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Аннотация: исследована возможность культивирования G. scythica 

и G. tanaitica в условиях in vitro. Разработана схема стерилизации семен-
ных эксплантов с применением этанола, перекиси водорода и обжига се-
мян в пламени. Подобраны питательные среды для эффективной мульти-
пликации и ризогенеза побегов объектов исследования in vitro. 
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Микроклональное размножение – один из эффективных методов со-

хранения редких и исчезающих растений [21]. 
Представители семейства Fabaceae являются важной частью степной 

флоры России и представлены в Красной книге Ростовской области 17 ви-
дами [10. С. 180–187]. Два из них – Genista scythica Pacz и Genista tanaitica 
P. Smirn. имеют угрожаемый статус 3 в, д – редкий вид, приуроченный к 
узким экологическим условиям и обладающий малым ареалом, который 
частично расположен на территории Ростовской области. [10. С. 193–194]. 
G. tanaitica в Красной книге Российской Федерации имеет статус 3 – ред-
кий вид [9. С. 233]. 

G. scythica – степной кустарничек с многочисленными желтыми 
цветками [18. С. 58–59]. Причерноморско-крымский эндемик. Распростра-
нён в Украине и в России – в Горном Крыму и Ростовской области [4. С. 
301; 5; 6. С. 82; 12. С. 196; 16. С. 164–173; 17. С. 196]. Ксерофитный, ге-
лиофитный, петрофитный и кальцефильный вид. Произрастает на выходах 
карбонатных пород [5. С. 98]. Хамефит, энтомофил, автохор.  Включён в 
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Красную книгу Украины [12. С. 463], в Приложение к Красной книге Рос-
сии [9. С. 785]. Может использоваться как декоративное, медоносное и 
противоэрозионное растение. Ядовит [10. С. 193]. 

Genista tanaitica P. Smirn. – степной кустарник с ярко-желтыми цвет-
ками в многочисленных соцветиях [18. С. 67]. Донецко-донской эндемик, 
распространённый в Украине и в России [2. С. 50–57; 15. С. 26; 13. С. 88; 
17. С. 196]. Является ксерофитным, гелиофитным, петрофитным и кальце-
фитным видом, облигатным меловиком. Предпочитает выходы чистого 
мелового щебня и плотного коренного мела [1. С. 33–38; 2. С. 50–57]. 
Нанофанерофит, энтомофил, автохор. Входит в Красную книгу РФ [9. С. 
233], в Красные книги Волгоградской [7. С. 111] и Воронежской [8. С. 91] 
областей. Декоративный, медоносный, противоэрозионный и ядовитый 
вид [10. С. 194]. 

Для обоих видов лимитирующими факторами являются: узкая эколо-
гическая амплитуда, уничтожение естественных местообитаний, антропо-
генные нарушения среды обитания, природно-историческая редкость ви-
дов [10. С. 193–194]. 

Неизвестен опыт культивирования in vitro данных видов. Удалось 
обнаружить данные о микроклонировании других представителей рода 
Genista. Для стерилизации G. monosperma использовали гипохлорит натрия 
2%, для мультипликации – среду BH + 0,1 мг/л BAP, для ризогенеза – BH + 
1 мг/л IAA [23. С. 544–545]. В случае с G. aetnensis: стерилизация – 70% 
раствор этанола и 1,05% раствор гипохлорит натрия, а также Tween-20 в 
дистиллированной воде; мультипликация – MS + 0,1 мг/л BAP; ризогенез – 
MS + 1 мг/л IAA [24. С. 559–560]. Для других представителей Genista эф-
фективная мультипликация наблюдалась на питательных средах SH + 9,84 
мМ DAP + 0,99 мM TDZ, SH + 4,92 мМ IBA; ризогенез – SH + 2,68 мМ 
NAA [31. С. 561–567]. 

Цель исследования – разработать протоколы микроклонального раз-
множения угрожаемых видов, занесенных в Красную книуи Ростовской 
области Genista scythica Pacz и Genista tanaitica P. Smirn. 

Материалы и методы. Работа была выполнена на базе Лаборатории 
клеточных и геномных технологий растений Ботанического сада ЮФУ. 

Для введения в культуру объектов исследования в качестве эксплан-
тов использовались семена, собранные на Питомнике редких и исчезаю-
щих растений Ботанического сада ЮФУ. 

Для стерилизации семенных эксплантов использовались следующие 
методики стерилизации: 

1. C2H5OH 70% + H2O2 3% 1:1 10 мин – C2H5OH 96% 1 сек – обжиг 
пламенем горелки 1 сек; 

2. C2H5OH 70% + H2O2 3% 1:1 10 мин – 0,1% Hg(NO3)2 7 мин – H2O 4 
раза по 5 мин; 
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3. C2H5OH 70% + H2O2 3% 1:1 10 мин – 0,2% AgNO3 7 мин – H2O 4 
раза по 5 мин; 

4. NaClO 20% 15 мин – H2O 4 раза по 5 мин. 
Семена проращивались на питательной среде MS [27] с добавлением 

BAP в концентрации 0,5 мг/л. 
Для стимулирования мультипликации использовались минеральные 

основы MS, ½MS, Gamborg & Eveleg (B5) [22], ½ B5 с внесением цитоки-
нинов BAP, мета-тополин (mT) и кинетин (KIN) в концентрациях: 0,0, 0,5, 
1,0, 1,5, и 2,0 мг/л. 

Ризогенез стимулировался питательными средами ½MS и WPM [26] 
с ауксинами IAA, IBA, NAA в концентрациях 0,0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 мг/л. 

Пассажи растений производились в ламинар-боксе с использованием 
стерильных инструментов. pH питательных сред доводился до 6,30 с по-
мощью 1 М КОН. Стерилизация питательных сред производилась в авто-
клаве MLS-3751L (Sanyo) при температуре 121°С и давлении 1,5 атмосфе-
ры в течение 30 минут. Растения культивировались при постоянной темпе-
ратуре 25°С и 16-часовом фотопериоде. 

В ходе эксперимента определялись такие параметры, как: процент 
стерильных семян, коэффициент мультипликации побегов – среднее коли-
чество побегов на растение, процент ризогенеза. Для полученных значений 
коэффициента мультипликации производился сравнительный анализ с 
применением t-критерия Стьюдента при p=0,05 [11. С. 113], а также мно-
гофакторный дисперсионный анализ ANOVA с применением программ 
Statistica 13.3 и Microsoft Excel, где в качестве факторов, влияющих на из-
менение значений параметра являлись: тип минеральной основы, тип регу-
лятора роста, концентрация регулятора роста. 

Результаты и обсуждение. Из всех испытанных схем стерилизации 
семенных эксплантов методика №1 позволила добиться 100% стерильно-
сти семян для всех объектов исследования (рис. 1). 

Стерилизация семян нитратами ртути Hg(NO3)2 и серебра AgNO3 при-
вела к стерильности 90% и 95% для G. scythica и 85% и 80% для G. tanait-
ica соответственно. Применение гипохлорита натрия привело к сравни-
тельно низкому уровню стерильности – 50% и 55% для G. scythica и G. 
tanaitica соответственно. 

Использование схемы стерилизации №1 оказалось эффективным, се-
мена нормально прорастали. Предполагаем, что обжиг в пламени оказывал 
не только стерилизующее, но и скарифицирующее действие. Данная мето-
дика была успешно апробирована нами на примере другого угрожаемого 
вида Ростовской области Hedysarum cretaceum Fisch. [3]. Судя по всему, 
нитраты в схемах №2 и №3 проникали через семенную кожуру эксплантов 
и повреждали зародыш, так как всхожесть при данных методиках стерили-
зации была невысокой. Возможно, это связано с губительным воздействи-
ем данных стерилизующих агентов на зародыши семян. Семенная кожура 
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представителей трибы Genisteae часто несколько тоньше таковой у видов 
других триб Fabaceae, особенно в области строфиолума [14. С. 79]. Схема 
стерилизации №4 показала меньшую эффективность. Спустя неделю после 
пассажа до 65% семян оказались поражены бактериальной или грибковой 
инфекциями. 

 

 
Рис. 1. Показатели стерильности семян Genista scythica (A) и Genista tanaitica (B)  

с применением избранных методик стерилизации 
 
Результаты экспериментов по подбору питательных сред для мульти-

пликации побегов отражены в табл. 1. 
 

Таблица 1 
 

Средние значения коэффициента мультипликации  
исследуемых видов растений in vitro 

 
 MS B5 ½MS ½B5 

Genista scythica 
Контроль 2,05±0,26 1,05±0,05 1,50±0,17 1,05±0,05 

BAP, мг/л 

0,5 1,90±0,20 1,50±0,17 1,60±0,24 1,85±0,21* 
1,0 1,45±0,17 2,35±0,17* 2,05±0,17* 1,35±0,15 
1,5 1,20±0,09 1,35±0,11 1,05±0,05 1,65±0,18 
2,0 1,30±0,16 1,25±0,12 1,15±0,08 1,15±0,08 

mT, мг/л 

0,5 1,30±0,11 1,40±0,13 1,90±0,21* 1,95±0,18* 
1,0 1,25±0,12 1,05±0,05 2,15±0,25* 1,45±0,17 
1,5 1,50±0,17 1,15±0,08 2,10±0,22* 1,55±0,20 
2,0 1,35±0,11 1,35±0,11 1,60±0,23 1,20±0,09 

  

A B 
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Продолжение таблицы 1 

KIN, мг/л 

0,5 1,35±0,15 2,10±0,22* 1,60±0,19 1,50±0,17 
1,0 1,60±0,22 1,60±0,22 2,10±0,22* 1,70±0,18 
1,5 2,10±0,24* 1,45±0,17 1,80±0,17 1,30±0,13 
2,0 1,80±0,20 1,50±0,18 1,90±0,23* 1,95±0,24* 

Genista tanaitica 
Контроль 1,75±0,20 4,15±0,45* 2,00±0,15 2,25±0,27 

BAP, мг/л 

0,5 4,00±0,62* 2,55±0,23 2,05±0,18 2,35±0,18 
1,0 2,00±0,23 2,10±0,30 1,30±0,11 2,25±0,24 
1,5 1,80±0,16 2,10±0,20 1,45±0,17 2,55±0,26 
2,0 2,30±0,33 1,25±0,14 1,50±0,11 2,55±0,28 

mT, мг/л 

0,5 4,40±0,47* 2,55±0,29 3,20±0,48* 3,55±0,53* 
1,0 3,70±0,51* 2,30±0,33 1,90±0,20 2,55±0,37 
1,5 3,50±0,49* 2,95±0,29 1,90±0,33 2,10±0,28 
2,0 2,00±0,36 4,40±0,43* 2,15±0,23 1,85±0,26 

KIN, мг/л 

0,5 2,35±0,27 2,50±0,37 2,10±0,22 2,00±0,31 
1,0 2,70±0,30 2,65±0,40 2,45±0,18 2,05±0,26 
1,5 2,65±0,23 1,10±0,07 1,95±0,17 2,85±0,36 
2,0 2,10±0,22 2,35±0,20 2,00±0,18 1,70±0,13 

* Значения, достоверно не отличающиеся от наибольшего по t-критерию Стьюдента 
при p = 0,05. 

 
Исходя из динамики коэффициента мультипликации, BAP и mT в 

концентрации не более 1,5 мг/л и KIN в концентрациях до 2,0 мг/л способ-
ны оказывать эффективное мультиплицирующее действие на растения G. 
scythica in vitro на всех исследованных вариантах минеральной основы. 
При этом коэффициент мультипликации по результатам опытов у G. 
scythica сравнительно невысок и варьирует слабо: от 1,05±0,05 до 
2,35±0,17 побега на растение (табл. 1). 

По сравнению с предыдущим видом, коэффициент мультипликации 
для G. tanaitica на исследованных питательных средах варьирует сильнее: 
от 1,10±0,07 на B5 + 1,5 мг/л KIN до 4,40±0,47 и 4,40±0,43 на MS + 0,5 мг/л 
mT и B5+ 2,0 мг/л mT соответственно (табл. 1). Использование mT в раз-
личных концентрациях или BAP в концентрации 0,5 мг/л вместе со средой 
B5 и MS является эффективным приемом для повышения степени мульти-
пликации побегов G. tanaitica in vitro. 

Результаты дисперсионного анализа значений коэффициента муль-
типликации побегов в виде фактических значений критерия Фишера пред-
ставлены в табл. 2. 
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Таблица 2 
 

Результаты дисперсионного анализа влияния типов  
минеральной основы, регуляторов роста и концентрации  

регуляторов роста на коэффициент мультипликации побегов 
объектов исследования 

 
Эффект G. scythica G. tanaitica 

Fфакт 
Св. член 4938,672* 3832,608* 
Минеральная основа 9,573* 17,551* 
Регулятор роста 5,707* 19,220* 
Концентрация регулятора роста 5,853* 8,402* 
Минеральная основа*Регулятор роста 3,820* 2,648* 
Минеральная основа*Концентрация регулятора роста 6,772* 11,171* 
Регулятор роста*Концентрация регулятора роста 3,868* 3,268* 
Минеральная основа*Регулятор роста* 
Концентрация регулятора роста 2,524* 4,085* 

* Значения, достоверно не отличающиеся от наибольшего по t-критерию Стьюдента 
при p = 0,05. 

 
В случае с G. scythica минеральная основа из всех учитываемых фак-

торов оказывала наиболее заметное влияние на процесс мультипликации 
(табл. 2). На основах MS и ½MS повышенная степень мультипликации 
наблюдалась чаще, чем при использовании сред B5 и ½B5. Предположи-
тельно, это связано с более высокой концентрацией кальция в среде MS по 
сравнению с B5. Возможно, важную роль в данном случае играла также 
низкая концентрация аммонийного азота в среде B5 по сравнению с MS. 
Использование полных минеральных основ чаще приводило к получению 
здоровых растений, лишенных витрификации и хлороза. Во всех вариантах 
опыта со средой ½B5 была зафиксирована витрификация растений. Такая 
тенденция, предположительно, отражает важность кальция для G. scythica 
в естественных местообитаниях [10. С. 193]. Факторы регулятора роста и 
концентрации регулятора роста оказывали менее заметный эффект на про-
цесс мультипликации. Применение KIN во всех использованных концен-
трациях намного реже приводило к витрификации и хлорозу растений по 
сравнению с BAP и mT. KIN является «мягко» действующим цитокини-
ном, который эффективно стимулирует на мультипликацию других видов 
растений, предпочитающих обедненные меловые субстраты [25. С. 5]. 

Для G. tanaitica фактор регулятора роста оказался решающим. По ре-
зультатам наших экспериментов mT является более выигрышным цитоки-
нином по сравнению с BAP и KIN. Такая тенденция наблюдается при ис-
пользовании всех вариантов минеральных основ. В отличие от mT, BAP 
приводит к стойкому снижению коэффициента с ростом концентрации по-
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чти на всех минеральных основах. Известно, что BAP в тканях растений 
метаболизируется до устойчивых токсичных соединений – 6-
бензиламинопурин-9-гликозидов, накапливающиеся в тканях у основания 
растений, ингибируя их дальнейшее развитие [30. С. 664]. mT менее ток-
сичный фитогормон, улучшающий дальнейшие процессы формирования 
корней in vitro и акклиматизации. mT усиливает процессы мультипликации 
и ризогенеза, не вызывает обводнения тканей, а также повышает успеш-
ность акклиматизации растений [19. С. 17–22; 28. С. 214–217]. Понижение 
концентрации макроэлементов в обеих минеральных основах приводило к 
резкому снижению коэффициента мультипликации побегов G. tanaitica. В 
отличие от G. scythica данный вид является облигатным меловиком, для 
которого концентрация кальция в субстрате еще более важна [10. С. 194]. 
Возможно, что со снижением концентрации солей макроэлементов наблю-
дается возрастание потребности растений G. tanaitica к ионам кальция, то-
гда как более эффективное стимулирование мультипликации на среде B5 
по сравнению с MS может являться результатом меньшей потребности 
данного вида в аммонийном азоте, чем в нитратном [20. С. 355]. Растения 
G. tanaitica выглядели здоровыми, лишенными витрификации, хлороза и 
некроза в большинстве случаев при использовании BAP в низких концен-
трациях, а также mT и KIN во всех вариантах эксперимента. 

 
Таблица 3 

 
Значения процента ризогенеза исследуемых видов растений 

in vitro 
 

Объект Genista scythica Genista tanaitica 
Минеральная основа ½MS WPM ½MS WPM 

Контроль - - 55,00±11,12 70,00±10,25 

IAA, мг/л 

0,2 - - 70,00±10,25 55,00±11,12 
0,4 - - 70,00±10,25 60,00±10,95 
0,6 - - 60,00±10,95 50,00±11,18 
0,8 - - 55,00±11,12 55,00±11,12 
1,0 - - 60,00±10,95 70,00±10,25 

IBA, мг/л 

0,2 - - 40,00±10,95 55,00±11,12 
0,4 - - 45,00±11,12 30,00±10,25 
0,6 - - 60,00±10,95 40,00±10,95 
0,8 - - 40,00±10,95 35,00±10,67 
1,0 - - 55,00±11,12 55,00±11,12 

NAA, мг/л 

0,2 - - 45,00±11,12 65,00±10,67 
0,4 - - 40,00±10,95 65,00±10,67 
0,6 - - 60,00±10,95 35,00±10,67 
0,8 - 10,00±6,71 35,00±10,67 45,00±11,12 
1,0 5,00±4,87 15,00±7,98 55,00±11,12 65,00±10,67 
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К сожалению, почти не было получено положительных результатов в 
стимулировании ризогенеза in vitro для G. scythica (табл. 3). Во всех варин-
тах эксперимента по ризогенезу у данного вида наблюдалась витрифика-
ция, у оснований растений образовывался каллус. NAA в высоких концен-
трациях слабо стимулировала ризогенез. Возможно, для G. scythica необ-
ходимы среды, сильно обедненные азотом и другими макроэлементами, а 
также с использованием других ауксинов [23. С. 544–546; 29. С. 565]. 

G. tanaitica образовывал хорошо развитые корни во всех вариантах 
эксперимента (табл. 3). В вариантах с добавлением IBA процент ризогене-
за снижался по сравнению с NAA и IAA. Интересно, что на средах WPM + 
1,00 мг/л IAA, ½ MS с низкими концентрациями IAA и безгормональной 
WPM значения процента ризогенеза схожи. Непонятны такие сильные раз-
личия в успешности укоренения in vitro объектов исследования. IAA в не-
высоких концентрациях на базе минеральной основы ½ MS, а также WPM 
без добавления гормонов являются эффективными питательными средами 
для стимулирования ризогенеза G. tananitica. 

Заключение. По результатам исследования удалось подобрать эф-
фективную методику стерилизации для введения в культуру in vitro семен-
ных эксплантов обоих объектов исследования: C2H5OH 70% + H2O2 3% 1:1 
10 мин – C2H5OH 96% 1 сек – обжиг пламенем горелки 1 сек. Определены 
эффективные питательные среды для мультипликации побегов исследуе-
мых видов in vitro: для G. scythica – B5 + 1,0 мг/л BAP; для G. tanaitica – 
MS + 0,5 мг/л mT, B5 + 2,0 мг/л mT. Выявлены питательные среды для эф-
фективного ризогенеза in vitro для G. tanaitica – ½MS + 0,2 мг/л IAA, ½MS 
+ 0,4 мг/л IAA, WPM, WPM + 1,0 мг/л IAA. Не удалось выявить питатель-
ную среду для эффективного ризогенеза in vitro G. scythica. 

Результаты данного исследования возможно использовать в качестве 
эффективного протокола микроклонирования растений G. scythica и G. 
tanaitica. 

 
Исследование выполнено при финансовой поддержке Министер-

ства науки и высшего образования РФ в рамках государственного зада-
ния в сфере научной деятельности № 0852-2020-0029. 
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