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А ннотация. Цель исследования состоит в разработке технологии введения Salicornia 
europaea L. в культуру in vitro. Для этого были изучены методы культивирования меристем и 
каллусных культур. Для культивирования меристем в качестве экспланта использовали кончик 
верхушечной почки. Для получения каллусной ткани использовали фрагменты стебля и листь
ев. Для изучения влияния различных факторов на всхожесть семена замачивали в стерильной 
водопроводной воде и в растворах гиббереллина, цитокиниш, ауксина и NaCl, а также подвер
гали холодовой стратификации (независимо и с последующим помещением на агаризованную 
среду Кнопа). Семена саликорнии стерилизовали различными антисептиками: 70% спиртом, 
10% водным раствором гипохлорита натрия («Белизна»), амоксициллином и перекисью водо
рода 3%. Способность к образованию каллуса культурой изучалась на среде МС. В результате 
определили, что наибольшая всхожесть семян наблюдалась на среде Кнопа после обработки 
семян суспензией зеленых водорослей рода Scenedesmus, а также после предварительной холо
довой стратификации, чуть менее -  после обработки семян раствором NaCl и гибберелловой 
кислотой. Самым эффективным методом стерилизации семян оказался метод обработки спир
том с последующей обработкой гипохлоритом натрия.

Проведен сравнительный анализ всхожести семян на фильтровальной бумаге в чашках 
Петри, агаризованной среде Кнопа, Мурасиге-Скуга (безгормональной). Была оценена способ
ность к образованию S. europaea L. каллуса на среде МС с фитогормонами.

Заключение. Для улучшения всхожести семена рекомендуется предварительно подвергнуть
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холодовой стратификации. Для быстрого получения асептических эксплантов рекомендуется 
проращивать семена на питательной среде Кнопа, предварительно простерилизовав их спир
том, затем гипохлоритом натрия с последующим промыванием дистиллированной водой. На
иболее подходящим для S. europaea  L. типом микроклонального размножения является полу
чение каллусной ткани с последующей индукцией органогенеза или эмбриогенеза.

Ключевые слова: S a lico m ia , галофит, солеустойчивость, всхожесть, гибберелловая кисло
та, холодовая стратификация, микроклональное размножение, культура in  vitro , каллусная 
культура, фитогормоны, Мурасиге-Скуга, эксплант
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Abstract. The goal o f the research was to develop a technology for introducing Salicomia europaea L. 
into in vitro culture. Methods o f  cultivating meristems and callus cultures were studied. To cultivate 
meristems, the tip o f the apical bud were used as an explant. Fragments o f stems and leaves were used to 
obtain callus tissue. To study the influence o f various factors on germination, seeds were soaked in sterile tap 
water and in solutions ofgibberellin, cytokinin, auxin and NaCl, and were also subjected to cold stratification 
(independently and with subsequent placement in Knop’s agarized medium). Salicornia seeds were sterilized 
with various antiseptics: 70% alcohol, 10% aqueous solution o f sodium hypochlorite («Belizna»), amoxicillin 
and 3% hydrogen peroxide. The ability o f the culture to form callus was studied in MS medium. As a result, 
it was determined that the highest germination o f seeds was observed in Knop medium after treating the 
seeds with a suspension o f green algae o f  the Scenedesmus genus, as well as after preliminary cold 
stratification, and slightly less after treating the seeds with a solution o f NaCl and gibberellic acid. The most 
effective method o f seed sterilization turned out to be treatment with alcohol followed by treatment with 
sodium hypochlorite. A comparative analysis o f  seed germination in filter paper in Petri dishes, Knop agar 
medium, Murashige and Skoog (hormone-free) was carried out. The ability o f S. europaea L. to form callus 
in MS medium with phytohormones was assessed. Conclusion. To improve germination, it is recommended 
to subject the seeds to cold stratification. To obtain aseptic explants quickly, it is recommended to germinate 
the seeds in the Knop nutrient medium, having previously sterilized them with alcohol, then with sodium 
hypochlorite, followed by washing with distilled water. The most suitable type o f microclonal propagation 
for S. europaea L. is the production o f callus tissue followed by induction o f organogenesis or embryogenesis.

Keywords: Salicornia, halophyte, salt tolerance, germination, gibberellic acid, cold stratification, 
microclonal propagation, in vitro culture, callus culture, phytohormones, Murashige and Skoog, explant
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Введение. Астраханская область -  один 
из сам ы х засуш ливы х регионов России. 
Температура может колебаться от -  250 С 
зимой до + 500 С в летние месяцы. Такие 
ж ёст к и е усл ов и я  в ы н уж даю т растени я  
накапливать биологически активные ве
щ ества, необходим ы е для выживания. К  
таким растениям-экстремалам относятся  
представители рода S a lic o r n ia  (или соле
рос) -  суккулентные однолетние растения, 
галофиты. В  их состав  входит Большой 
набор микро- и макроэлементов, благодаря 
которым растение может переносить долгое 
отсутствие воды и высокий уровень засо
ления почвы. Саликорнию выращивают в 
Израиле, Китае и других азиатских странах 
[1, 2]. Её мясистые побеги едят как спаржу, 
предварительно подвергнув обработке ки
пятком [3]. Растение играет важную роль в 
улучшении экологической среды засолено- 
щелочных земель, может использоваться в 
ветрозащитных полосах и фиксации песка. 
Также данное растение может применяться 
для биорем еди аци и  почв от вторичного 
засоления [7—11]. Саликорния используется 
как модельный объект для изучения меха
низмов солеустойчивости [12]. Набор солей 
в экстракте саликорнии зависит от места  
произрастания. Структурная организация 
растения позволяет ему проявлять высокую  
солеустойчивость. В  частности, являясь 
облигатным галофитом аккумулятивного 
типа, саликорния секвестрирует ионы N a  
и С1 в вакуолях в изолированном от цито
плазмы состоянии [13].

Астраханская компания ООО «САЛИ - 
КОРНИЯ НУТРИШН» производит расти
тельный солезаменитель «Зелёная соль» из 
S a lic o rn ia . В  2020  году компания решила 
увеличить в несколько раз переработку  
саликорнии. Однако данный галофит слож
но культивируется в тепличных условиях  
или в открытом грунте, что не позволяет 
увеличить объемы  производства. Т ехно

логия м икроклонального разм нож ения, 
разработанная специально для саликорнии, 
позволит получить посадочный материал в 
необходимых объемах в короткий срок. О д
нако информации о подобных технологиях, 
разработанных для этого галофита, крайне 
мало, и она плохо систематизирована [1]. 
К ром е того, подобны е технологии разра
батываются индивидуально в зависимости  
от вида растения и являются трудоемкими. 
В с е  это обусловило н еобходи м ость раз
работки техн ол оги и  м икроклонального  
размножения саликорнии.

Цель исследования. Разработать тех
нологию введения S a lic o r n ia  e u r o p a e a  L . в 
культуру in  v itro .

Методы исследования. Исследования  
проведены  в период с 2022  по 2023 год на 
базе биологической лаборатории р еги о
нального центра выявления, поддерж ки  
и развития с п о с о б н о с т е й  и талантов у  
детей  и молодеж и Астраханской области  
(ГАОУ АО ДО  «Региональны й школьный 
технопарк»).

Для микроклонального размножения  
использовались сем ена саликорнии евро
пейской (S a lic o r n ia  e u r o p a e a  L .)  (Fuyang  
B estop  Import And Export Ltd, Китай).

В схож есть семян определялась соглас
но ГОСТ 12038-841. Семена в количестве 15 
штук помещали на фильтровальную бумагу 
в стерильные чашки П етри с добавлением  
15 мл изучаемых растворов. Контрольные 
сем ена замачивались в стерильной водо
проводной воде. С ем ен а инкубировали  
при температуре 25 0С в течение 14 суток. 
В схож есть определяли на 14 сутки экспе
римента. Повторность опыта семикратная.

Для получения стерильны х эксплан- 
тов исследовались различны е м етодики  
стерилизации. В  качестве эксплантов для

1 ГОСТ 12038 — 84. Семена сельскохозяйст
венных культур. Методы определения всхоже
сти. — М., 1984. — 29 с.

Новые технологии / New Technologies
2024; 20 (1)

https://doi


Мария Ф. Коряжкина, Наталья А  Дмитриева, Екатерина В. Тризно, Ариана Б. Седики, Амина М. Утешева, Екатерина С. Скоробогатова
Введение в культуру in vitro Salicornia europaea L

микроклонального размножения были ис
пользованы асептические побеги и листья 
саликорнии.

Д ля вводя саликорнии в культуру in  
v i t r o  бы ли и зуч ен ы  разл ичн ы е м етоды  
[14—16], изкоторых самыми подходящими 
оказались два: культивирование меристем  
и метод каллусных культур. Д ля культи
вирования меристем  в качестве эксплян- 
та  и сп о л ь зо в а л и  кончик в ер х у ш еч н о й  
почки, который был изолирован из побега  
и помещ ался на питательную среду М С с 
фитогормонами. Д ля получения каллусной 
ткани в условиях ламинар-бокса просте
рилизован ны м  ск альпелем  вы резались  
фрагменты стебля, листьев и корней. Д ля 
л учш его  кал л усообр азов ан и я  дел ал ись  
подсечки (поранения) по всей поверхности  
сегм ен тов . П одготовл ен н ы е экспланты  
переносились на стерильную питательную  
среду для микроклонального размножения  
М урасиге Скуга (М С ) с ф итогорм онам и  
И У К  (2 мг/л) и кинетином (0 ,2  мг/л) [16].

Результаты. Семена саликорнии нахо
дились в состоянии физиологического по
коя, что затрудняло культивирование, а так
же осложняло работу с данным галофитом.

Д ля стимуляции прорастания покоя
щихся семян различных видов растений в 
настоящее время, как правило, используют

предпосевную  обработку фитогормонами  
и холодовую  стратификацию2. В  работах  
иранских учены х показано, что высокое 
засол ен и е оказы вает сл абое влияние на 
проростки S a lico rn ia , остальные признаки 
указывают на высокий уровень солеустой
чивости и высокую способность растений 
адаптироваться к засолени ю  [9, 10, 17]. 
Концентрации NaCl играют важную роль на 
всех этапах микроклонального размножения 
представителей рода S a lic o rn ia  [1, 17, 18]. 
Поскольку вопрос предпосевной обработки 
семян S. eu ro p a ea  L . освещ ен в публикациях 
недостаточно, на начальном этапе исследо
вания было проведено изучение влияния 
различных факторов на всхожесть семян.

В а р и а н т ы  опы та: 1. З а м а ч и в а н и е  
семян в стерильной водопроводной воде 
(к онтрол ь); 2. Х ол о д о в а я  стр ати ф и к а
ция (4  н ед ел и  при тем п ер а ту р е + 5°С );
3. Замачивание в растворе гиббериллина  
(ГК 0,5 мл/л); 4. Замачивание в растворе 
цитокинина (кинетин); 5. Замачивание в 
растворе ауксина (И У К  1г/л); 6. Замачи
вание в растворе N aC l (5 г/л). Результаты  
эксперимента представлены на рисунке 1.

2 Николаева М.Г., Разумова М.В., Гладко
ва В.Н. Справочник по проращиванию покоящихся 
семян. отв. ред. М.Ф. Данилова; АН СССР, Ботан. 
ин-т им. В. Л. Комарова. -  Л.: Наука, 1985. -  346 с.

Рис. 1. Влияние различных факторов на всхожесть семян S. europaea L. (14 сутки)

Fig. 1. The influence o f  various factors on the germination o f  S. europaea L. seeds. (14 days)
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Н аибольш ая всхожесть семян наблю 
д алась в вариантах  опы та с обработкой 
семян раствором N aC l (29,52% ) и гиббе- 
релловой кислотой (35,240/ о).

Э ксп ери м ен т показал  низкую  всхо
ж есть , а такж е д л и тел ьн ы е  сроки  п р о 
р а с та н и я  сем ян  (б о л ее  10 суток). Д ля 
сокращ ен и я  сроков п рорастан и я  сем ян  
б ы л  п р о в е д е н  ещ е один эк сп ер и м ен т . 
С ем ен а  п р оращ и вал и сь  в пластиковы х 
к о н т е й н е р а х  с а г а р и зо в а н н о й  с р е д о й

Кнопа. В схожесть определяли на 7 сутки. 
В арианты  опыта: 1. Замачивание семян в 
стерильной водопроводной воде (контр
оль); 2. Холодовая стратификация (4 недели 
при температуре +5°С); 3. Замачивание в 
растворе гиббериллина (ГК 0,5 мл/л); 4. За
мачивание в растворе ауксина (ИМ К 1г/л);
5. О бработка сем ян  суспензией зелены х 
водорослей рода Scenedesmus (1,3*104кл/ 
мл). Результаты исследований представле
ны на рисунке 2.

Всхожесть семян саликорнии на среде Кнопа
100

Контроль Ауксин Гнббереллкн Scenedesmus Холодовая
стратификация

Вариант опыта

Рис. 2. Всхожесть семян S. europaea L. на среде Кнопа (7сутки).

Fig. 2. Germination o f  S. europaea L. seeds in Knop medium (7 days)

В схож есть  сем ян  S. europaea  L. на 
п и тател ьн о й  среде К н о п а  зн ач и тельн о  
выше, чем  при проращ ивании на влажных 
фильтрах в чаш ках Петри. Самая высокая 
всхож есть  н аб лю д ал ась  при  об работке 
сем ян  су сп ен зи ей  зел ен ы х  вод оросл ей  
рода Scenedesmus -  9 0 / ,  а такж е в вари
анте опы та с предварительной холодовой 
стратификацией -  7 0 / .

Важ ны ми факторами, которые следует 
учитывать при дезинфекции растительных 
эксплантов, являются выбор стерилизую 
щ его вещ ества и продолж ительность об
работки. Ч ащ е всего для поверхностного 
очищ ения растительны х тканей  исполь
зую т соединения, содерж ащ ие активный 
х л о р  ( гипохлорит н атри я , гипохлорит 
кальция, хлорам ин), ртутны е препараты

(сулема, диацид) и окислители (перекись 
водорода, перманганат калия), этиловый 
спирт, реж е -  концентрированную  сер 
ную  кислоту, препараты  азотнокислого 
серебра и антибиотики [19]. П одбор сте
рилизую щ его  агента, обеспечиваю щ его 
асептичность культуры с одной стороны и 
низкий уровень угнетения эксплантов -  с 
другой, является одной из важ ны х задач 
при введении растения в культуру in vitro.

Было исследовано действие часто ис
пользуемого для стерилизации эксплантов 
дезинфицирую щ его агента: 1 0 /  водного 
раствора гипохлорита натрия в составе 
дезинфицирую щ его средства «Белизна», с 
последую щ ей трехкратной промывкой ди
стиллированной водой в течение 15 минут. 
Исследовалась возможность стерилизации
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семян 70%  этиловым спиртом, с последу
ю щ ей обработкой гипохлоритом натрия 
и без него. Также проверен потенциал 
использования в качестве стерилизую щ е
го агента ам оксициллина -  антибиотика 
ш и р о к о го  с п е к т р а  д е й с т в и я , ко то р ы й  
прим еняется в микроклональном  разм но
жении для снижения процента погибш их 
от бактериальной инф екции эксплантов и

повы ш ения их регенерационной способ
ности [20].

Для получения асептических пророст
ков сем ен а  сал и к о р н и и  стер и л и зо вал и  
различны м и антисептикам и и проращ и
вали  на б езго р м о н ал ьн о й  п и тател ьн ой  
среде М С. Э ф фективность стерилизации 
оценивалась на 10 сутки. Результаты пред
ставлены  в таблице 1.

Таблица1
Влияние различны х антисептиков на прорастание семян S. europaea L.

Table 1
The influence of various antiseptics on germ ination o f S. europaea L. seeds

Вариант опы та
Средняя всхожесть 

по варианту, в %
% инфицирования  

семян

контроль 16 100

70% спирт (1 мин ) 8 66

спирт + 10% водный раствор гипохлорита Na 
(15 мин) + 15 мин отмываем водой

28 0

10% водный раствор гипохлорита Na (15 мин) + 
15 мин отмываем водой

0 20

А моксициллин (200 мг/л) 10 80

Перекись водорода 3% 0 0

Н а основании полученных результатов 
для получения стерильных эксплантов на 
среде М С  реком ен дуется  сем ен а  пом е
стить в 70%  этиловый спирт на 1 минуту, 
затем  -  в 10% раствор  гипохлорита N a  
(1:2) на 15 минут, затем  в течении 15 ми
нут отмыть 3 -  4 порциям и стерильной

дистиллированной воды.
П роведен н ы е и сслед ован и я п о каза 

ли, что на среде М С сем ен а  п рорастаю т 
на 10 сутки. С равн и тел ьн ая  х ар ак тер и 
с ти к а  в с х о ж е с ти  се м я н  на р а зл и ч н ы х  
средах  п ред ставл ен а  в таб ли ц е 2.

Сравнительная характеристика всхожести семян S. europaea L. 
на различны х средах

Таблица 2

Table 2
Com parative characteristics o f S. europaea L. seeds germ ination in various m edia

Показатель
Агаризованная  

среда Кнопа
М урасиге-Скуга

(безгормональная)
П роращ ивание на  

бумаге в чаш ках Петри

Начало прорастания 7 сутки 10 сутки 14 сутки

Всхожесть в % в контроле 60 16 27
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А нализ полученны х данных показал, 
что на разных питательных средах и при 
воздействии различных факторов всхожесть 
и сроки прорастания семян S. e u ro p a ea  L. 
различны. Самые короткие сроки прораста
ния и высокая всхожесть отмечены на среде 
Кнопа. Данная среда рекомендуется для бы
строго получения стерильных эксплантов.

Н а сл ед у ю щ ем  этап е и ссл едован и я  
н еобходи м о  бы ло ввести S. e u r o p a e a  L . 
в к ул ь тур у  in  v i t r o .  И з а с е п т и ч е с к и х  
проростков были получены  меристемы . 
Однако при пересеве на М С с фитогормо
нами рост меристем  не наблюдался, либо

ж е прои сходи ло зарастание фрагментов  
плесневы ми грибами.

С п особность к образованию  каллуса 
культурой S. e u r o p a e a  L . исследовалась  
на классической для микроклонального  
разм н ож ени я ср ед е  М С . Д ля ин дукции  
каллусообразования в питательную среду  
добавлялись гормоны И УК  (2 мг/л) и ки- 
нетин (0 ,2  мг/л).

В результате на питательной среде М С  
было получено 2 каллусных культуры. И з
учен характер их роста на агаризованной  
и жидкой среде МС. Результаты представ
лены на рисунке 3 и в таблице 3.

Таблица 3
Свойства каллусны х культур S. europaea L.

Properties o f S. europaea L. callus cultures
Table 3

Каллусная  
культура №

Характер роста культур 
на агаризованной МС

Х арактер роста культур 
на жидкой МС

1 Белая, плотная, матовая, поверхность складчатая, 
непрозрачная, объемная

Единичные клетки и клеточные 
агрегаты

2 Рыхлая, желтая, плоская, полупрозрачная, 
поверхность гладкая, слизистая

Клеточные агрегаты по 4-9 
клеток

А Б в

г е

Рис. 3. Каллусные культуры S. europaea L.: (А) Культура № 1 на твердой МС; (Б) Культура № 2 
на твердой МС; (В) Культура № 1 под световым микроскопом, х100; (Г) Культура № 2 

под световым микроскопом, х100; (Д) Культура № 2 под световым микроскопом, х400; (Е) 
Культура № 2 под световым микроскопом, х1000

Fig. 3. Callus cultures o f  S. europaea L.: (A) Culture No. 1 on solid MS; (B) Culture No. 2 on solid MS; 
(B) Culture No. 1 under a light microscope, x100; (D) Culture No. 2 under a light microscope, x100; 
(E) Culture No. 2 under a light microscope, x400; (E) Culture No. 2 under a light microscope, x1000

Новые технологии / New Technologies
2024; 20 (1)



Мария Ф. Коряжкина, Наталья А  Дмитриева, Екатерина В. Тризно, Ариана Б. Седики, Амина М. Утешева, Екатерина С. Скоробогатова
Введение в культуру in vitro Salicornia europaea L

Обсуждение. С ерия эк спери м ентов  
показала низкую всхож есть и длительные 
сроки прорастания сем ян S. europaea L . 
Д ля бы строго получения эксплантов п о 
добрана методика проращивания семян на 
агаризованной среде Кнопа, что позволяет 
сократить срок  п ол учен и я  эксплантов. 
П одобрана оптимальная методика стери
лизации семян. И зучение различных м е
тодов ввода в культуру in vitro S. europaea 
L . показало, что оптимальным вариантом  
является получение каллусной ткани с по
следую щ ей индукцией органогенеза или 
эм бриогенеза. В  результате проведенного  
и ссл едован и я  на ср ед е  М С  п ол уч ен о  2 
каллусные культуры.

Заключение. В н а с т о я щ е е  врем я  
продолж ается доработка технологии ми
кроклонального размножения S. europaea 
L .: п од бор  оптим альной  концентрации  
фитогормонов для индукции органогенеза 
и эмбиоргенеза. В  октябре 2022 года была 
организована экспедиция для сбора образ
цов S. perennans Willd, произрастающ их в 
Астраханской области. В  дальнейшем пла
нируется усовершенствование технологии  
микроклонального размножения S. europaea 
L. и разработка подобной технологии для 
S. perennans Willd.

Выводы.
1. Н аи бол ее  подходящим для S. eu

ropaea L . типом микроклонального раз
множения является получение каллусной  
ткани с последую щ ей индукцией органо
генеза или эм бриогенеза.

2. Для быстрого получения эксплантов 
р ек ом ен дуется  проращ ивать сем ен а  на 
питательной среде Кнопа. С ем ена п р ед
варительно стерилизовать спиртом (70% ) 
1 минуту, затем  10% водным раствором  
ги п о х л о р и та  N a  (1 :2 ) с п о сл е д у ю щ и м  
промыванием семян 3 -  4 порциями сте
ри л ьн ой  д и сти л л и р ов ан н ой  воды . Д ля 
лучш ей всхож ести сем ена рекомендуется  
предварительно подвергнуть холодовой 
стратификации (4 недели при температуре 
+ 5 0С).

3. Д ля п ол учен и я  к ал л усн ой  ткани  
предварительно пораненный стерильный  
эксплант следует переносить на среду М С  
с концентрацией гормонов И УК  -  2 мг/л, 
кинетин -  0 ,2  мг/л .

4. В  результате проведенного и ссл е
дования установлено, что среда М С опти
мальна для получения каллусных культур.

Финансирование. Работа выполнена 
при поддерж ке ГАОУ АО ДО  «Региональ
ный школьный технопарк».
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З а я в л е н н ы й  в к л а д  с о а в т о р о в
Все авторы настоящего исследования принимали непосредственное участие в планировании, 
выполнении и анализе данного исследования. Все авторы настоящей статьи ознакомились и 

одобрили представленный окончательный вариант.

C l a i m e d  c o n t r i b u t i o n  o f  c o - a u t h o r s
All authors o f  the research were directly involved in the design, execution, and analysis o f  the 

research. All authors o f  this article have read and approved the final version submitted.
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