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Аннотация: Приведены результаты введения в культуру in vitro и микроклонального размножения 
эндемичного вида Malacocarpus crithmifolius, произрастающего на территории полуострова 
Мангышлак. Установлено, что оптимальным эксплантом для культивирования является сегмент 
генеративного побега с незрелыми соцветиями. При культивировании первичного экспланта на 
индуцирующей среде отмечается прямая регенерация адвентивных побегов из пазухи прилистника. 
Массовое тиражирование исходного растительного материала со средней эффективностью 1:8 
достигается путем пассирования побегов на индуцирующую среду с цитокинином и ауксином с 
последующим укоренением отдельных побегов на среде с индолилмасляной кислотой.
Разработанный биотехнологический способ ускоренного размножения мягкоплодника критмолистного 
in vitro рекомендован для сохранения и дальнейшего научно-практического использования уникальных 
генетических ресурсов реликтового вида в нефтедобывающем регионе.

Ключевые слова: мягкоплодник критмолистный, Malacocarpus crithmifolius, реликтовый вид, in vitro, 
микроклональное размножение, Мангышлак

IN VITRO CONSERVATION OF MALACOCARPUS CRITHMIFOLIUS - RELICT
SPECIES OF MANGYSHLAK

Abstract: The results o f in vitro cultivation and micropropagation o f Malacocarpus crithmifolius - endemic species 
from the Mangyshlak Peninsula in Western Kazakhstan are given. Generative shoot segment with an immature 
inflorescence is the optimal explant for cultivation. Direct regeneration o f axillary shoots from primary explant is 
induced on the nutrient medium supplemented by cytokinin and auxin. Multiplication with average efficiency 1:8 
during cultivation is achieved. Rooting o f shoots on the medium with indole butyric acid is received.
The developed technique in vitro is recommended for the conservation and scientific and practical using 
genetic resources o f Malacocarpus crithmifolius in the oil producing region.

Keywords: Malacocarpus crithmifolius, relict species, culture in vitro, micropropagation, Mangyshlak

МАЦГЫШЛАЦТЬЩ IN VITRO КЭДІМГІ Ж¥МСАК; ЖЕМІС 
MALACOCARPUS CRITHMIFOLIUS -  РЕЛИКТ1К ТYРІН САЦТАУ

Ацдатпа: Мацгышлац тYбегініц аумагында всетін Malacocarpus crithmifolius эндемиялыц турініц in 
vitro эдісімен микроклоналдъщ квбеюініц ндтижелері келтірілген. Осіру ушін оцтайлы экспланттар -  
жетілмеген генераттті вскіндер сегменттері болып табылатыны аныцталды. Жетілмеген гYл шогыры 
бар генераттті вскін сегменттерін всіру ушін тшмді эксплант болып табылатыны аныцталды. 
Индуциялаушы ортада бастапцы эксплант всіру кезінде жапырацты бутацшалардыц цуыстарынан 
адвенттті вскіндердіц тікелей регенерациясы байцалады. Орташа тшмділігі 1:8 болатын бастапцы 
всімдік материалын жаппай тираждауга цитокининмен жэне ауксинмен индуцирлеуші ортага вскіндерді 
пассаждаумен, кейіннен индолилмай цышцылы бар ортада жекелеген вскіндерді тамырлау арцылы цол 
жеткізіледі.
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Тездетіп квбейтудіц эзірленген In vitro биотехнологиялъщ тэсілі релйкті mYpdiц бірегей генетикалыщ 
ресурстарын сащтау жэне мунай вндіру аймагында одан эрі гылыми-практикалыщ пайдалану Yшiн 
усынылады.

TYMHdi свздер: кэдімгі жумсац жеміс, Malacocarpus crithmifolius, релйкті mYP, in vitro, микроклоналды 
квбею, Мацгышлац

Введение
В настоящ ее время проблема сохранения  

биологического разнообразия им еет глобаль­
ный характер и отражена в м еж дународны х  
и национальных стратегических документах, 
которые являются законодательной основой  
для устойчивого использования биоресурсов  
[1, 2 ].

В аж нейш ей частью биоразнообразия  
являются растения -  незаменимы й источник 
ж изненно важных для человека природных  
вещ еств и материалов. Согласно М еж дуна­
родной Конвенции О ОН о биологическом  
разнообразии две трети видов растений в 
мире находятся под угрозой  исчезновения  
вследствие антропогенного воздействия и 
изменения климата. В  связи с этим одной  
из задач Глобальной стратегии для сохра­
нения растений является «secure 75 per cent 
o f  threated plant species in accessib le ex situ 
collections probably in the country o f  origin, 
and 20  per cent o f  them  included in recovery and 
restoration programmers» [1, 3].

Мангышлакская область, расположенная  
в пусты нной зон е на западе Республики К а­
захстан, является одной из крупных и интен­
сивно осваиваемых неф тегазоносны х регио­
нов и характеризуется сложными физико-ге­
ографическими условиями: резко континен­
тальным аридным климатом, разнообразием  
ландш афтно-климатических зон, каждая из 
которых отличается своеобразны м и уникаль­
ным комплексом видов. В  настоящ ее время 
флористический состав М ангистауской обла­
сти, согласно опубликованным данны м М ан- 
гышлакского экспериментального ботаниче­
ского сада (М ЭБС), насчитывает 675 видов из 
300 родов и 69 семейств [4]. Список редких  
дикорастущ их видов м естной флоры включа­
ет около 40 видов, многие из которых вн есе­
ны в К расную  книгу Казахстана и в перечень  
редких и находящ ихся под угрозой  исчезно­

вения видов растений [5, 6 ]. Уникальность и 
неповторимость генетических растительных 
ресурсов данного региона обуславливают  
также произрастаю щ ие только здесь  реликто­
вые виды [7].

О дним из таких растений является мяг- 
коплодник критмолистный (кэдімгі жумсак  
ж ем іс) M alacocarpus crithmifolius (R etz.) C.A. 
M ey -  реликтовый представитель древней­
ш его монотипного ирано-ю жнотуранского  
рода M alococarpus из семейства П егановы х  
Peganaceae.

M. crithmifolius единственны й вид из фло­
ры Казахстана, который зан есен  в 2008  году в 
Красный список М еж дународного сою за по  
охране природы (М С О П ) как уязвимый вид 
категории III (V U ) с низкой численностью  
популяций и ограниченным ареалом [8 ].

П о ж изненной форме растение представ­
ляет собой  ягодную  полукустарниковую лиа­
ну высотой д о  двух метров со стелю щ имися  
длинны ми стеблями с неправильно дважды  
рассеченны ми на ланцетно-линейны е доли  
листьями (другое название вида - мягкоплод- 
ник рассеченнолистны й). О сновны е м естона­
хож дения природных популяций сосредото­
чены на В осточном  побереж ье Каспийского  
моря -  Мангышлак, Бузачи, чинки Устюрта. 
Растет мягкоплодник на глинистых и п ес­
чаных почвах, на равнинах, на каменистых 
склонах предгорий и на обрывках чинков [9].

М ягкоплодник критмолистный является 
слабо конкурентоспособны м видом, встреча­
ется спорадически и, как правило, в угнетен­
ном состоянии. Е стественное возобновление  
вида происходит от пня. Размнож ение сем е­
нами отмечается только в благоприятные по  
осадкам годы при достаточном количестве 
света среди древесно-кустарникового редко­
лесья. Однако, в природе небольш ое число  
о собей  выживает сам осевом  [9].
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М ягкоплодник является перспективным  
пищевым и декоративным растением для ш и­
рокого использования на засоленны х неудоб­
ных землях и для введения в культуру в каче­
стве ягодного растения в промыш ленных райо­
нах Мангышлака и Устюрта и в пустынных  
районах Ц ентральной Азии. Сочные оранж е­
во-красные ягоды мягкоплодника содерж ат  
много витамина С, богаты сахарами и органи­
ческими кислотами [10]. В  листьях растения  
выявлено высокое содерж ание алкалоидов, 
идентифицрован анабазин, гидрохлорид ко­
торого используется в качестве средства, сни­
ж аю щ его никотиновую зависимость [11]. Р ас­
тение рекомендовано для использования в са­
доводстве для вертикального декоративного  
озеленения [12]. В  аридной Аралокаспийской  
зон е мягкоплодник играет значительную роль 
в кормовом рационе овец и лош адей [13].

Целью исследования является разработ­
ка сп особа  ускоренного размножения мяг- 
коплодника критмолистного M. crithmifolius 
м етодом культуры тканей in vitro, применение  
которого позволит сохранить эндемичны й  
вид, провести интродукцию  и предотвратить 
исчезновение генетических ресурсов этого  
реликтового растения.

Экспериментальная часть
С емена M. crithmifolius из коллекции 

М ЭБС были высажены в условия теплицы  
для получения донорны х растений. Для вве­
дения в культуру in vitro использовали экс- 
планты вегетативных побегов с верхуш ечной  
почкой и генеративных побегов с соцветиями. 
В ведение первичных эксплантов проводили  
в весенний период с горш ечного растения и 
летний период с полевых растений на этапе  
их вегетации-цветения.

В экспериментах применяли общ епри­
нятую методику культивирования изолиро­
ванных эксплантов растений на питательной  
среде в условиях in vitro [14]. Для культиви­
рования использовали основную  среду М ура- 
сиге и Скуга (М С) с внесением  стимуляторов  
роста: ауксинов; 2 ,4  -  дихлорф еноксиуксус- 
ная кислота (2 ,4  Д ), индолилмасляная кислота 
(ИМ К), индолилуксусная кислота (ИУК); ци- 
токинина - 6 - бензиламинопурин (БАП).

Для стерилизации исходны е побеги в 
условиях ламинарного бокса стерилизовали  
70%  этиловым спиртом, затем 0,1%  раство­
ром сулемы. П осл е стерилизации в асептиче­
ских условиях каждый побег делили на узл о ­
вые сегменты  длиной 1,5 см и высаживали на 
питательную среду.

Вы саж енны й на питательную среду мате­
риал переносили в условия световой комнаты, 
где поддерж ивали 16-часовой фотопериод, 
освещ енность 3000 люкс, 60%  влажности и 
температуру 2 4 -2 6 оС. Е ж енедельно визуаль­
но оценивали ж изнесп особн ость, рост  и раз­
витие эксплантов. П ерен ос (пассирование) 
материала на свеж ую  питательную среду про­
водили через каждый месяц культивирования. 
К оэф фициент размножения (Кг) определяли, 
как общ ее количество образую щ ихся побегов  
в варианте, деленное на число первичных экс- 
плантов или пассированных микропобегов.

Результаты и их обсуждение
У становлено, что экспланты  вегетатив­

ных побегов  с верхуш ечной почкой не о б ­
ладаю т р егенерацион ной  сп о со б н о сть ю  в 
условиях in vitro. П ри их культивировании  
на и н дуцирую щ ей ср еде с БА П  происходила  
витрификация верхуш ки п обега  и листьев, 
дальнейш его роста  и пролиф ерации д о п о л ­
нительны х почек не наблю далось (рисунок  
1 а).

П ри культивировании эксплантов гене­
ративных органов на индуцирую щ ей пита­
тельной среде отмечалась ответная м орф о­
генетическая реакция эксплантов. Выявлено 
сущ ественное влияние гормонального соста­
ва питательной среды  на реализацию  регене­
рационного потенциала эксплантов.

О сновная среда М С с 1 мг/л 2 ,4  Д  вызы­
вала образование нем орф огенного каллуса на 
поверхности эксплантов соцветий, который 
некротировался в ходе пассирования (рису­
нок 1 б). Тогда как культивирование на сре­
де с внесением  БА П  в сочетании с ауксинами 
приводило к закладке дополнительны х почек  
в пазухах прилистников (рисунок 1 в).

П риж иваемость сегментов генеративных 
побегов была высока (72% ), но м орф огенети­
ческая реакция отмечалась только у  33%  вве­
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денны х эксплантов через неделю  культивиро­
вания на среде с 4 мг/л БА П  + 0,25 мг/л ИМ К.

В пазухах прилистников отмечалось по­
явление кустисты х образований (рисунок 1 г), 
которые увеличивались в размерах и без пас­
сирования достигали через 2,5 месяца высоты  
3 см  (рисунок 1 д).

П ри отделении вновь образованных кусти­
стых побегов (рисунок 1 е) и их пассировании на 
свежие среды с пониженным уровнем БАП  до 1 
мг/л можно было отделить единичные побеги в 
количестве 8-10  штук и разделить оставшийся

плотный конгломерат на отдельные кусты для 
следующ ей пересадки (рисунок 1 ж).

В  целом за 4 пассаж а (введение -  III пас­
саж) от одного исходного экспланта было по­
лучено в зависим ости от гормонального со ­
става среды от 20 до  32 побегов (таблица).

И з приведенны х в таблице данных сл еду­
ет, что дополнительное внесение в питатель­
ную  среду цитокинина БА П  и ауксина И М К  
или И УК  стимулирует закладку дополнитель­
ных почек и развитие из них адвентивных по­
бегов, которые при дальнейш ем трехкратном

а

в
г

д
е

ж з

а -  верхушка вегетативного побега, б -  каллус на эксплантах соцветий, в -  развитие пазушных побегов в пазухах прилист­
ников на генеративных побегах; г -  регенерация кустистых побегов на эксплантах генеративных побегов; д -  конгломерат 
побегов на 70 день на первичной среде; е -  отделенные кустики, 1 пассаж; ж -  развитые побеги, 3 пассаж; з -  этап укоренения 
побегов, 5 пассаж

Рис. 1 -  Микроклональное размножение мягкоплодника критмолистного Malacocarpus crithmifoilius в условиях in vitro

Таблица -  Регенерационная способность эксплантов цветочных побегов мягкоплодника 
критмолистного M alacocarpus crithm ifoilius

Гормональный состав 
среды МС

Количество отделенных побегов 
(кустов) в ходе пассирования, шт

Ко э ф ф и ц и е н т
размножения
Кг

Укоренение по неделям 
после пассирования на 
индуцирующую среду, %

0 I II III I II IY
4 БАП + 0,25 ИМК 1 4 8,5 32 8

12,5 37,5 100
1,5 БАП + 0,1 ИУК 1 5 3,5 20 4
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пассировании также продуцирую т новые по­
беги, т.е. происходит процесс клонирования  
исходного растительного материала (микро­
клональное размнож ение). Этап собственно  
размножения мож но многократно повторять, 
чтобы увеличить коэффициент тиражирова­
ния и получить клоновый растительный мате­
риал, генетически не отличающ ийся от пер­
воначального донорного растения.

Для получения полноценны х расте­
ний-регенерантов полученны е побеги  п ере­
саживали на среду для укоренения с поло­
винной концентрацией макро- и м икросолей  
/  М С с внесен и ем  ауксина. Ф ормирование  
корней у  асептических побегов отмечали  
через неделю  выращивания на ср еде /  М С  
с внесением  0,5 мг/л И М К. В  ходе дальней­
ш его м есячного культивирования ризоген ез  
отмечали у всех пассированны х побегов (ри­
сунок 1 з).

Таким образом, в результате проведен­
ных исследований выявлен оптимальный для

регенерации in vitro эксплант генеративного  
побега с молодыми соцветиями, при культи­
вировании которого на среде с БА П  и И М К / 
И У К  достигается прямая регенерация путем  
закладки дополнительны х почек в пазухах  
прилистников. П оследовательное пассирова­
ние позволяет провести собственно микро­
размнож ение исходной культуры и получить 
полноценны е растения-регенеранты  мягко- 
плодника критмолистного для перевода в 
почвенный субстрат и адаптации к условиям  
ex vitro.

Разработанны й сп особ  микроклонально­
го размножения предназначен для сохране­
ния, м ассового воспроизводства и хозяйствен­
ного использования генетических ресурсов  
дикорастущ ей культуры в суровы х почвен­
но-климатических условиях пусты нной П ри­
каспийской зоны  (для озеленения городов и 
поселков, в садово-парковом строительстве, в 
фитомелиоративных мероприятиях, как пло­
доягодной культуры и др.).

Работа выполнена в рамках Н ТП  на 2018-2020 гг. (№ BR05236506).
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