
БИОЛОГИЯ, БИОХИМИЯ И ГЕНЕТИКА 
 

66 

 

 

УДК 635.92:581.143.6 

DOI: 10.31040/2222-8349-2019-0-2-66-72 
 

ВЛИЯНИЕ СОСТАВА СРЕДЫ НА РАЗМНОЖЕНИЕ PHLOX SIBIRICA L.  

В КУЛЬТУРЕ IN VITRO 

 

 А.Ш. Ахметова, А.А. Зарипова, А.И. Шигапова  
 

Показана возможность эффективного применения метода культуры тканей для размножения Phlox 
sibirica L. Разработаны оптимальные среды для побегообразования и ризогенеза. В результате экспери-

ментов установлено, что при культивировании фрагментов стерильного проростка P. sibirica на питатель-

ной еде Мурасиге и Скуга (MS), дополненной регуляторами роста, характерны следующие типы морфоге-

неза: каллусогенез и геммогенез, который связан с активацией существующих меристем и индукцией об-

разования почек de novo непосредственно на экспланте. При культивировании эксплантов на питательной 

среде MS, дополненной БАП 0.35–0.5 мг/л, наблюдали прямую регенерацию растений. Причем, независи-

мо от состава питательной среды, количество микропобегов во всех испытанных вариантах было высоким 

и составляло от 8.4 до 17.5 штук на один эксплант. Интенсивный каллусогенез и большой объем каллус-

ной ткани формировался преимущественно на базальной части побега P. sibirica. Каллус был дифферен-

цированный, светло-зеленый, рыхлой консистенции и образовывался в течение 1.5–2 мес. Индукция обра-

зования почек de novo наблюдалась и в каллусной ткани. В варианте кинетин 1.5 мг/л + НУК 1.0 мг/л, где 

началу морфогенеза сопутствовал процесс каллусогенеза, число микропобегов, образующихся в каллус-

ной ткани, не превышал 6.1 штук на эксплант. Исключение составил лишь один вариант, где в качестве 

стимулятора морфогенеза в питательной среде присутствовали БАП 2.5 мг/л + ИУК 1.0 мг/л. В этих усло-

виях культивирования в каллусной ткани образовывалось максимальное количество меристематических 

зон, из которых в дальнейшем развивались нормальные по морфологии микропобеги – 12.3. В результате 

экспериментов установлено, что оптимальной для образования микропобегов являлась питательная среда, 

содержащая БАП в концентрации 0.4 мг/л. В этих условиях наблюдалась максимальная регенерация побе-

гов до 17.5 шт. на эксплант за один пассаж. Побеги P. sibirica укореняли на среде ½ MS, дополненной 

ИМК в концентрации 0.5 мг/л. Частота приживаемости растений-регенерантов P. sibirica в условиях ex 

vitro составила 60.3%. 

Ключевые слова: редкие виды, культура in vitro, регенерация, размножение, Phlox sibirica. 

 

Флокс сибирский Phlox sibirica L. – краси-

воцветущая культура; представитель семейства 

Синюховые Polemoniaceae. Относится к группе 

стелющихся флоксов. P. sibirica – американо-

сибирский скально-горно-степной вид, распро-

страненный в Западной и Восточной Сибири, в 

северных регионах Дальнего Востока, на Юж-

ном Урале и в Монголии. В отличие от своих 

близких родственников P. sibirica используется 

в народной медицине. Настои применяют при 

катаре верхних дыхательных путей и как успо-

каивающее средство при нервной бессоннице и 

испуге. Настойки и смеси из травы и корней 

используются при раке молочной железы,  

 

 

 

 

 

 

 

болезнях желудочно-кишечного тракта. Наруж-

но в виде примочек применяют при груднице и 

раке кожи. 

Редкое растение, занесенное в Красную 

книгу Республики Башкортостан с категорией 3 

[1] и в ряд региональных Красных книг Россий-

ской Федерации. Численность P. sibirica значи-

тельно колеблется по годам, в течение послед-

них 40 лет наблюдается резкое снижение чис-

ленности вида. Причиной снижения численно-

сти является низкая конкурентоспособность, 

затенение, переувлажнение. Редкие и реликто-

вые виды в природе являются очень уязвимой 

биологической группой, поскольку имеют  
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сильно ограниченный ареал, популяции их ча-

ще неполночленные, с низким показателем 

обилия. Они, как правило, не обладают высо-

кой интенсивностью как вегетативного, так и 

семенного размножения. При усилении степе-

ни хозяйственного вмешательства человека в 

природные эколого-ценотические комплексы 

группа ограниченных в распространении видов 

переходит в разряд исчезающих. Учитывая 

возможность повреждения значительного ко-

личества взрослых особей, представляется не-

обходимым, помимо охраны популяций  

P. sibirica in situ, сохранение видов путем ин-

тродукции, с последующим созданием искус-

ственных интродукционных популяций за пре-

делами современного ареала. Поэтому разра-

ботка альтернативных способов для сохране-

ния и восстановления численности редкого ви-

да P. sibirica весьма актуальна. Чрезвычайно 

важно и то, что такая разработка дает уникаль-

ную возможность сохранить природные попу-

ляции P. sibirica. 

При выборе стратегии сохранения и вос-

производства биоразнообразия редких, исче-

зающих видов растений многими исследовате-

лями показана эффективность методов биотех-

нологии в сравнении с традиционными спосо-

бами их размножения [2–4]. 

Целью исследования являлось определение 

оптимальных условий (в частности, состава пи-

тательной среды) для размножения in vitro ред-

кого вида P. sibirica. 

 

Условия эксперимента. В качестве ис-

ходного материала для исследований исполь-

зовали семена P. sibirica, полученные по де-

лектусу. Проведена оценка эффективности 

различных подходов стерилизации эксплантов 

при введении в культуру in vitro, разработаны 

условия обеспечения оптимального роста и 

развития растений за счет подбора питатель-

ной среды и физических условий культивиро-

вания. 

Работу в асептических условиях, стери-

лизацию питательных сред и посадочного ма-

териала проводили согласно имеющимся ре-

комендациям [5–7]. Поверхностную стерили-

зацию проводили в ламинар-боксе с исполь-

зованием в качестве стерилизующих агентов 

ртутьсодержащее соединение (диацид) в кон-

центрации 0.1% и хлорсодержащее соедине-

ние (лизоформин) в концентрации 1.0%. Се-

мена сначала обрабатывали 70%-м этанолом, 

затем одним из вышеперечисленных стерили-

зующих растворов. Экспозиция воздействия 

стерилизующих растворов составляла от 6 до 

11 мин. 

Семена P. sibirica помещали на безгормо-

нальную среду, содержащую минеральные соли, 

по прописи MSO. Для культивирования сте-

рильных проростков использовали модифици-

рованную среду Мурасиге и Скуга (MS) [8], 

различающуюся по типу и концентрации цито-

кининов и ауксинов. Процесс размножения изу-

чали в контролируемых условиях: 16-часовой 

фотопериод, температура 24±1ºС, влажность 

воздуха не менее 70%.  

Для инициации морфогенетических про-

цессов экспланты (фрагменты стерильных про-

ростков) помещали на модифицированную сре-

ду MS, различающиеся по типу и концентрации 

цитокининов: 6-БАП (6-бензиламинопурин), 

кинетин (Кин) и ауксинов: -НУК (-нафтил-

уксусная кислота), ИУК (индолилуксусная ки-

слота). Средняя продолжительность пассажа 

составляла 6 недель. 

Коэффициент размножения подсчитывали 

путем деления общего количества образовав-

шихся побегов за субкультивирование на число 

высаженных эксплантов. Учитывали регенера-

ционную способность эксплантов (количество и 

длину побегов, корней). Адаптацию растений-

регенерантов к нестерильным условиям выра-

щивания осуществляли в теплице. 

 

Результаты и обсуждение. Одним из клю-

чевых моментов размножения in vitro является 

разработка приемов введения растительного 

материала в стерильную культуру, что преду-

сматривает как выбор экспланта, так и подбор 

условий стерилизации. Использованные нами 

стерилизующие растворы по-разному влияли на 

жизнеспособность семян и последующее разви-

тие проростков.  

Из табл. 1 следует, что применение лизо-

формина для стерилизации семян не является 

оптимальным, так как при его использовании 

получено лишь 13.7–25.0% стерильной культу-

ры. Несмотря на выдерживание семян в лизо-

формине в течение 11 мин, число инфициро-

ванных оставалось высоким и составляло 

75.0%. При асептической обработке семян  

P. sibirica в 0.1% растворе диацида в течение 

10 мин получено максимальное число стериль-

ной культуры – 86.7%, которое характеризова-

лось интенсивным ростом. 
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Т а б л и ц а  1 

 

Влияние стерилизующего раствора и его экспозиции на получение стерильной культуры Phlox sibirica, (%)  

 

Стерилизующий раствор 

диацид 0.1% лизоформин 1.0% 

экспозиция стерилизации, мин экспозиция стерилизации, мин 

6 8 10 6 10 11 

16.7 ± 5.07 41.7 ± 7.12 86.7 ± 4.58 13.7 ± 4.73 17.3 ± 5.25 25.0 ± 6.00 

 
Т а б л и ц а  2 

 

Влияние факторов гормональной среды на морфогенез Phlox sibirica in vitro 

 

№ вари-

анта 

Гормональный состав  

питательной среды, мг/л 

Число побегов на 

эксплант, шт. 

Каллусо-

генез 
Примечание 

1 БАП 0.5 11.0 ± 0.3 – витрификация 

2 БАП 2.5 + ИУК 1.0 12.3 ± 0.3 + – 

3 БАП 0.4 17.5 ± 0.6 – 
единичное корнеобра-

зование 

4 БАП 0.2 8.4 ± 0.1 – – 

5 БАП 0.35 10.2 ± 0.2 – витрификация 

6 Кин 1.5 + НУК 1.0 6.1 ± 0.4 + – 

Интенсивность морфогенеза зависит от на-

личия регуляторов роста, использованных в пи-

тательной среде. Одним из важнейших и неотъ-

емлемых компонентов питательной среды яв-

ляются регуляторы роста. Их тщательный под-

бор и выявление оптимальных концентраций 

позволяет повысить эффективность метода кло-

нального микроразмножения P. sibirica [9, 10]. 

Поэтому следующим этапом работы было изу-

чение влияния экзогенных регуляторов роста на 

процесс морфогенеза. 

Всего в исследовании было испытано 6 ва-

риантов питательной среды (табл. 2). Контро-

лем служила безгормональная питательная сре-

да MSO.  

Условия безгормональной среды оказались 

менее эффективными для развития P. sibirica: 

отсутствие регуляторов роста хотя иногда и вы-

зывало начало морфогенетических процессов, 

но в дальнейшем приводило к гибели эксплан-

тов в результате некроза. 

В результате экспериментов установлено, 

что при культивировании фрагментов проростка 

P. sibirica на среде MS, дополненной регулятора-

ми роста, характерны следующие типы морфо-

генеза: каллусогенез и геммогенез, который свя-

зан с активацией существующих меристем и ин-

дукцией образования почек de novo непосредст-

венно на экспланте и из каллусной ткани. Как 

следует из табл. 2, при культивировании экс-

плантов в вариантах 1, 3, 4, 5 питательной среды 

MS наблюдали прямую регенерацию растений. 

Причем, независимо от состава питательной сре-

ды, количество микропобегов во всех испытан-

ных вариантах было высоким и составляло от 8.4 

до 17.5 штук на один эксплант. 

Интенсивный каллусогенез и большой 

объем каллусной ткани формировался преиму-

щественно на базальной части побега P. sibirica 

(рис. 1). Каллус был дифференцированный, 

светло-зеленый, рыхлой консистенции и обра-

зовывался в течение 1.5–2 мес. Выявлено более 

интенсивное каллусообразование в варианте 

БАП 2.5 мг/л + ИУК 1.0 мг/л.  

 

 
 

Рис. 1. Каллусогенез на базальной части пророст-

ка Phlox sibirica L. на питательной среде MS, до-

полненной БАП 2.5 мг/л + ИУК 1.0  
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Индукция образования почек de novo на-

блюдалась и в каллусной ткани. В варианте 6 – 

Кин 1.5 мг/л + НУК 1.0 мг/л (табл. 2), где нача-

лу морфогенеза сопутствовал процесс каллусо-

генеза, число микропобегов, образующихся в 

каллусной ткани, не превышал 6.1 штук на 

эксплант. Исключение составил лишь один ва-

риант, где в качестве стимулятора морфогенеза 

в питательной среде присутствовали БАП 

2.5 мг/л + ИУК 1.0 мг/л (рис. 2). В этих усло-

виях культивирования в каллусной ткани обра-

зовывалось максимальное количество мери-

стематических зон, из которых в дальнейшем 

развивались нормальные по морфологии мик-

ропобеги – 12.3.  

 

 
 

Рис. 2. Каллусная ткань Phlox sibirica L. с после-

дующей индукцией развития микропобегов на 

питательной среде MS, дополненной БАП 

2.5 мг/л + ИУК 1.0 мг/л 

 

Следует отметить, что в вариантах 1, 5 

(БАП 0.5 мг/л; БАП 0.35 мг/л), где наблюдали 

прямую регенерацию растений, образование 

меристематических зон и формирование  

микропобегов нередко сопровождалось обра-

зованием витрифицированных тканей, которые 

ингибировали дальнейший рост побегов. 

В результате экспериментов установлено, 

что оптимальной для образования микропобе-

гов являлась питательная среда, содержащая 

БАП в концентрации 0.4 мг/л (рис. 3, 4). В этих 

условиях наблюдалась максимальная регенера-

ция побегов до 17.5 шт. на эксплант.  

После многократных субкультивирований 

P. sibirica в стерильных условиях на средах для 

размножения побегов с целью получения доста-

точного количества материала проводили этапы 

укоренения и адаптации побегов ex vitro. 

Для стимуляции процесса укоренения по-

бегов из питательной среды исключили цитоки-

нины. Результаты экспериментов по подбору 

питательных сред на этапе укоренения показы-

вают значительные отличия скорости укорене-

ния в зависимости от ауксинов и их концентра-

ции, применяемых для индукции ризогенеза. 

Применение НУК и ИУК в концентрации 0.2–

2.0 мг/л вызывало образование каллуса в осно-

вании побегов, который препятствовал закладке 

корней. Поэтому побеги P. sibirica укореняли на 

среде ½ MS, дополненной ИМК в различных 

концентрациях (табл. 3, рис. 5–7). Результаты 

этого эксперимента указывают на целесообраз-

ность использования в качестве индуктора ри-

зогенеза для побегов P. sibirica ИМК.  

 

 
 

Рис. 3. Индукция развития побегов Phlox sibirica 

L. на питательной среде MS, дополненной БАП 

0.4 мг/л, через 1 мес культивирования 

 

 
 

Рис. 4. Регенерация микропобегов Phlox sibirica L. 

на питательной среде MS, дополненной БАП 

0.4 мг/л, через 2.5 мес культивирования 
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Рис. 5. Укоренение Phlox sibirica 

на питательной среде ½ MS, до-

полненной ИМК 0.2 мг/л 

Рис. 6. Укоренение Phlox sibirica 

на питательной среде ½ MS, до-

полненной ИМК 2.0 мг/л 

Рис. 7. Укоренение Phlox sibirica 

на питательной среде ½ MS, до-

полненной ИМК 0.5 мг/л 

 
Т а б л и ц а  3 

 

Укоренение побегов Phlox sibirica в условиях in vitro на питательной среде ½ MS, дополненной ИМК 

 

Регуляторы роста,  

мг/л 

Укорененные  

побеги, % 

Среднее число корней на 

один побег, шт. 
Средняя длина  

корней, см 

ИМК 0.2  61.0 ± 1.7 6.4 ± 1.5 4.9 ± 1.3 

ИМК 0.5  89.6 ± 1.9 7.80 ± 2.1 6.18 ± 2.1 

ИМК 1.0 49.3 ± 1.6  4.7 ± 0.5 5.3 ± 1.8 

ИМК 2.0 35.1 ± 1.5 2.9 ± 0.5 4.22 ± 1.3 

 

Т а б л и ц а  4 
 

Результаты адаптации растений-регенерантов Phlox sibirica на различных стерильных субстратах  

в условиях ex vitro 
 

Тип субстрата Частота приживаемости, % 

песок 18.8±0.6 

дерновая почва : вермикулит (1:1) 51.1±2.8 

дерновая почва : вермикулит (2:1) 60.3±2.7 

торф : вермикулит (1:1) 34.6±1.4 

торф : вермикулит (2:1) 29.9 ±0.9 

торф : песок (1:1) 23.7±1.6 

 

Оптимальной для индукции корней оказа-

лась концентрация 0.5 мг/л, обеспечивающая вы-

сокий процент укорененных побегов, равный 

89.6%. Среднее число корней на один побег со-

ставила 7.8 шт., а длина корней достигала 6.18 см. 

Следовательно, питательную среду ½ MS, допол-

ненную ИМК 0.5 мг/л, можно рекомендовать как 

универсальную для укоренения побегов, даль-

нейшего роста и развития корней P. sibirica.  

Растения-регенеранты (табл. 4, рис. 8)  

с хорошо развитыми корнями через 2 мес 

культивирования пикировали в вазоны со сте-

рильным почвенным субстратом. Частота 

приживаемости регенерантов P. sibirica в поч-

венной смеси, состоящей из дерновой почвы и 

вермикулита в соотношении 2:1, составила 

60.3%.  

Весь процесс от укоренения до адапта-

ции растений-регенерантов в почвенном суб-

страте P. sibirica, т.е. до появления полно-

стью сформированного растения, занимает 

5–6 месяцев. 
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Рис. 8. Phlox sibirica в почвенном субстрате из 

дерновой почвы и вермикулита (2:1) 

 

Заключение. Таким образом, подобрана 

схема стерилизации эксплантов флокса сибир-

ского P. sibirica L. при введении в культуру in 

vitro. Получено максимальное число стерильной 

культуры – 86.7%, характеризовавшейся интен-

сивным ростом.  

Растения-регенеранты P. sibirica развива-

ются посредством прямого органогенеза и кал-

лусогенеза с последующей регенерацией мик-

ропобегов. Число образовавшихся микропобе-

гов на всех испытанных вариантах среды было 

высоким и составляло от 6.1 до 17.5 штук на 

один эксплант. 

Разработаны условия укоренения in vitro 

и адаптации ex vitro растений-регенерантов  

P. sibirica. Выявлена оптимальная для индук-

ции и роста корней среда, содержащая ИМК в 

концентрации 0.5 мг/л, обеспечивающая вы-

сокий процент (88.6) укорененных побегов. 

Подобран питательный субстрат, состоящий 

из дерновой почвы и вермикулита для перево-

да растений-регенерантов ex vitro с частотой 

приживаемости 60%. 
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The paper shows the possibility of effectively applying the method of tissue culture for the propagation of 

Phlox sibirica L. The optimum media for shoot formation and rhizogenesis were developed. It was experimen-

tally found out that at cultivating the fragments of a sterile P. sibirica seedling on the Murashige and Skoog 

(MS) nutrient medium supplemented with growth regulators, the types of morphogenesis were as follows: 

callusogenesis and gemmogenesis associated with the activation of existing meristems and induction of the de 

novo gemma formation directly on the explant. Direct plant regeneration was observed during the cultivation of 

explants on the MS nutrient medium supplemented with BAP at a concentration of 0.35–0.5 mg/l. Moreover, 

regardless of the composition of the nutrient medium, the number of microshoots in all tested variants was high 

and ranged from 8.4 to 17.5 pieces per explant. The intensive callusogenesis and large amount of the callus tis-

sue were observed mainly on the P. sibirica basal part. Callus formed within 1.5–2 months was differentiated, 

light green and of loose consistency. Also, the induction of de novo gemma formation was observed in the cal-

lus tissue. In the variant of kinetin 1.5 mg/l + NAA 1.0 mg/l, where the beginning of morphogenesis was ac-

companied by the process of callus formation, the number of microshoots formed in the callus tissue did not 

exceed 6.1 pieces per explant. The only exception was a case with BAP 2.5 mg/l + IAA 1.0 mg/l used in the 

nutrient medium as a stimulator of morphogenesis. Under these cultivation conditions, the maximum number of 

meristematic zones was formed in the callus tissue to trigger further development of morphologically normal 

microshoots (12.3). As a result of the experiments, it was determined that the nutrient medium containing BAP 

at a concentration of 0.4 mg/l was optimal for the formation of microshoots. Under these conditions, the max i-

mum regeneration of shoots was observed with 17.5 pieces per explant after one passage. The shoots were root-

ed on the ½ MS medium supplemented with IBA at a concentration of 0.5 mg/l. The survival frequency of the 

regenerant plants under ex vitro conditions was 60.3%. 

Key words: rare species, regeneration, in vitro culture, propagation, Phlox sibirica. 




