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Целью настоящей работы являлось изучение особенностей 
введения в культуру in vitro видов Paeonia hybrida Pall. и Paeoniaano-
mala L., редких и исчезающих видов флоры Казахстана. Paeoniahyb-
rida Pall. является эндемиком Алтая. Численность и ареалы данных 
видов сокращаются из-за сбора растений на букеты, выкапывания 
корней для использования в целях лечения. В связи с этим задачей 
исследования являлось введение в культуру in vitro Paeonia hybridа и 
Paeonia anomala, для дальнейшего микроклонального размножения 
и использования полученного материала для сохранения и 
восстановления численности популяций данных видов. В работе 
приводятся данные по местообитанию и локализации данных видов на 
территории Казахстанского Алтая.  Нами была отработана и принята 
наиболее оптимальная схема стерилизации исходного материала для 
культивирования в условиях invitro. В качестве исходного материала 
рассматриваются различные типы эксплантов на разных стадиях 
развития растения: семена, отдельные части семян с зародышамии 
почки возобновления. В данной работе описываются оптимальные 
условия и состав питательной среды с добавлением регулирующих 
веществ для развития эксплантов в условиях in vitro. 
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Introduction into the culture in 
vitro Paeonia hybrida Pall. and 

P.anomala L.

The main point of this work was researching of introducing features in 
in vitro culture that rare and endangered species as Paeonia hybrida Pall. 
and P.anomala L of flora in Kazakhstan. Paeonia hybrida Pall. is endemic 
to Altai. Number and habitats of these species are reduced because of the 
collection of plants for bouquets, digging roots for use in treatment. In this 
regard, the task of the study was the introduction of an in vitro culture 
of Paeoniahybrida and Paeoniaanomala, for further micropropagation and 
the use of the material obtained for the preservation and restoration of 
the population of these species populations. The paper presents data on 
habitat and location of these species on the territory of Kazakhstan Altai. 
We have worked out and adopted the most optimal scheme of starting 
material sterilization for cultivation in vitro. Various types of explants were 
used as starting material: seeds, embryos and isolated ground buds. This 
paper describes the optimum conditions and the composition of the nutri-
ent solution with the addition of agents for regulating the explants under 
conditions in vitro.

Key words: culture of tissues and organs of plants, clonal micropropa-
gation, conservation of biodiversity, endemic species.
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Paeonia hybrida Pall. және  
P. anomala L. өсімдіктерін  
in vitro жағдайына енгізу

Жұмыстың мақсаты Қазақстан флорасының сирек кездесетін 
және жойылып бара жатқан Paeoniahybrida Pall. мен P.anomala L. 
өсімдік түрлерін in vitro жағдайына енгізу ерекшеліктерін зерттеу 
болып табылады. Paeonia hybrida Pall. Өсімдігі Алтайдың эндемик 
түрлеріне жатады. Емдік мақсатта тамырларын қазып алу және 
өсімдіктерден гүл шоғын дайындағандықтан аталған түрлердің саны 
мен мекен ететін ареалы күрт азайып бара жатыр. Осыған байланысты 
зерттеудің міндеті Paeonia hybridа және Paeonia anomala өсімдіктерін 
in vitro культурасына еңгізу және алынған материалды болашақта 
микроклодын көбейтіп, аталған түрлер популяциялары санын сақтап, 
қайтадан қалпына келтіру болып табылады. Мақалада аталған 
түрлердің Қазақстан Алтайы аумағында кездесетін аудандары мен 
өсетін орындары көрсетілген. In vitro жағдайында культурада өсіру 
үшін бастапқы материалды залалсыздандырудың ең қолайлы нұсқасы 
анықталып, қолданылды. Бастапқы материал ретінде экспланттардың 
бірнеше түрлері, яғни тұқымдар, ұрығы бар тұқым бөлігі және жаңару 
бүршіктер қарастырылады. Берілген жұмыста экспланттарды in vitro 
жағдайында өсіру үшін оптималды жағдайлары мен реттегіш заттар 
қосылған қоректік ортаның құрамына сипаттама беріледі. 

Түйін сөздер: өсімдіктер ұлпалары мен мүшелерінің культурасы, 
клондық микрокөбейту, биоалуандылықты сақтау, эндемик түрлер.
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Введение

Проблема сохранения биоразнообразия растений в послед-
ние годы стала одной из приоритетных задач охраны природно-
го наследия. Наряду с традиционными способами сохранения 
растений exsitu все большее значение приобретает использо-
вание для этих целей культуры изолированных тканей и ор-
ганов. Привлечение методов биотехнологии, базирующихся 
на культивировании изолированных органов, тканей и клеток 
растений для решения проблем сохранения биологического 
разнообразия имеет преимущества перед традиционно исполь-
зуемыми подходами. Таким образом, учитывая сильное антро-
погенное воздействие на ресурсы и состояние Paeonia hybrida 
Pall. и Paeonia anomalaL., разработка методов их сохранения и 
восстановления является особенно актуальной.

Paeoniahybrida Pall. (Paeoniaceae Rudolphi) – Пион гибрид-
ный. Эндемик юго-востока Западной Сибири и гор Восточного 
Казахстана. Встречается в горах Алтая, Тарбагатае, Сауре, на 
северном склоне Джунгарского Алатау, а также в прилегающей 
части Восточного мелкосопочника. Растет на открытых щеб-
нистых и каменистых степных склонах, среди кустарников от 
предгорий до среднего пояса гор [1].

Paeoniaanomala L.(Paeoniaceae Rudolphi) – Пион уклоня-
ющийся. Редкий и исчезающий вид, занесен в Красную кни-
гу животных и растений Республики Казахстан. Произрастает 
преимущественно в Казахстане, Средней Азии, Алтае, в лесной 
зоне Сибири от Урала до Лены и Байкала, очень редко – на се-
вере европейской части России [1]. 

Численность и ареалы данных видов сокращаются из-за сбо-
ра растений на букеты, выкапывания корней для использования 
в целях лечения. В связи с этим задачей исследования являлось 
введение в культуру invitro Paeoniahybridа и Paeoniaanomala, 
для дальнейшего микроклонального размножения и использо-
вания полученного материала для сохранения и восстановле-
ния численности популяций данных видов.

Ранее исследованиями по определению особенностей раз-
вития изолированных почек сортов пиона травянистого в усло-
виях invitro занималась Г.А. Талалаева (1983, 1984) [2, 3]. Ею 
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была изучена реакция эксплантов на экзогенные 
регуляторы роста, а также на трофические и фи-
зические факторы культивирования, были полу-
чены микропобеги сортовых пионов, но отмече-
ны трудности в укоренении.

В опытах японских исследователей с тра-
вянистым пионом (Paeonialactiflora Pall.) за 1 
месяц культивирования удалось получить до-
полнительных 2-3 побега.У зародышей пиона 
критической фазой, в которой он становится от-
носительно автономным, т.е. способным пройти 
дальнейший эмбриогенез и развиваться без ма-
теринского организма в нормальное растение, 
является ранняя сердечковидная фаза – фаза 
дифференциации семядолей [4].

Также было показано, что зародыши видов 
Paeoniaна разных стадиях развития, а также все 
органы проростка (на среде, индуцирующей кал-
лусообразование) способны образовывать кал-
лус, в котором при определенных условиях на-
чинается морфогенез [5, 6, 7, 9]. Известно, что на 
этапе пролиферации для получения достаточно 
большого количества генетически однородных 
растений-регенерантов определяющими факто-
рами являются физиологическое состояние ис-
ходного экспланта и условия культивирования. 
Эти факторы оказывают наиболее значимое 
влияние на реализацию морфогенетического по-
тенциала растений invitro [8, 10]. Также важную 
роль в получении успешно пролиферирующей 
культуры invitro играют гормоны цитокинино-
вого ряда, при этом значительное влияние на 
коэффициент размножения in vitro оказывают не 
только изменение концентрации гормона в пита-
тельной среде, но и замена одного препарата на 
другой – с большей или меньшей биологической 
активностью [11, 12]. Отмечается, что совмест-
ное использование ауксинов и цитокининов обе-
спечивает увеличение коэффициента размноже-
ния у видов Paeonia hybrida [13].

Таким образом, в результате проведенного 
анализа литературных источников, видно, что к 
настоящему времени накоплен большой объем 
знаний по вопросам изучения биологических осо-
бенностей и морфогенеза травянистых пионов, в 
частности Paeonialactiflora и Paeoniaofficinalis, 
а также многочисленных сортов декоративных 
пионов. Исследования в основном посвящены 
вопросам ускоренного прорастания семян и ме-
тодам вегетативного размножения растений, от-
носящихся к роду Paeonia. Имеются сведения о 
возможности размножения invitro сортов и ви-
дов Paeoniasuffriticosa Andr., Paeonialactiflora 
Pall. [3, 14], Paeoniaofficinalis L. [2] почками, 

P.anomala [15] с использованием в качестве 
эксплантов боковых почек. Описаны эмбри-
огенез и органогенез в культуре зародышей 
Paeoniaanomala [6].

Сведений по введению в культуру 
Paeoniahybridа, являющимся эндемиком юга-
востока Западной Сибири и гор Восточного Ка-
захстана в доступных литературных источниках 
не выявлено.

Целью настоящей работы являлось изучение 
особенностей введения в культуру invitro видов 
Paeoniahybrida Pall. и Paeoniaanomala L., редких 
и исчезающих видов флоры Казахстана.

Материалы и методы исследования

Объекты исследования – Paeoniahybrida 
Pall. и Paeoniaanomala L. ��������������������Для����������������� ����������������введения�������� �������в������ �����куль-
туру invitro использовались�������������������� �������������������семена������������� ������������и����������� ����������почки����� ����воз-
обновления Paeoniahybrida и Paeoniaanomala. 
Материалы для исследования Paeoniahybrida и 
Paeoniaanomala были собраны Мырзагалиевой 
А.Б. и Самархановым Т. Н. в 2015 году во вре-
мя полевых экспедиционных выездов на хребты 
Южного Алтая и Калбинский хребет.

Растения Paeonia hybrida для исследований 
отобраны в Восточно-Казахстанской области, на 
северо-восточном склоне перевала Умуш Кал-
бинского хребта с координатами (по данным 
GPS): N 49016.260`; E 086009.328`, на высоте 1318 
м над уровнем моря. Площадь распространения 
пиона гибридного составила около 10 га. В зла-
ково-разнотравно-кустарниковом фитоценозе 
кусты пиона достигали высоты 35-40 см, по пло-
щади размещены диффузно в виде небольших 
групп (рисунок 1). Кусты пиона находились в 
хорошем жизненном состоянии.

Семена Paeonia anomala были собраны на 
кустарниковых и кустраниково-разнотравных 
фитоценозах, на разнотравно-злаковой ассоци-
ации по левому берегу ручья Жабыкен ущелья 
Жабыкен хребта Сарымсакты Южного Алтая, на 
территории Катон-Карагайского государствен-
ного национального парка с координатами (по 
данным GPS): N 49012.408`; E 086011.384 на вы-
сотном пределе от 1000 до 1800 м над уровнем 
моря (рисунок 2).

На момент сбора материала пион находил-
ся на стадии созревания семян (рисунок 2). В 
таких фитоценозах кусты пиона достигают до 
70-80 см высоты, по площади размещены диф-
фузно в виде небольших групп. Общее проек-
тивное покрытие – 90%, а пиона уклоняющего-
ся – 40-50%.
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Приготовление и стерилизацию питатель-
ных сред для культивирования эксплантов-
растений проводили согласно общепринятым 
методикам [7, 16]. Для постановки экспери
мента в качестве питательной среды, была 
использована модифицированная среда по 
прописи Мурасиге-Скуга с добавлениями 
регуляторов роста такие как индолилуксусная 
кислота (ИУК)�����������������������������   , б��������������������������  ензиламинопурин (БАП)����� , ���ки-
нетина и гиббереловой кислоты (таблица 4). В 

качестве эксплантов были использованы: ���се-
мена, отдельные части семян с зародышами и 
почки.

Одним из важных моментов на этапе введе-
ния в культуру является выбор концентрации 
и экспозиции используемого стерилизующего 
агента.Нами были разработаны и опробованы 
две схемы стерилизации семян Paeonia hybrida и 
Paeonia anomala и почек возобновления Paeonia 
hybrida. 

Рисунок 1 – Paeoniahybrida на злаково-разнотравно- 
кустарниковом фитоценозе Калбинского хребта,  

перевал Умуш

Рисунок 2 – Плодоносящий куст Paeoniaanomala  
в ущелье Жабыкен хребта  

Сарымсакты

Таблица 1 – Схемы стерилизации первичного материала

№ Схема стерилизации экспланта
Время экспозиции, мин

Для семян и отдельных частей 
семян с зародышами Для почек возобновления 

1 

Проточная вода 30 120 
Мыльный раствор 20 40 
90% этанол 5 5 секунд 
5% гипохлорит натрия 20 10 
Дистиллированная вода (3 порции) 10 20 

2 

Мыльный раствор 20 10 
10 % раствор пероксида водорода 20 5 
90% этанол 5 5 секунд
Дистиллированная вода (4 порции) 10 20 

Семена были разделены на две группы. Для 
каждой группы были использованы разные схе-
мы стерилизации. Семена первой группы были 
предварительно промыты проточной водой, 
следом мыльным раствором 20 мин, затем в 
асептических условиях ламинар-бокса обраба-

тывали последовательно 95 % этанолом 5 мин, 
5% гипохлоритом натрия 20 мин и трижды опо-
ласкивали стерильной дистиллированной во-
дой. Семена второй группы были погружены в 
мыльный раствор 20 мин, затем в 10 % раствор 
пероксида водорода на 20 мин, затем в асепти-
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ческих условиях ламинар-бокса обрабатывали 
95% этанолом 5 минут и четырежды ополаски-
вали стерильной дистиллированной водой (та-
блица 1).

Почки возобновления брали с корневища и 
были разделены на две группы. Первая группа 
почек в течение 2-х часов промывали проточной 
водой. Вырезали скальпелем с частью корневи-
ща, промывали мыльным раствором в течение 40 
мин., и дальнейшую обработку стерилизующи-
ми реагентами проводили в условиях ламинар-
бокса: 95 % этанолом 5 сек, 5% гипохлоритом 
натрия в соотношении 1:5 с дистиллированной 
водой в течение 20 мин, с последующей трех-
кратной промывкой в стерильной дистиллиро-
ванной воде. 

Вторая группа в течение 10 минут были по-
гружены в мыльный раствор, затем в 10 % рас-
твор пероксида водорода 5 минут, затем 95% 
этанол 5 секунд и дистиллированная вода (4 пор-
ции) в течение 20 минут(таблица 1).

Семена Paeoniahybrida были собраны сразу 
после созревания и были обработаны стерилизу-
ющими веществами. После стерилизации семена 
без повреждения семенной кожуры были выса-
жены на твердую питательную среду Мурасиге/
Скуга с добавлением регуляторов роста в трех 
вариантах: 1) 1,5 мг/л БАП,2) 0,1 мг/л 3) ИУК и 
1 мг/л БАП, 1 мг/л ИУК и 40 г/л сахарозы.

Семена Paeonia anomala были собраны на 
стадии молочной спелости в июле 2016 года. Се-
мена были освобождены от семенной кожуры, 
зародыши с частью эндосперма были вырезаны 
и посажены на питательную среду по прописи 

среду Мурасиге/Скуга с добавлением регуля-
торов роста в трех вариантах: 1) 0,1 мг/л ИУК, 
2) 1,5 мг/л БАП и 3) ИУК 1 мг/л, БАП 1 мг/л, 
кинетина 1 мг/л, гиббереловой кислоты 0,1 мг/л. 
Через 15 дней было отмечено прорастание за-
родыша. Чтобы избежать дальнейшего ингиби-
рования развития вследствие поликонденсации, 
прорастающий зародыш был изолирован и пере-
сажен на новую питательную среду с добавле-
нием ИУК 1 мг/л, кинетина 1 мг/л, гиббереловой 
кислоты 0,1 мг/л (рисунок 2).

Помимо семян, нами в качестве эксплантов 
для введения в культуру in vitro были исполь-
зованы и почки возобновления Paeoniahybrida. 
Экспланты почек Paeoniahybrida. прошли 
стерилизацию по двум схемам. П������������� осле стерили-
зации были высажены на питательные среды 
Мурасиге/Скуга с добавлением регуляторов ро-
ста в трех вариантах: 1) ИУК 2 мг/л, БАП 1 мг/л, 
2) 1  мг/л БАП, 1 мг/л ИУК и 40 г/л сахарозы, 3) 
ИУК 0,1 мг/л.

Культивирование эксплантов проводили в 
культивационном помещении при температуре 
23-250С, 16-часовомфотопериоде, освещенности 
3,5-4 тыс. люкс и относительной влажности 70-
80%. Каждые пять дней отмечалось количество 
инфицированных эксплантов. 

Результаты исследования и их обсуждение

При испытании схем стерилизации первич-
ного материала на этапе ведения в культуру учи-
тывалось число инфицированных эксплантов 
(таблица 2). 

Таблица 2 – Эффективность применения схем стерилизации

Номера 
схем Виды эксплантов Количество высаженных 

экземпляров, шт Процент заражения, %

1 схема

Семена 24 12,5
Отдельные части семян с 
зародышами 26 15,4

Почки 23 8,7

2 схема

Семена 24 50 
Отдельные части семян с 
зародышами 26 77,0

Почки 23 74,0

Из данных таблицы 2 следует, что приме-
нение 1-ой схемы стерилизации оказалась бо-
лее эффективным. Так, при применении 90% 

этанола в сочетании с 5%-ым гипохлоритом 
натрия доля эксплантов без признаков инфек-
ции составила: для семян – 87,5; для отдель-
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ных частей семян с зародышами – 84,6; для 
почек – 91,3 %. 

Также нами были изучены рост и развитие 
разных видов эксплантов в зависимости от со-
става питательной среды (табл. 3). За показатель 

определения эффективности вида эксплантов 
Paeoniaanomala и Paeoniahybridaдля введения 
в культуру invitroи состава питательной среды 
были взятыдоля жизнеспособных эксплантов и 
их размеры.

Таблица 3 – Жизнеспособность Paeoniaanomala и Paeoniahybrida в условиях invitro в зависимости от состава питательной 
среды Мурасиге/Скугаи вида экспланта

№ Виды эксплантов Состав питательной среды Жизнеспо-соб-
ность, %

Средняя длина ре-
генеранта, мм

Семена МС + 1,5 мг/л БАП 4,0 1,2±0,1
МС +0,1 мг/л ИУК 0 1,4±0,3

МС +1 мг/л БАП, 1 мг/л ИУК и 40 г/л сахарозы 2,0 1,5±0,5
1.	 А Отдельные части 

семян с зароды-
шами

МС +0,1 мг/л ИУК 19,0 5,3±1,5
МС +1,5 мг/л БАП 25,0 5,7±1,4

МС +1 мг/л ИУК, 1 мг/л БАП, 1 мг/л кинетина, 0,1 
мг/л ГА3

51,0 6,4±1,3 

Почки МС +2 мг/л ИУК, 1 мг/л БАП 35,0 19,0±2,3
½ МС +1 мг/л БАП, 1 мг/л ИУК, ГА3 1 мг/л и 40 

г/л сахарозы
65,0 51,1±3,3

МС +0,1 мг/л ИУК 51,0 16,1±2,3

Исходя из данной таблицы, для введения в 
культуру invitroфрагментов семени с зародышем 
Paeoniaanomala и Paeoniahybrida оптимальной 
оказалась среда Мурасиге/Скуга с добавлением 
1 мг/л ИУК, 1 мг/л БАП, 1 мг/л кинетина, 0,1 
мг/л гиббереловой кислоты. Для почек возоб-
новления данных видов растений на этапе вве-
дения в культуру invitroнаиболее эффективна 
питательная среда половинного состава Мураси-
ге/Скугас добавлением 1 мг/л БАП, 1 мг/л ИУК, 
ГА3 1 мг/л и 40 г/л сахарозы. Введение в куль-
туру invitroцелыхсемян оказалось не эффектив-
ным, так как прорастание отмечающееся через 
месяц культивирования в дальнейшем не полу-
чило развития.

Ранее отмечалось, что при длительном куль-
тивировании семян происходит поликонденса-
ция в питательную среду веществ фенольной 
природы, которая приводит к ингибированию 
клеточных делений, снижению жизнеспособно-
сти и дальнейшей гибели зародыша в семени [4].

При культивировании эксплантов из под-
земных почек через неделю после посадки на 
питательную среду наблюдалось активная про-
лиферация с образованием настоящих листьев 
(рисунок 3).

Рисунок 3 – Развитие почек Paeoniahybrida  
на питательной среде 1/2МС с повышенным  

содержанием сахарозы

Выводы

Разработаны приемы введения в культуру и 
культивирования invitro семян и изолированных 
зародышей Paeoniahybridа и Paeoniaanomala. 
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Введение в культуру in vitro Paeonia hybrida Pall. и  P.anomala L.

Показана возможность размножения в куль-
туре P. hybridаиз эксплантов почек возобновле-
ния. На этапе микроразмножения для предста-
вителейоптимальными являются питательные 
среды, дополненные 1 мг/л БАП, 1 мг/л ИУК и 
40 г/л сахарозы. Применение среды Мурасиге/
Скуга с половинной концентрацией солей, ком-
плексом регуляторов роста (БАП, ИУК, ГА3) и 
40 г/л сахарозы, оказалось эффективно на этапе 
введения почекв культуру и на этапе микроразм-
ножения.

При использовании в качестве эксплантов 
для введения в культуру семян Paeoniahybridа и 
Paeoniaanomala эффективным оказалось выделе-
ние части семени с зародышем, чем использова-
ние целого семени без скарификации. Для данного 
вида экспланта эффективна среда Мурасиге-Скуга 

с добавлением ИУК 1 мг/л, БАП 1 мг/л, кинетина 1 
мг/л, гиббереловой кислоты 0,1  мг/л.

Разработанные приемы получения растений-
регенерантов пиона гибридного флоры Восточ-
ного Казахстана методами биотехнологии бу-
дут использованы для сохранения генофонда в 
коллекциях invitro; полученные растения путем 
клонального микроразмножения будут адапти-
рованы к открытому грунту, исследования будут 
продолжаться с дальнейшей интродукцией и ре-
интродукций в природные популяции.

Работа выполнена в рамках фундаменталь-
ных научных исследований по приоритетам раз-
вития науки на 2015-2017 годы на тему «Разра-
ботка биотехнологических способов сохранения 
эндемичных и лекарственных растений в усло-
виях invitro». 
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