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КУЛЬТУРА IN VITRO АДВЕНТИВНЫХ КОРНЕЙ ТУРКЕСТАНСКОГО 
МЫЛЬНОГО КОРНЯ ALLOCHRUSA GYPSOPHIOLOIDES  

(REGEL) SCHISCHK

Сокращения и обозначения
АК – адвентивные корни; ИМК – индолил-3-масляная кислота; Кр – коэффициент прироста; 

МС – питательная среда Мурасиге и Скуга; НУК – α-нафтилуксусная кислота, ТМК – туркестанский 
мыльный корень

В статье приведены экспериментальные данные по культуре адвентивных корней in vitro для 
эндемичного вида Allochrusa gypsophiloides, туркестанского мыльного корня – супер-продуцента 
тритерпеновых сапонинов. Первичная культура изолированных корней получена от исходных 
семян, собранных из природных популяций A. gypsophiloides на юге Казахстана. Изучено влияние 
экзогенных ауксинов, ИМК и НУК в жидкой питательной среде МС на рост корневых эксплантов, 
дифференцировку адвентивных корней, коэффициент прироста биомассы и биосинтетический 
потенциал культуры по уровню накопления тритерпеновых сапонинов in vitro. Установлена 
общая динамика роста культуры адвентивных корней: накопление максимальной биомассы и 
увеличение прироста на 40-50 сутки инкубации с дальнейшим снижением в ходе двухмесячного 
цикла культивирования. Выявлено, что стимулирующее действие ауксинов питательной среды 
связано с инициацией корневых апексов в индуцированной каллусной ткани, приводящая 
к развитию адвентивных корней и интенсивному росту дифференцированной корневой 
биомассы в изолированной культуре. Превышение прироста биомассы на опытных вариантах 
среды составило 215 % к контрольной среде с более ранним стимулирующим эффектом ИМК. 
Выявлено, что содержание сапонинов в экстрактах, полученных из культуры адвентивных 
корней превышал их средний уровень в аналогичных экстрактах из нативных корней: в 2 раза 
на контрольной среде, в 3 раза на среде с внесением НУК и ИМК. Повышенное содержание 
сапонинов in vitro коррелировало с увеличением прироста биомассы на ауксинсодержащих 
средах. Высокий уровень сапонинов в бутанольных экстрактах из остаточной культуральной 
среды свидетельствует об активной экссудации метаболитов из корневой биомассы в жидкую 
среду МС. Разработаны биотехнологические основы получения культуры in vitro адвентивных 
корней с высоким ростовым индексом и повышенным уровнем сапонинов на индуцирующих 
средах для альтернативного производства вторичных метаболитов из культивируемой биомассы 
туркестанского мыльного коня A. gypsophiloides.

Ключевые слова: культура тканей in vitro, Allochrusa gypsophiloides, туркестанский мыльный 
корень, адвентивные корни, коэффициент прироста биомассы, сапонины.
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Adventitious root in vitro cultures of turkestan soaproot allochrusa  
gypsophiloides (regel) schischk

Abbreviations
AR – adventitious roots; IBA– indole-3-butyric acid; GI – growth index; MS – Murashige and Skoog 

medium; NAA – α-naphthalene acetic acid, TSR – turkestan soaproot

The experimental data on establishment of adventitious roots cultures of endemic species Allochrusa 
gypsophiloides (turkestan soaproot), a super-producer of triterpene saponins, are presented. The 
primary isolated roots culture was obtained from initial seeds collected from natural populations of 
A. gypsophiloides in the south of Kazakhstan. The influence of different types of exogenous auxins, 
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NAA and IBA of MS nutrient liquid medium on the root explants growth, the growth index of induced 
adventitious roots, and their biosynthetic potential by the saponins accumulation in vitro was studied. 
The general dynamics of growth was established: an increase in root biomass on 40-50’s culture days 
with a further decrease during a two-month cycle. It was revealed that the auxin stimulating effect is 
associated with the initiation of root apexes in the induced callus tissue, leading to the development of 
adventitious roots and intensive growth of differentiated root biomass in an isolated culture. The excess 
of biomass accumulation in the experimental variants of the medium averaged 215% compared to the 
control medium with an earlier inducing effect of IBA. It was found that the level of saponins in the 
extracts obtained from the adventitious roots culture, exceeded their content in similar extracts from 
native roots: 2 times in the control medium, 3 times in the medium with NAA and IBA. Saponins level 
increasing in culture correlated with biomass growth index on medium supplemented with auxins. The 
high saponins content in the extracts from the residual growth medium indicates the active exudation 
of saponins from the root biomass into the nutrient medium. Biotechnological bases for obtaining in 
vitro culture of adventitious roots with a high growth index and an increased saponins level on inducing 
medium for alternative production of secondary metabolites from the cultivated biomass of turkestan 
soaproot A. gypsophiloides have been developed.

Key words: tissue culture, Allochrusa gypsophiloides, turkestan soap root, adventitious roots, 
biomass growth rate, saponins.
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Түркістандық сабынтамырдың allochrusa gypsophioloides (regel) schischk  
in vitro жағдайдағы адвентивті тамырлар дақылдары

Қысқартулар
АТ – адвентивті тамырлар; ИМҚ – индолил -3-май қышқылы; Кр – өсуінің коэффициенті; МС 

– Мурасиге және Скуг қоректік; НСҚ – α-нафтилсірке қышқылы, ТМК – түркістандық сабынтамыр

Мақалада үштерпенді сапониндердің үздік өндірушісі болып табылатын эндемик түр 
түркістандық сабынтамырдың Allochrusa gypsophiloides in vitro жағдайдағы адвентивті 
тамырларының дақылдары бойынша тәжірибелік мәліметтер берілген. Оқшауланған 
тамырлардың біріншілік дақылдары A. gypsophiloides-тің Қазақстанның оңтүстігіндегі табиғи 
популяциясынан жиналған бастапқы тұқымдардан алынды. Мурасиге және Скуг сұйық қоректік 
ортасының құрамындағы экзогенді ауксиндердің – индолил май қышқылы мен нафтилсірке 
қышқылының тамыр экспланттарының өсуіне, адвентивті тамырлардың дифференциациясына, 
биомасса өсуінің коэффициентіне және дақылдың in vitro жағдайда үштерпенді сапониндерді 
жинақтау деңгейі бойынша биосинтетикалық потенциалына әсері зерттелді. Адвентивті 
тамырлар дақылдарының өсуінің жалпы динамикасы анықталды: өсірудің екі ай мерзім кезеңінде 
инкубацияның 40-50 тәулігінде биомассаның максималды жинақталуы және өсудің ұлғаюы 
мен одан кейін биомассаның төмендеуі анықталды. Қоректік орта құрамындағы ауксиндердің 
ынталандыратын әсері индукцияланған каллус ұлпасында адвентивті тамырлардың дамуы мен 
дифференцияланған тамыр биомассасының қарқынды өсуіне әкелетін тамыр апекстерінің 
қалыптасуымен байланысты болатыны анықталды. Ортаның тәжірибелік нұсқаларында биомасса 
өсуінің артуы бақылау нұсқасына санағанда 215% және мұнда ИМҚ ынталандырушы әсері ерте 
болды. Адвентивті тамырлар дақылдарынан алынған экстракттарда сапониндердің мөлшері табиғи 
тамырлардан алынған экстракттардағы орташа деңгейінен жоғары болды: бақылау ортасында 
2 есе, НСҚ және ИМҚ қосылған орталарда 3 есе жоғары. In vitro жағдайдағы сапониндердің 
жоғары мөлшері құрамында ауксиндер бар орталардағы биомасса өсуінің артуымен байланысты. 
Қалған дақылдық ортадан алынған бутанолды экстракттардағы сапониндердің жоғары деңгейі 
тамыр биомассасынан МС сұйық қоректік ортасына сапониндердің белсенді бөлініп шығуын 
көрсетеді. Түркістандық сабынтамырдың A. gypsophiloides өсірілетін биомассасынан екінші реттік 
метаболиттердің баламалы өндірісі үшін ынталандырушы қоректік орталарда өсу индексі мен 
сапониндер деңгейі жоғары in vitro адвентивті тамырлар дақылдарын алудың биотехнологиялық 
негіздері жасалды. 

Түйін сөздер: in vitro ұлпа дақылдары, Allochrusa gypsophiloides, түркістандық сабынтамыр, 
адвентивті тамырлар, биомасса өсуінің коэффициенті, сапониндер.
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Введение

Аллохруза качимовидная Allochrusa gypsophi­
loides (сем. Caryophyllaceae Juss.) – травянистый, 
поликарпический с моноциклическим типом 
развития многолетник, высотой до 90 см с 
мощным стержневым корнем и сильно раз-
ветвленным, шаровидным кустом «перекати-
поле». Вид имеет относительно ограниченный 
ареал, произрастает только в Западном Тянь-
Шане и Памиро – Алае в предгорных пустынных 
лессовых степях, по сухим склонам речек, на 
щебнистых склонах гор на высоте 400-1300 м н. 
ур. м. [1].

Редкий вид A. gypsophiloides, занесенный 
в Красную книгу Казахстана с 1981 г, яв ля ется 
одним их ценнейших лекарственных и тех-
нических растений природной флоры Сред ней 
Азии и Казахстана [2]. Вид, широко извест ный 
как туркестанский мыльный корень (ТМК), дли-
тельное время в советские годы экспор ти ровался 
и использовался для получения технического 
сапонина с высокой поверхностной активностью 
и эмульгирующей способностью [3]. ТМК со-
держит комплекс тритерпеновых сапонинов 
олеанолового ряда, из которых выделены сапо-
нины – производные гипсогенина и квиллаевой 
кислоты [4]. 

A. gypsophiloides является фармакопейным 
видом, на основе корней которого получали 
от харкивающие, мочегонные, слабительные 
средства и др. фитопрепараты [5]. Недавние 
иссле дования показали иммуностимулирующую 
и противовирусную эффективность экстрактов 
ТМК [6]. 

В настоящее время истощение естественных 
запасов и деградирующее состояние природных 
популяций эндемичного вида в результате ак-
тивной хозяйственной деятельности в ареале 
его произрастания [7] обуславливают необхо-
димость сохранения генетических запасов A. 
gypsophiloides. В связи с этим, актуаль ной проб-
лемой становится разработка альтерна тивных 
подходов, позволяющих заменить ди корастущее 
сырьё ТМК на гарантированно получаемую рас-
тительную биомассу, содержащую в достаточном 
количестве биологически активные метаболиты 
для дальнейшего научно-практического ис-
поль зования уникального потенциала ценной 
лекарственной и технической культуры. 

Эффективным инструментом для реше ния 
этой задачи является инновационная техно-
ло гия культуры клеток, тканей и органов 

(далее культура in vitro), экономическая це ле-
сообразность применения которой обуслов-
лена преимуществами изолированной системы: 
независимость процесса от внешних факторов 
(сезонные условия, достаточность сырьевой 
базы и др.), возможность применения различных 
стратегий для повышения биосинтетической 
активности культуры; стандартизация и авто-
матизация процесса для крупномасштабного 
производства вторичных метаболитов в био-
реакторах и др. [8].   

Вторичный метаболизм – это генети чески 
детерминированная особенность дифферен-
цированных клеток и тканей растений, которая 
свойственна специализированным органам и на 
определенных фенологических фазах растений 
[9]. Используя исходные высокопродуктивные 
генотипы и дифференцированные ткани с хо-
рошим биосинтетическим потенциалом в ка-
честве эксплантов для инициации культуры, 
можно получить ценные вторичные метаболиты 
на уровне близком к характерному для ин-
тактных растений или повысить его выход за 
счет сокращения временных затрат [10]. 

Культура корней обладает рядом осо бен-
ностей по сравнению с другими in vitro системами. 
Корни растений развиваются как экстенсивно 
разветвленная система, способная быстро на-
капливать биомассу и детерминированная на 
синтез и запасание вторичных метаболитов. 
При этом адвентивные корни (АК) развиваются 
естественным способом в ответ на различные 
стресс-факторы, не только из главного корня, 
но и из других частей растений (листья, побег, 
черешок и др.), как правило, из клеток камбия 
или из недифференцированной каллусной ткани, 
образующейся при механическом повреждении 
[11]. 

Существенным преимуществом культуры АК 
по сравнению с суспензией клеток является их 
генетическая и биосинтетическая стабильность 
[12]. В отличие от бородавчатых корней (hairy 
root), полученных в результате трансформации 
бактерией Agrobacterium tumefaciens, культура 
АК не содержат чужеродные для растения опи-
новые гены, активация которых может привести 
к выработке небезвредных для человека про-
дуктов биосинтеза [10, 13].

В условиях in vitro АК развиваются из 
различных эксплантов или суспензионных куль-
тур под индуцирующим действием фитогор-
монов в питательной среде. При этом инду-
ци рованная культура, как правило, сохраняет 



28

Культура in vitro адвентивных корней туркестанского мыльного корня Allochrusa gypsophioloides ...

способность к интенсивному росту, быстрому 
накоплению биомассы и синтезу метаболита, 
характерного для данного таксона. Оптимизация 
основных трофических и гормональных фак-
торов питательной среды позволяет добиться 
интенсивного роста дифференцированной  
био массы и стабильного уровня биологически 
активного метаболита в изолированной  
культуре. 

Культуры изолированных корней широко 
используются как удобные модельные сис-
темы в физиолого-биохимических, молеку-
ляр но-генетических исследований и биотехно-
логических разработках для выяснения влияния 
экзогенных факторов (регуляторов роста, эли-
ситоров, иммобилизаторов и др.) на их рост и 
вторичный метаболизм [14].

В настоящее время культуры АК полу-
чены для свыше 35 видов лекарственных рас-
тений, некоторые из них применяются для 
ком мерческого производства тритерпеновых 
панак созидов (Panax ginseng), производных 
кофеиновой кислоты (Echinaceae purpurea), 
фенольных соединений (Astragalus membrana­
ceus, Hypericum perforatum), антрахинонов 
(Mo rinda citrifolia), алкалоидов (Hyoscyamus 
niger, Scopolia parviflora) и других вторичных 
метаболитов, описания технологий получения 
которых приведены в обзорах [10, 12, 15, 16]. 

В мире активно разрабатываются культуры 
АК для сапонинопродуцирующих растений: 
мыльнянки лекарственной Saponaria officinalis 
[17, 18], качима метельчатого Gypsophila pani­
culata [19], женьшеня обыкновенного Panax 
ginseng [20, 21] и других видов [22, 23].

Таким образом, учитывая коммерческую 
ценность ТМК как супер-продуцента меди-
цинского и технического сапонина, а также 
эндемичный статус редкого вида, разработка 
альтернативного биотехнологического способа 
получения вторичных метаболитов методом 
культуры in vitro является актуальной задачей. 

Целью исследований являлось получить 
культуру адвентивных корней туркестанского 
мыль ного корня Allochrusa gypsophiloides и 
изучить влияние гормонального состава пита-
тель ной среды на рост и развитие изолированных 
корней, на накопление корневой биомассы и 
её метаболическую активность по уровню на-
копления сапонинов in vitro.

Материалы и методы

Получение семенных проростков in vitro
Исходным растительным материалом для 

получения культуры изолированных корней слу-
жили семена, собранные в 2017 году от дикорас-
тущих растений A. gypsophiloides из природных 
популяций на территории Туркестанской об-
ласти, в корнях которых ранее было выявлено 
значительное содержание тритерпеновых сапо-
нинов с высокой пенообразующей и гемолити-
ческой активностью [24]. 

Для сохранения всхожести семенной ма-
териал в течение трех лет депонировали в крио-
банке в условиях жидкого азота (-196оС). Для 
размораживания семена предварительно выдер-
жали в холодильной камере при 2оС в течение 
недели. Предобработку семян проводили  0,01 % 
р-ром гибберелловой кислоты в течение 2 часов 
и затем их переносили в условиях ламинара на 
питательную среду Кнопа для оценки всхожести 
in vitro и получения асептических проростков. 
Посадку семян проводили ежемесячно с дву-
кратной повторностью по 30 семян в каждой. 
Энергию прорастания определяли на 9 день, 
всхожесть и частоту корнеобразования на 15 день 
выращивания на среде Кнопа в стационарных 
условиях световой комнаты: температура 25-
26оС, 16-ти часовой фотопериод, освещение 
3000 люкс/м2. 

Культивирование корневых эксплантов
В экспериментах in vitro использовали об-

щепринятую методику культивирования экс-
плантов [25]. В качестве первичных эксплантов 
для получения культуры АК от асептических 
проростков двухнедельного возраста изоли ро-
вали кончики главных и боковых корней длиной 
10-12 см. Культивирование корневых эксплантов 
проводили в колбах объемом 100 мл, содержащие 
50 мл питательной среды, на орбитальных 
ка чалках (IKA, Germany) со скоростью 100 
оборотов/мин при комнатной температуре в 
условиях искусственного затенения. 

В качестве контроля in vitro использовали 
основную жидкую питательную среду Мурасиге 
и Скуга с половиной концентрацией макро- и 
микросолей (½ МС) без регуляторов роста, опыт-
ные варианты – ½ МС с внесением ауксинов 
в концентрации 1 мг/л: индолил-3-масляная 
кислота (ИМК) или α-нафтил-уксусная кислота 
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(НУК). В работе использовали сухие питательные 
смеси и регуляторы роста производства фирмы 
Sigma-Aldrich (США).

В культуральную колбу инокулировали 
по 10 корневых эксплантов с общим средним 
сырым весом 7,6 мг. Повторность опытов 3-5 
кратная в каждом варианте. Длительность цикла 
культивирования составила 70 суток, в ходе 
которой проводились фенологические наблю-
дения и отбор материала с интервалом 10 дней 
для определения сырого и сухого веса корневой 
биомассы. Полученные средние данные по био-
массе выражали в г/колбу, содержащую исходно 
50 мл питательной среды.

Коэффициент прироста корневой био-
массы (Kr) определяли на 30, 40, 50 и 70 сут-
ки культивирования и рассчитывали, как: (ко-
нечная масса – начальный вес)/ начальный вес. 
Полученные данные обрабатывали стандарт-
ными биометрическими методами [26] c вычис-
лением средней арифметической, ошибки сред-
ней и достоверности по критерию Стьюдента 
при уровне значимости p 0,05 с применением 
программы Microsoft Excel (2016).

Получение суммарных экстрактов сапо­
нинов.

Этанольные экстракты из нативных корней 
получали из растительного материала, собран-
ного в фазе цветения – начале плодоношения на 
территории Туркестанской области. Для анализа 
использовали корни со средними параметрами: 
вес 0,2 – 0,4 кг, длина 30 -50 см и диаметр 4-6 см. 

Для получения суммарных спиртовых экс-
трактов, использовали стандартные методики 
с некоторыми модификациями [27]. Сухое рас-
тительное сырье корней (5 г) предварительно 
очищали от нежелательных примесей хлоро-
формом с последующей экстракцией 90о эта-
нолом (1:100) в течение 2 ч в аппарате Сосклета 
и далее этанольные извлечения отгоняли под 
вакуумом до сухого остатка с определением веса 
полученного экстракта.

Для получения суммарных экстрактов 
из культуры in vitro, биомассы АК общим 
сухим весом 2 г, полученные за период от 30- 
до 70-суточный период культивирования на 
контрольной и на опытных вариантах среды ½ 
МС, экстрагировали 90о этанолом по описанной 
выше методике. 

Получение экстрактов из остаточной пита-
тель ной среды после извлечения АК проводили 
по следующей схеме. Предварительно куль-
туральную среду после 1,5 месячной культуры 

фильтровали от остатков корней и упаривали 
до 30 мл на водяной бане при 80оС. Концентрат 
фильтрата переносили в делительную воронку 
и дважды добавляли равный объем бутанола 
для экстрагирования сапонинов, которые (как 
полярные соединения) при разделении пере-
ходили в верхний слой. Бутанольные фракции 
объединяли и отгоняли на роторном испарителе. 
Остатки из отгоночной колбы переносили 
не большим количеством 90% этанола в вы-
парительную чашку с известным весом для вы-
сушивания до сухого осадка.

Количественное определение сапонинов в 
экстрактах.

Определение сапонинов проводили: 1) в 
этанольных экстрактах из нативных корней 
(контроль in vivo); 2) в этанольных экстрактах 
из объединенной корневой биомассы, индуци-
рованной in vitro за временной интервал от 30 до 
70 суток инкубации; 3) в бутанольных экстрактах, 
полученных из остаточной питательной среде  
½ МС после извлечения адвентивных корней на 
45 сутки культивирования. 

Общее содержание сапонинов определяли 
спектрофотометрическим методом, в основе 
которого лежит специфическая реакция ванилина 
и серной кислоты с OH группой при С3 атоме как 
в свободной, так и в гликозирированной форме 
сапонинов [28, 29]. Измерения оптической 
плотности растворов проводили при длине 
волны 544 нм на спектрофотометре Jenway 6305 
(Англия). Результаты в пересчете на стандарт 
олеаноловой кислоты по концентрационной 
кривой (y=4,9976x + 0,0019, R2= 0,9876) вы-
ражали в мг эквивалент на г экстракта (мгэкв/г). 
Статистическая обработка полученных данных 
по количественному анализу выполняли с ис-
пользованием параметрического критерия 
Стюдента согласно ГФ XI [30].

Результаты и обсуждение

Введение in vitro семенного материала.
Для получения культуры изолированных 

корней от исходных семян, собранных из 
природных популяций, на первом этапе работы, 
важно индуцировать прорастание семян и 
получить асептические проростки в качестве 
источника корневых апексов. 

По литературным данным семена ТМК 
характеризуются скачкообразным длительным 
прорастанием и неравномерностью появления 
всходов, что является особенностью данной 
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культуры и одним из способов сохранения 
семенного потомства от неблагоприятных 
условий произрастания [31]. Семена ТМК 
по классификации типов покоя семян по М. 
Николаевой [32] относят к группе C1 проме-
жуточного типа покоя с умеренным характером 
физиологического торможения, у которых 
пре рывание покоя может быть индуцировано 
различными приемами: дозреванием семян в ус-

ловиях сухого хранения, обработкой регулято-
ра ми роста и стратификацией [33]. 

Введение семян ТМК in vitro после дли-
тельного депонирования выявила зависимость 
темпов их прорастания от сроков посадки на 
среду Кнопа. 

В таблице 1 приведены показатели энер гии 
прорастания на 9 день, всхожести и кор не обра-
зования – на 15 день после посадки семян in vitro.

Таблица 1 – Семенная всхожесть ТМК на среде Кнопа в зависимости от сроков посадки (%)

Месяц посадки Энергия прорастания Всхожесть Корнеобразование
I-II 69,91 ± 20,29ab 77,32 ±  11,14a 60,65 ±  0,65a

III-IV 46,78 ± 7,55ab 54,23 ± 15,03ab 45,99 ± 5,95b

Y 46,67 ± 12,07abc 58,57 ± 13,01ab 46,95 ± 12,42abc

VI 29,67 ± 1,16c 34,63 ± 6,69b 23,10 ± 3,75c

VII 12,25 ± 1,14d 14,40 ± 2,43c 6,62 ± 1,14d

VIII 1,96 ± 0,72e 2,78 ± 0,15d 0,5 ± 0,09e

IX-X 35,42 ± 2,95ac 55,63 ± 12,60ab 64,24 ± 3,32a

XI-XII 51,95 ± 0,61b 69,16 ± 13,63a 58,66 ± 15,61ab

Примечание: a, b, c, d, e – достоверные отличия между вариантами в столбце при p ≤ 0,05

Выявлено, что семена, высаженные на 
среду Кнопа в зимний период, имели высокие 
показатели всхожести до 77 % и основные 
всходы появлялись равномерно, в течение первой 
недели после посадки. При посадке семян весной 
показатели всхожести постепенно снижались 
без достоверной разницы до средних значений; 
всхожесть до 56 %, энергия прорастания и 
корнеобразование – до 47 %. Начиная с июля 
месяца отмечалось резкое понижение семенной 
всхожести до минимальных параметров в 
августе, 2 %, 2,78% и 0,5 % соответственно. 
В осенне-зимний период, с сентября по де-
кабрь, всхожесть семян с высокой степенью до-
стоверности повышалась до 69 %, энергия про-
растания до 52 %, корнеобразование до 59 %.

В раннее проведенных исследованиях [34] 
по оценке лабораторной всхожести семян ТМК, 
установлено, что свежесобранные семе на (в августе) 
не прорастают, что связано, с необ ходимостью 
их дозревания в ходе двухме сячного хранения. 
Постепенное повышение семенной всхожести было 
выявлено с октябрь по февраль, затем отмечалось 
снижение показателя до минимального значения в 
летний период с последующим подъемом осенью 
до средних показателей.

Сопоставление экспериментальных данных 
выявило, что основная динамика прорастания, 
характерная для семян ТМК, сохраняется в 

культуре in vitro: минимальная всхожесть в 
летний период и повышение показателей в 
осенне-зимний период, которые сохраняются на 
среднем уровне в весенний сезон. Следовательно, 
оптимальным сроком введения семян ТМК в 
условия in vitro является зимне-весенний период.

Культура адвентивных корней ТМК.
Адвентивное корнеобразование — это 

комплексный морфофизиологический процесс, 
который включает редифференцировку специа-
лизированных клеток, и их переключение на 
дифференцировку корневых примордий и 
развитие корней. Условно выделяют три послед-
ующие фазы процесса: 1) индукция – молеку-
лярные и биохимические изменения в клетках, 
приводящие к дедифференцировке, 2) инициа-
ция – клеточные деления и закладка корневых 
примордий; 3) экспрессия – рост корневых 
при мордий и появление корней. Механизм 
адвентивного корнеобразования реализуется при 
установлении в растении необходимого гормо-
нального баланса, который меняется в ходе 
инициации клеточного деления, пролиферации 
клеток и инициации корневых апексов [8, 13].

В культуре in vitro деление, растяжение и диффе-
ренциация адвентивных корней осу ществляется 
аналогично ювенильным кор ням целых растений в 
начальные фазы их роста. Ин дукторами различных 
типов диффе рен ци ровки являются фитогормоны 
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или имитаторы их действия, регуляторы роста. 
Ран ние физио логические процессы, обеспечи ваю-
щие индук цию и инициацию корневых примордий, 
мо гут быть запущены под воздействием ауксинов 
в пи тательной среде. Ключевая роль ауксина в за-
клад ке и формировании адвентивного корня уста-
нов  лена, однако молекулярные основы про цессов, 
в том числе гены, отвечающие за фор мирование ад-
вен тивных корней, ещё остаются неизученными [10]. 

Согласно гипотезе, Skoog и Miller (1957), 
решающее значение на индукцию ризогенеза 
in vitro имеет высокое отношение ауксинов 
к цитокинину – фитогормонов необходимых 
для клеточного деления и пролиферации тка-
ни. Предполагают, что экзогенный ауксин не-
об ходим лишь на раннем этапе индук ции кле-
точного деления, приводящего к форми ро-
ванию меристематических очагов. На после-
дую щем этапе закладки корневых апексов 
вы со кие концентрации ауксина выполняют 
ингибирующую роль. На этапе роста и развития 
корневых примордий требуется преобладающий 
уровень цитокинина, необходимого для диффе-
ренцировки тканей корня. Конкретная роль экзо-
генных фитогормонов в инициации роста и диф-
ференцировки тканей in vitro до конца не изучена. 
При этом эффективность действия различных 
ауксинов на индукцию и пролиферацию АК 
различается в зависимости от исходного вида и 
условий культивирования [35, 36]. 

В связи с этим для каждой культуры необ-
ходимо оптимизировать гормональный состав 

пита тельной среды на стадии индукции и ини-
циации адвентивного корнеобразования. Для полу-
че ния эффективной культуры АК in vitro необ-
ходимо прежде всего создать оптимальные усло-
вия для дифференцировки, интенсивного роста и 
накопления корневой биомассы, де тер ми ниро ван-
ной на синтез биологически ак тивного метабо лита.  

Выявлено, что выращивание апикальных 
эксплантов асептических корней ТМК способс-
твует их росту и дифференцировке дополни-
тельных адвентивных корней in vitro. При этом 
темпы и характер роста изолированных корешков 
варьировали в зависимости от гормонального 
состава питательной среды ½ МС. 

На рисунке 1 приведены фотоснимки куль-
туральных колб с эксплантами и индуциро ван-
ными корневыми биомассами на контрольной 
среде и опытных вариантах ½ МС среды с 
внесение ауксинов ИМК и НУК.

В контроле на первом этапе культивирования 
отмечалась закладка и рост корешков второго 
порядка, затем их рост растяжением и незна-
чительным ветвлением на второй неделе куль-
тивирования (рисунок 1 а, г). 

В опытных вариантах, на первом этапе 
проис ходила дедифференцировка тканей с 
образованием каллуса на первичных эксплантах 
(рисунок 1 б, в), на втором этапе – последующая 
массовая диф фе ренцировка корневых апексов 
и отрастание адвен тивных корешков. На 
второй неделе инкубации от мечалось развитие 
придаточных (латеральных) корней по всей 
поверхности первичных эксплантов. 

а б в

г д е
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ж з к

л м н
4 сутки культуры: а – контроль, б – ИМК, в – НУК; вторая неделя культуры; г – 12 день, контроль,  

д – 13 день, ИМК, е – 12 день, НУК; 1,5 месячная культура адвентивных корней; ж – контроль, з – ИМК,  
к – НУК; выход сырой биомассы адвентивных корней: л – контроль, 1,58 г/колба, м – ИМК,  

3,24 г/колба; н – НУК, 1,42 г/колба

Рисунок 1 – Культура адвентивных корней ТМК в контроле (I) и на опытных вариантах  
½ МС среды с внесением ИМК (II) и НУК (III) в концентрации 1 мг/л

На приведенных фотоснимках в опытных 
вариантах отчетливо видны плотные участки 
каллусной ткани – центры дифференцировки 
адвентивных корешков, которые сохраняли 
ре генерационный потенциал длительный пе-
риод, в течение двух месяцев культивирования 
(рисунок 1 з, е). В отличие от контроля, роста 
растяжением корешков не наблюдалось. 

В ходе дальнейшего культивирования в 
течение 1,5 месяцев биомасса культуры АК 
на растала как на ауксинсодержащих средах, 
так и на контрольной среде. Пролиферативная 
активность индуцированной культуры на этом 
этапе приводило к быстрому разрастанию 
корневой биомассы. По темпам роста и развития 
адвентивных корешков на опытных вариантах 
отмечались различия: культура на среде с ИМК 

развивалась более интенсивно, чем на среде с 
НУК (рисунок 1 д, е).  

Выявлено стимулирующее действие экзо-
генных ауксинов на процесс дифференцировки 
адвентивных корней, накопление их биомассы и 
индекс роста in vitro. При этом эффективность и 
сроки индуцирующего действия на накопление 
биомассы варьировали в зависимости от 
типа ауксина. Обнаружено, что выход сухой 
массы корней достоверно не отличался между 
вариантами и составил в среднем: в контроле – 
11,66 %, на ИМК – 9,42 %, на НУК – 11,27 %. 

На рисунке 2 приведены средние данные 
по сырой биомассе адвентивных корней с 
интервалом 10 дней на контрольной и опытных 
вариантах среды в ходе двухмесячного цикла 
культивирования. 
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НУК – нафтилуксусная кислота, ИМК – индолилмасляная кислота, 30,40,50-60,70 – сутки культивирования

Рисунок 2 –  Накопление биомассы адвентивных корней in vitro на ½ МС без гормонов (контроль),  
с внесением НУК и ИМК в концентрации 1 мг/л

Выявлена общая динамика накопления 
биомассы в ходе культивирования, которая 
проявлялась как в контроле, так и в опытных 
вариантах: максимальное увеличение биомассы 
– на 40-50 дни выращивания, и снижение в ходе 
дальнейшего культивирования.

Культивирование эксплантов на контрольной 
среде в течение месяца приводило к накоплению 
в среднем 1 г сырой биомассы и 0,11 г сухого 
веса (с. в.) на колбу. При удлинении сроков 
инкубации эксплантов до 40 дней отмечалось 
максимальное накопление сырой биомассы в 
среднем 1,48 г (с. в. 0,16 г). В последующем, 
на 50-е и 70-е дни культивирования биомасса 
корней незначительно уменьшалась без 
достоверной разницы. В целом, в контроле 
накопление сырого веса корней существенно не 
менялось и сохранялось на уровне 1,2 г.

На среде с внесением НУК сырой вес 
корней 1,42 г (с. в.0,16 г) 30-дневной культуры 
практически соответствовал максимальному 
весу контрольных на 40-дни. Максимальная 
биомасса корней на среде с НУК составила 3,13 
г (с. в. 0,45 г) на второй месяц выращивания, 
которая затем снижалась до 1 г (с. в. 0,09 г) на 
70-сутки культуры. 

Наиболее выраженный ускоренный эффект 
на увеличение корневой биомассы оказывал 
экзогенный ауксин ИМК. Добавление ИМК в 
питательную среду стимулировало накопление 
1,41 г сырой биомассы (0,12 г с. в.) на 20-дни 
культуры, аналогичное контролю на 40-сутки 
и варианту с НУК – на 30-сутки культуры. При 
удлинении срока выращивания на среде с ИМК 
до 30 и 40 дней, накопление сырого веса корней 
увеличилось до 2,1 г (с. в. 0,26 г) и 3,2 г (с. в. 0,33 
г), соответственно. 

Таким образом, в варианте среды с НУК 
отмечалось ускорение роста культуры на 10 
дней и двукратное превышение максимальной 
биомассы корней по сравнению с контролем. 
Максимальный средний прирост биомассы 
достигался на среде с НУК на второй месяц 
культуры, тогда как на среде с ИМК на 40-сутки 
выращивания.

На рисунке 3 приведены средние данные 
по коэффициенту прироста биомассы Kr по 
отношению к исходному сырому весу первичных 
эксплантов (7,6 мг) в ходе культивирования на 
индуцирующих средах и в контроле на 30-е, 40-
е, 50-е и 70-е дни инкубации.
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к – контроль, НУК – нафтилуксусная кислота, ИМК – индолилмасляная кислота

Рисунок 3 –  Прирост биомассы адвентивных корней in vitro на контрольной  
и опытных вариантах среды ½ МС с 1 мг/л НУК и ИМК

К концу первого месяца инкубации Kr 
составил: в контроле – 131, на среде с НУК – 187, 
на среде с ИМК 282. Максимальное увеличение 
биомассы на всех вариантах среды отмечалось 
на 40-50 дни выращивания, которое в ходе 
дальнейшего культивирования снижалось. 

В контроле показатель прироста биомассы 
увеличивался от 131 до 195 на 40-е дни 
инкубации, и далее постепенно снижался до Кr 
160 к концу второго месяца. 

Прирост биомассы корней на среде с НУК 
отмечался на уровне контроля в начальный 
период культуры, затем повышался до значения 
412 к 50-м дням культуры и к концу второго 
месяца снижался ниже контроля, до 142.

В варианте опыта с ИМК на 40-е дни культуры 
отмечался максимальный прирост Кr 425,8 на 
всем протяжении культивирования, с двукратным 
превышением контроля и варианта с НУК 
аналогичного срока культуры. В ходе дальнейшего 

культивирования показатель при роста постепенно 
снижался до 334 к 70 дню культуры.

Таким образом, полученные максимальные 
показатели следующие: на среде с ИМК – 
биомасса 3,24 г/колба, Kr 426 на 40-е дни 
культуры; на среде с НУК –  3,13 г., Kr 412 на 
второй месяц культуры; в контроле – 1,5 г, Kr 195 
через полтора месяца культуры. Максимальное 
превышение на опытных вариантах среды с ИМК 
и НУК по отношению к контролю не отличалось 
и составило: по биомассе 212 % и 216 %, по Kr – 
211 % и 218%, соответственно.

Сравнительный анализ содержания сапо­
нинов ТМК в культуре in vitro.

В таблице 2 приведено содержание сапони-
нов в этанольных экстрактах, полученных из 
нативных корней ТМК (корни in vivo), из сум-
марной корневой биомассы АК и в бутанольных 
экстрактах остаточной питательной среды, 
полученных за полтора месяца культивирования.

Таблица 2 –  Содержание сапонинов в суммарных экстрактах ТМК

Вариант ½ МС* среды Содержание сапонинов, мгэкв/г экстракта
биомасса адвентивных корней остаточная питательная среда

Контроль (без ауксинов) 14,63± 0,50a 32,29 ± 3,54a

 1 мг/л НУК 29,77± 2,14b 39,26 ± 11,21a

1 мг/л ИМК 30,77± 5,15b 41,53 ± 3,70a

корни in vivo 21,92 ± 2,58c

* – среда Мурасиге и Скуга с половинным содержанием макро- и микросолей; a,b, c – достоверные отличия между вариан-
тами в столбце при p ≤ 0,05
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Из приведенных в таблице 2 данных следует, 
что уровень сапонинов в корневой биомассе, 
полученной на контрольной среде был почти в 
два раза ниже, чем в корнях, индуцированных 
на среде с внесением ИМК и НУК. При этом 
уровень сапонинов в контрольных корнях in 
vitro достоверно был ниже по сравнению с 
аналогичными экстрактами из нативных корней.

Выявлено, что экстракты из остаточной куль -
туральной среды существенно не отличались 
по накоплению в них сапонинов: 32,3 мгэкв/г в 
контроле, 41,5 мгэкв/г в варианте с ИМК, и около 

40 мгэкв/г – в среде с НУК. Высокий уровень 
сапонинов, выявленный во всех экстрактах куль-
туральной среды, свидетельствует об активном 
выходе сапонинов из корней в окружающую 
жидкую среду, что облегчает процесс извлечения 
конечных метаболитов из культуры.

На рисунке 4 приведены обобщённые диа-
граммы, отражающие уровень сапонинов в 
экстрактах, полученных от 30-45 дневной куль-
туры in vitro по отношению к их содержанию в 
нативных корнях и коэффициенты прироста по 
вариантам среды.

к – контрольная среда, НУК – нафтилуксусная кислота, ИМК – индолилмасляная кислота,
Kr – коэффициент прироста биомассы

Рисунок 4 – Уровень сапонинов в экстрактах ТМК, полученных из культуры адвентивных корней к их содержанию в 
нативных корнях и коэффициенты прироста биомассы адвентивных корней на 30-сутки культуры

При сопоставлении суммарного содержания 
сапонинов в изолированной культуре с 
показателем нативных корней, выявлено, что 
в культуре in vitro превышение составило: на 
контрольной среде 214 %, на среде с НУК и ИМК, 
315 % и 330 %, соответственно. Повышенный 
уровень сапонинов коррелирует с увеличением 
прироста биомассы адвентивных корней на 
индуцирующих средах с добавлением ауксинов.

Обзор литературы то теме исследований 
показал, что стимулирующий эффект ауксинов 
на увеличение биомассы адвентивных корней 
установлен для разных видов. При этом 
эффективность действия различных ауксинов на 
пролиферацию АК различается в зависимости 
от вида растения. Так, в культуре адвентивных 

корней женьшеня Panax ginseng в стандартных 
условиях выращивания на среде МС с 24,6 
µМ (5 мг/л) ИМК накопление биомассы за 
два месяца составило 2,1 г/100 мл среды, 
содержание сапонинов не превышало 0,72 мг/г 
сырого веса [20]. Высокий уровень сапонина 
29,5 мг/г сырого веса выявлен в культуре корней 
первоцвета Primula veris на индуцирующей 
среде с ауксином в сочетании с кинетином [37]. 
В культуре изолированных корней Gypsophilla 
ssp. накопление сапонинов варьировало от 
минимального, 7 мг/г, до максимального уровня, 
65 мг/г, в зависимости от линии исходных 
корней [19]. В работе M. Simao с соавторами 
[38] показана эффективность действия НУК 
по сравнению с другими ауксинами на 
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пролиферативную активность адвентивных кор-
ней пасифлоры Passifflora pohlii Mast. 

Заключение

Полученные данные позволяют утверждать, 
что разработка культуры адвентивных корней 
туркестанского мыльного корня является пер-
спективной в качестве инновационной техно логии 
для альтернативного получения коммер чески 
ценных тритерпеновых сапонинов энде мичного 
вида аллохрузы качимовидной A. gyp sophiloides.

Ключевыми факторами для получения выс-
окоэффективной культуры адвентивных кор-
ней ТМК являются использование корневых 
эксплантов от исходных высокопродуктивных 
генотипов, детерминированных на накопление 
вторичных метаболитов и оптимальный гор-
мональный состав питательной среды, обеспе-
чивающий быстрый рост культуры и активный 
синтез вторичных метаболитов в изолированной 
культуре. 

На основании исследований и анализа экс-
периментальных данных можно сделать сле-
дующие выводы:

1. Оптимальными для получения культуры 
адвентивных корней являются экспланты ко-
решков проростков от исходных семян с оп-
тимальным сроком их введения in vitro в зимне-
весенний период.  

2. Стимулирующее действие экзогенных 
аук синов связано с индуцированием каллусо-

генеза на первичных эксплантах с последующей 
массовой дифференцировкой в каллусной тка ни 
корневых апексов, массовым развитием адвен-
тивных корешков с образованием разветвленной 
корневой сети. Индуцированный ризогенез на 
ауксинсодержащих средах приводил к двук рат-
ному накоплению корневой биомассы по срав-
нению с контрольной средой и трехкратному 
по вышению уровня сапонинов в культуре  
in vitro относительно их содержания в нативных 
корнях.

3. Тип ауксина (НУК или ИМК) не оказывал 
существенного влияния на максимальные зна-
чения ростового индекса культуры, показатели 
накопления биомассы и содержания сапонинов, 
но влиял на скорость протекания индуцированных 
процессов. Ауксин ИМК оказывал более раннее 
стимулирующее действие: по отношению к 
контрольной среде на 20 дней, к варианту с НУК 
на 10 дней. 
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