роль в фотосинтезе и оказывая влияние на синтез белков. Кроме того, 
вещества фенольной природы проявляют выраженные рострегулирующие свойства, 
тормозя процесс прорастания семян, удлинение стеблей и корней. В то же время они 
обладают фитоцидными свойствами и обеспечивают иммунитет растений к грибной, а 
особенно, к бактериальной инфекции. В литературе не раз сообщалось, что многие 
лекарственные растения в условиях in vitro сохраняют способность к синтезу 
вторичных веществ, в том числе и фенольных соединений. В связи с этим большое 
практическое значение приобретает инициация из них каллусных культур, а также 
культур тканей и органов, как возможных источников биологически активных 
соединений [1, 2, 9, 10]. Однако, накопление продуктов окисления фенолов в условиях 
in vitro приводит к ингибированию деления и роста клеток, что ведет к гибели как 
первичного экспланта, так и самого растения или к уменьшению способности тканей к 
регенерации [3]. Актуальным является определение особенностей накопления как 
суммы фенольных веществ, так и индивидуальных компонентов в тканях растений, 
культивируемых in vitro.

Цель исследований -  оценка влияния температуры на клональное 
микроразмножение и уровень содержания фенольных соединений в регенерантах 
Crépis purpurea (Willd.) М. Bieb.n Si lene jailensis N.I. Rubtzov в условиях in vitro.

Объекты и методы исследования
Исследования выполняли в лаборатории биотехнологии и вирусологии растений 

отдела биологии развития растений, биотехнологии и биобезопасности ФГБУН 
«Ордена Трудового Красного Знамени Никитский ботанический сад -  Национальный 
научный центр РАН» на базе уникальной научной установки «ФИТОБИОГЕН». В 
работе придерживались как общепринятых, так и разработанных в лаборатории 
биотехнологии и вирусологии растений методов [4, 6].

В качестве исходного материала использовали регенеранты редких исчезающих 
видов флоры Крыма: Crépis purpurea (Willd.) М. Bieb., Silene jailensis N.I. Rubtzov, 
полученные в условиях in vitro.

S. jailensis по своей экологической природе относится к облигатным хазмофитам 
-  «растениям трещин», многолетний полукустарничек с моноподиальными побегами. 
С.ригригеа является видом двойной экологической природы, способным к развитию 
как на покрытых трещинами скальных поверхностях, так и на коллювии осыпных 
чехлов. Это многолетние травянистые поликарпики [7]. Изучаемые нами виды внесены 
в Красные книги РФ и Республики Крым и относятся к 3 категории редкости [3].

Для изучения процессов морфогенеза и регенерации растений применяли 
агаризованные питательные среды на основе базовой среды Мурасиге и Скуга (МС) 
[17], которые были дополнены регуляторами роста БАЛ (6-бензиламинопурин, Sigma, 
США) в концентрации 0,1-0,3 мг/л, ИМК (индолил-3-масляная кислота, Sigma, США) -  
0,1-0,3 мг/л и ГКз (гибберелловая кислота, Sigma, США) -  0,1-0,5 мг/л. Все варианты 
сред содержали 30 г/л сахарозы и 9 г/л агара (PanReac, Испания). Контролем служила 
среда без регуляторов роста. pH среды доводили до 5,7-5,8 1 и. раствором NaOH или 
НС1.

Питательные среды автоклавировали при 120°С в течение 5-12 мин в паровом 
стерилизаторе LAC 5060S («DAIHAN LABTECH», Южная Корея). Регуляторы роста и 
витамины вводили в среды после автоклавирования в стерильных условиях бокса 
биологической безопасности SC2 («ESCO», Сингапур). Субкультивирование 
эксплантов осуществляли через каждые 3 недели.

Для изучения влияния температуры в качестве исходных эксплантов 
использовали укороченные побеги без листьев С. purpurea длиной 0,6 см и сегменты
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побегов без листьев длиной 1,0 см у Sjailensis, полученные ранее в условиях in vitro. 
Культуральные сосуды помещали на стеллажи в фитокапсулах «БИОТРОНа» при 
температуре от 21 до 24°С, 16-часовом фотопериоде и освещенности 2,5 клк. 
Субкультивирование эксплантов осуществляли через каждые 10, 20 и 30 суток. 
Учитывали длину побега, количество листьев, количество адвентивных побегов после 
10, 20 и 30 суток культивирования.

Для изучения БАВ различных органов и тканей были приготовлены этанольные 
экстракты из регенерантов. Экстракцию проводили 96% этиловым спиртом (при 
соотношении сырья и экстрагента 1:10) настаиванием в течение 10 сут при комнатной 
температуре. Содержание суммы фенольных веществ определяли спектрофотометрически 
по методу Фолина-Чиокальтео, в пересчете на галловую кислоту (Sigma-Aldrich, 
Германия) [2].

Компонентный состав фенольных соединений определяли на хроматографе 
Ultimate 3000 Dionex Thermo Scientific, укомплектованном 4-канальным градиентным 
насосом LPG-3400SD, со встроенным дегазатором, автоматическим инжектором WPS- 
3000SL, термостатом колонок TCC-3000SD, диодноматричным детектором DAD-3000. 
Для проведения анализа была использована аналитическая хроматографическая 
колонка Eclipse Plus С18, 4.6 на 250 мм, размер частиц 5 мкм. Применяли градиентный 
режим элюирования. Подвижная фаза В -  ацетонитрил, С -  0,1% раствор муравьиной 
кислоты в деионизированной воде: 0-5 мин 5%В, 5-35 мин -  подъём от 5 до 30% В, 35- 
40 мин подъем от 30 до 90 % В, 40-41 мин подъём до 100% В, 41-46 мин -  100% В, 46- 
51 мин снижение от 100% В до 5% В, 51-55 мин 5% В. Скорость потока 0,7 мл/мин. 
Температура термостата колонок 40°С. Объём пробы 7 мкл. Для количественного 
анализа применяли аналитическую колонку Eclipse Plus С18, диаметром 4,6 мм, длиной 
250 мм, размером частиц сорбента 5 мкм. Идентификацию пиков производили на 
основании совпадения времени удерживания аналита и стандартного образца, а также 
совпадения УФ-спектров.

Статистическая обработка данных была проведена согласно общепринятым методам 
математической статистики при помощи стандартного пакета документов Microsoft 
Office Excel (2010).

Результаты и обсуждение
Для получения проростков использовали семена растений С. purpurea и 

S. jailensis, прошедшие холодовую обработку. Апикальные части полученных условиях 
in vitro проростков культивировали на среде Мурасиге и Скуга, дополненной 
регуляторами роста. Для индукции развития адвентивных почек и микропобегов 
наиболее эффективным оказалось введение в питательную среду 0,1 мг/л БАЛ, 0,1 мг/л 
ИМК совместно с 0,1 мг/л ГКз. После 3-го суб культивирования частота регенерации у 
всех исследуемых видов достигала 90-100%. Для дальнейшего размножения 
использовали микрочеренкование полученных in vitro микропобегов и микророзеток на 
среде МС, дополненной 0,1 мг/л БАП или 0,1 мг/л БАП + 0,1 мг/л ИМК + 0,1 мг/л ГКз 
[5]. При этом кроме развития основного побега происходило образование 4-7 
адвентивных побегов или микророзеток.

При изучении морфогенеза и регенерации микропобегов и микророзеток in vitro 
двух видов реликтовых эндемиков экспланты находились под воздействием различных 
температур в диапазоне 21-24°С. При этом была отмечена видоспецифичная реакция. 
Так, у вида S. jailensis после 30 суток культивирования положительные результаты 
получены при 21-22°С. Микропобеги компактные с укороченными междоузлиями, 
одинаковой длины (1,7-1,9 см); количество дополнительных побегов составило 1,8-2,0
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шт. Листья темно-зеленые, нормального размера; общее количество -  22,3-24,0 шт., вес 
экспланта 89,0-220,0 мг (табл.1, рис. 1А).

Таблица 1
Морфометрические показатели микропобегов Silene jailensis N.I. Rubtzov в культуре in vitro через 

30 суток культивирования при различной температуре

Темпе
ратура
°С

Размер
исх.

эксп.см

Вес исходного 
экспланта, мг

Размер 
экспланта 

через 30 сут., 
см

Вес экспланта 
через 30 сут., 

мг

Общее кол-во 
листьев, шт.

Кол-во 
дополнит, 

побегов, шт.

21 1,0 16,6±0,92 1,70±0,90 89,0±0,73 22,9± 1,97 2,0±0,19
22 1,0 16,6±0,92 1,90±0,05 220,0±0,73 24,0±2,29 1,8±0,31
23 1,0 16,7±0,92 2,9±0,27 229,3±0,75 18,5±1,19 2,3±0,21
24 1,0 16,7±0,92 2,9±0,19 220,0±0,74 17,1±1,8 2,0±0,37

Интенсивный рост и последующее угнетение развития микропобегов N. ]аИет1,н 
наблюдали при температуре 23-24°С, при этом с ростом температуры отмечали 
изменение морфологии побега, уменьшение размеров в радиальном направлении, 
наличие удлиненых междоузлий и листьев разного размера (рис. 1Б).

Рис. 1 Экспланты Silene jailensis N.I. Rubtzov после 30 суток культивирования при температуре
21°С (А) и 24°С (Б). Масштаб 1 см

Через 30 суток культивирования побеги достигали 2,9 см, количество 
дополнительных побегов составило 2,0-2,3 шт./эксплант, общее количество листьев -  
17,1-18,5 шт./микропобег, вес экспланта -  220,0-229,3 мг (табл. 1). Культивирование 
при температуре 24°С способствовало формирование рыхлого каллуса в основании 
побегов, что угнетало дальнейшее развитие микропобегов и приводило к их гибели.

Для эксплантов С. purpurea также прослеживалась зависимость их 
морфогенетического потенциала от температуры культивирования. Так при 
температуре 21°С длина побега составила 0,91 см, количество дополнительных побегов 
-  1,8 шт./эксплант, общее количество листьев на коротких черешках -  22,05 
шт./микропобег и вес экспланта через 30 суток культивирования составил 726,0 мг 
(табл. 2, рис. 2 А). Наряду с этим наблюдали некроз листьев, замедление формирования 
дополнительных побегов и впоследствии угнетение развития.
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Таблица 2
Морфометрические показатели микропобегов Crépis purpurea (Willd.) М. Bieb. в культуре in vitro 

через 30 суток культивирования при различной температуре

Темпе­
ратура0
С

Размер
исх.

экспл.,
см

Вес исходного 
экспланта, мг

Размер
экспланта через 

30 сут., см

Вес
экспланта 

через 30 сут., 
мг

Общее 
количество 

листьев, шт.

Количество 
дополнитель­
ных побегов, 

шт.
21 0,6 69,6±0,64 0,91 ±0,01 726,0±7,02 22,5±2,26 1,8±0,40
22 0,6 69,6±0,64 0,95±0,02 1075±14,9 25,0±2,36 2,4±0,43
23 0,6 70,1±0,68 0,93±0,03 791,6±4,40 26,8±2,73 2,3±0,16
24 0,6 69,5±0,65 0,95±0,02 750±2,86 26,8± 1,96 2,6±0,40

Оптимальной для роста и развития микророзеток была температура 22-23°С. 
Через 30 суток культивирования длина укороченного побега достигала в среднем 0,94 
см, количество адвентивных микророзеток -  2,4 шт./эксплант, общее количество 
листьев -  25,0-26,8 шт./микропобег, вес конгломератов микророзеток достигал 791,0- 
1075 мг (табл. 2, рис. 2 Б). При температуре 22°С черешки листьев были удлиненные, 
тогда как при температуре 23 °С — конгломераты микророзеток более компактные и 
однородные.

Рис. 2 Экспланты Crépis purpurea (Willd.) М. Bieb. после 30 сут культивирования при температуре
21°С (А) и 23°С (Б). Масштаб 1 см

Повышение температуры до 24°С снижало морфогенетический потенциал 
растений С. purpurea. При этом отмечали некроз отдельных листьев, в процессе 
развития эксплантов в питательную среду интенсивно выделялись фенолы, что 
способствовало изменению ее окраски (от светло-зеленой до темно-коричневой). В 
результате происходило ингибирование дальнейшего развития микророзеток и 
приводило к их гибели.

Проведенные эксперименты подтвердили видоспецифичность редких 
дикорастущих растений к температуре культивирования в условиях in vitro, что 
характерно для многих других видов растений. Так каллус Begonia venosa Skan., 
который удалось индуцировать из эксплатов соцветий на питательной среде, 
дополненной 0,5 мг/л БАП и 0,5 мг/л НУК, культивировали при температуре 21°С. 
Снижение температуры до 17°С замедляло индукцию и рост каллуса, тогда как 
повышение до 25°С вызывало его некроз [21]. Экспланты из чешуй луковиц гиацинта, 
культивируемые при температуре 15-20°С, формировали многочисленные микропобеги 
in vitro, тогда как экспланты, культивируемые при 25°С формировали единичные 
побеги [3].
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Для большинства древесных и некоторых травянистых растений окисление 
фенольных соединений является серьезной проблемой в культуре in vitro. 
Фенольные соединения, как правило, образуются в ответ на стресс, вызванный 
изменением физических факторов культивирования, в частности температуры [9, 
12]. В процессе клонального микроразмножения при окислении фенолов 
затрудняется поступление питательных веществ к эксплантам, что может вызвать их 
гибель. Частые пассажи на свежую среду, использование древесного угля, 
аскорбиновой кислоты позволяет уменьшить негативное влияние процесса 
окисления фенолов в условиях in vitro.

В результате проведенных рекогносцировочных опытов по биохимическому 
исследованию органов и тканей установлено, что листья содержат высокие 
концентрации фенольных веществ и характеризуются большим разнообразием 
компонентов. Для определения участия веществ фенольной природы в процессах 
роста и развития растений в условиях in vitro проведены исследования 
компонентного состава и содержания фенольных соединений в этанольных 
экстрактах из регенерантов С. purpurea, которые культивировались при различных 
температурах. Среди фенольных веществ С. purpurea с помощью метода ВЭЖХ 
идентифицированы флавоноиды (кверцетин, рутин, а ткаже производные 
кемпферола) и гидроксикоричные кислоты (кофейная, дикофеилхинная, 
розмариновые кислоты) (табл. 3, рис.З). Наибольшим разнообразием компонентного 
состава фенольных соединений отличался экстракт из регенерантов С. purpurea, 
которые развивались при температуре 21°С. Минимальные содержаня суммы 
фенольных соединений и индивидуальных компонентов выявлено в регенерантах, 
культивируемых при температуре 23°С, максимальное -  при 24°С. В экстракте 
С. purpurea при температуре 24°С обнаружена дикофеилхинная кислота в 
достаточно высокой концентрации, которая отсутствовала в эксплантах, 
выращенных при других температурах.

Таким образом, повышение температуры культивирования до 24°С вызывало 
интенсификацию процессов биосинтеза фенольных соединений в тканях 
С. purpurea, что приводило к значительному увеличению их содержания, в 
основном, за счет гидроксикоричных кислот. При температуре 24°С наблюдали 
интенсивное окрашивание питательной среды сначала в зеленый, а потом в 
коричневый цвет. Высокие концентрации фенольных веществ вызывали снижение 
морфогенетического потенциала вида, вплоть до гибели эксплантов.

Т аблица 3
Содержание фенольных соединений в эксплантах Crépis purpurea (Willd.) М. Bieb. при 

различных температурах культивирования

Соединение Содержание, мг/100 г (в пересчете на сырой вес)
21°С 22°С 23°С 24°С

транс-Кофейная кислота 38,0±3,8 64,0±6,4 55,0±5,5 110±11
Рутин зо,о±з,о 152±15 52,0±5,2 340±34
Дикофеилхинная кислота - - - 443±44
Розмариновая кислота 87,0±8,7 - - -

Кверцетин 13,2±1,3 - - -

Сумма фенольных соединеницй 
(в пересчете на галловую 
кислоту)

270±8 286±9 218±7 1020±30
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Рис. 3 Хроматограммы этанольных экстрактов из эксплантов Crépis purpurea (Willd.) М. Bieb. при 
различной температуре культивирования в условиях in vitro: А -  21°С; Б -  22°С; В -  23°С; Г -  24°С

Аналогично был изучен компонентный состав и содержание фенольных 
соединений в этанольных экстрактах из регенерантов А /ш /ш й. Установлено, что при 
всех температурах культивирования в тканях А jaiiensis присутствуют рутин, 
кемпферол, кофейная и дикофеилхинная кислоты (рис.4, табл. 4).

Таблица 4
Содержание фенольных соединений в эксплантах Silene jailensis N.I. Rubtzov при различных

температурах культивирования

Соединение Содержание, мг/100 г (в пересчете на сырой вес)
21 °С 22° С 23°С 24°С

транс-Кофейная кислота 104±10 103±10 127±12 202±20
Рутин 540±54 448±45 310±31 282±28
Кемпферол 63,0±6,3 77,0±7,7 53,0±5,3 53,0±5,3
Дикофеилхинная кислота 470±47 702±70 840±84 850±85
Сумма фенольных 
соединений (в пересчете на 
галловую кислоту)

1320±40 1470±44,1 1592±48 1715±51

По мере увеличения температуры возрастало и содержание суммы фенольных 
веществ. Однако концентрации отдельных компонентов изменялись разнонаправленно.
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Рис. 4 Хроматограммы этанольных экстрактов из эксплантов Silene jailensis N.I. Rubtzov при 
различной температуре культивирования в условиях in vitro: А -  21°С; Б -  22°С; В -  23°С; Г -  24°С

Так, содержание гидроксикоричных кислот (кофейной и дикофеилхинной) 
возрастало, достигая максимума при температуре 24°С. Максимальное содержание 
рутина выявлено в растениях, выращенных при температуре 21°С, затем его 
концентрация постепенно снижалась. Для кемпферола максимальное содержание 
выявлено при 22°С, минимальное -  при 23°С и 24°С.

Выводы
В результате проведенных исследований установлено, что морфогенетический 

потенциал в условиях in vitro, компонентный состав и содержание фенольных 
соединений в тканях регенерантов С. purpurea и S. jailensis в значительной степени 
зависят от температуры культивирования эксплантов. Выявлена видоспецифичность 
эндемичных видов по отношению к температуре культивирования. Показано, что 
оптимальная температура для роста и развития микророзеток С. purpurea находилась в 
интервале 22-23°С, а для S. jailensis -  21-22°С. Полученные микропобеги не имели 
морфологических отклонений, были жизнеспособными и активно образовывали 
адвентивные побеги и новые листья.

При температуре 21-23°С содержание фенольных веществ в регенерантах 
С. purpurea находится на одном уровне, который не оказывает угнетающего действие на 
рост и развитие регенерантов. Увеличение температуры культивирования до 24°С 
приводит к резкому росту концентрации фенольных веществ (более чем в 4 раза), в 
результате которого происходит гибель растений. В регенерантах S. jailensis 
увеличение температуры культивирования приводит к росту суммарного 
содержания фенольных соединений, транс-кофейной и дикофеилхинной кислот. 
При температурах 23°С и 24°С содержание этих веществ превышает сумму фенольных 
соединений в 1470 мг/ 100 г, что критично для последующего развития регенерантов, 
приводя к различным морфобиологическим изменениям у полученных растений
S. jailensis.



ISSN 0513-1634 Бюллетень ГНБС. 2020. Вып. 135 95

Анализ полученных данных позволяет предположить, что интенсификация 
образования дикофеилхинной кислоты может играть важную роль в снижении и 
утрате жизнеспособности у растений С. purpurea в культуре in vitro.

Работа была выполнена в рамках Госзадания № 0829-2019-0038 ФГБУН «НБС- 
ННЦ»
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The results of temperature influence on the regeneration of microshoots and the level of phenolic 
compounds in microshoots of two rare plant species under in vitro conditions are presented. It is shown that the 
maximum growth of the main and the formation of adventitious shoots, leaves occurred at a temperature of 21- 
23°C. Reconnaissance experiments on the biochemical study of organs and tissues of the studied species were 
conducted. It was found that the leaves contain high concentrations of phenolic substances and are characterized 
by a wide variety of components. It is shown that as the temperature increased, the content of the sum of 
phenolic substances increased, which negatively affected the morphogenetic potential of the studied species.
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