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Abstract. The article presents the results o f experiments on the cultivation of rare and endangered species of 

plants in Central Kazakhstan of Berberis karkaralensis in the in vitro conditions. Sterilization conditions of explant 
young shoots of Berberis karkaralensis with various sterilizing agents are selected. Primary callus culture of Berberis 
karkaralensis on the modified Murashige and Skoog agar with a hormonal background is received: NAA 1 mg/1: 
BAP 1 mg/1 NAA 2 mg/1: BAP 0.5 mg/1. Influence of various phytohormones, their combination and concentration 
on processes of growth and development of callus tissue is studied. The results o f the dynamic of cell culture growth 
activity of Berberis karkaralensis in the presence of various concentrations of BAP and NAA are given.
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Клю чевы е слова: барбарис каркаралинский, исчезающий и редкий вид, эксплант, каллусогенез.
А ннотация. Приведены данные экспериментов по культивированию редкого и исчезающего вида рас

тений Центрального Казахстана барбариса каркаралинского (Berberis karkaralensis Korn. et Potap.) в усло
виях in vitro. Подобраны условия стерилизации эксплантов молодых побегов барбариса каркаралинского с 
применением различных стерилизующих агентов. Получена первичная каллусная культура барбариса 
каркаралинского на модифицированной среде Мурасиге и Скуга с гормональным фоном: НУК 1 мг/л : БАП
1 мг/л, НУК 2 мг/л : БАП 0,5 мг/л. Изучено влияние различных фитогормонов, их сочетаний и концентраций 
на процессы роста и развития каллусных тканей. Приведены результаты изучения динамики ростовой актив
ности культуры клеток барбариса каркаралинского в присутствии различных концентраций БАП и НУК.

Сохранение биологического разнообразия -  одна из важнейших задач в деле охраны природы, 
которой уделяют большое внимание во всем мире. Важность сохранения биоразнообразия вос
принята людьми, как на планетарном, так и на национальном уровнях. Об этом свидетельствует 
принятая на Генеральной ассамблее Международного союза биологических наук при поддержке 
ЮНЕСКО Международная программа "DIVERSITAS", Международная Конвенция о сохранении 
биологического разнообразия и Постановление Правительства Республики Казахстан [1, 2].

Вышеперечисленные программные документы предлагают в качестве мер по сохранению 
биоразнообразия, в частности разнообразия флоры, использование методов ex situ (создание 
ботанических садов, хранилищ зародышевой плазмы и др.) и in situ (образование на территории 
государств заповедников, заказников и других природоохранных зон). Но, наряду с традицион
ными способами сохранения растений ex situ и in situ, все большее значение приобретает ис
пользование для этих целей методов биотехнологии, в частности, методик культивирования 
изолированных тканей и органов.

Барбарис каркаралинский (Berberis karkaralensis Kornilova et Potapov) -  очень редкий, узко
эндемичный вид, растет в Центральном Казахстане в Каркаралинских горах. Это реликт хвойно
лиственных лесов четвертичного периода. Произрастает в горно-сопочных борах, на щебенистых 
склонах, гранитах, на высоте 600-1000 м над уровнем моря под пологом редких сосен вместе с 
другими видами кустарников. Мезоксерофильный кустарник высотой до 0,7-2 м, ветви его покры
ты серой корой, а годичные побеги -  красновато-коричневые, блестящие. Соцветие -  немногоцвет
ковая кисть с 5, 9 желтыми цветками. Чашелистики яйцевидные, лепестки обратнояйцевидные, 
плоды продолговато-обратнояйцевидные, ярко-красные, односемянные или частично без семян [3-5].

Подробное изучение онтогенеза и биологии этого вида в условиях Карагандинского ботани
ческого сада проводились в 1985-1990 годах Р. О. к.б.н., Мынбаевой под руководством про
фессора А. Н. Куприянова [6, 7].

Барбарис каркаралинский относится к растениям, которые нуждаются в сохранении и 
восстановлении популяции, так как вид находится на грани исчезновения. Его можно отнести к 
одной из наиболее уязвимых категорий редкости, принятой в Красных книгах Казахстана.

В связи с вышесказанным нами поставлена цель - оптимизация условий получения и куль
тивирования каллусных культур редкого и эндемичного вида барбариса каркаралинского и 
включение его в коллекцию in vitro.

На этапах исследований решали следующие задачи
-  определить оптимальные режимы стерилизации эксплантов;
-  изучить степень каллусогенеза при использовании различных стимуляторов роста;
-  изучить динамику роста каллусных тканей барбариса каркаралинского.
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Материалы и методы исследований

В работе для получения первичных каллусных тканей использованы молодые однолетние 
побеги барбариса каркаралинского (Berberis karkaralensis Kornilova et Potapov). По литературным 
данным, в большинстве случаев, при использовании молодых побегов образования каллуса 
происходит быстрее и степень контаминаций ниже, чем на одревесневших побегах [8-10].

Подготовку эксплантов и введение их в культуру in vitro производили в стерильных условиях 
согласно общепринятым рекомендациям [11]. В качестве субстрата для эксплантов и культи
вирования каллусных тканей барбариса каркаралинского использовали питательную среду 
Мурасиге и Скуга [12]. Из фитогормонов использовали ауксин -  нафтилуксусная кислота (НУК) и 
цитокинин -  6-бензиламинопурин (БАП) в различных концентрациях.

В качестве стерилизующих агентов использовали спирт, раствор сулемы (0,1%) и гипохлорид 
кальция (40%).

Индукцию каллусогенеза оценивали в процентах как отношение числа эксплантов с каллусом 
к общему числу эксплантов. Скорость роста замеряли через каждые 3 суток и оценивали по 
истечении 30 суток субкультивирования по значению ростового индекса (РИ), вычисляемого по 
формуле:

W -  W РИ = -±----- 0 х100%,
W0 ’

где W0 -  начальная масса экспланта; W\ -  масса каллуса в конце цикла культивирования.
Влияние вариантов фитогормонов на прирост каллусных тканей проводили в 5-кратной 

повторности с вычислением ошибки средней арифметической. Все результаты исследований 
обрабатывались стандартными биометрическими методами [13].

Результаты и их обсуждение

В процессе введения в культуру необходимо было оптимизировать стерилизацию эксплантов 
изучаемого растения в зависимости от стерилизующих агентов и стимуляторов роста. Нами было 
исследовано действие различных дезинфецирующих агентов: гипохлорида натрия, сулемы и 
этанола.

В качестве эксплантов использовали сегменты листа и стеблей молодых побегов исследуемого 
растения. После стерилизации и пассажа в субстрат, через пять суток определяли степень зара
женности эксплантов чужой микрофлорой (таблица 1).

Таблица 1 -  Степень контаминации эксплантов барбариса каркаралинского

Стерилизующий агент Концентрация, % Экспозиция Контаминация, %

Гипохлорид кальция 10 5 мин 11±3 9Этанол 70 5 сек

Сулема 0,1 3 мин 8,4±2,6Этанол 70 5 сек

Этанол 70 10 сек 68,5±3,4

При введении в культуру участков молодых побегов выявлено, что наиболее приемлемой 
оказалась двухступенчатая стерилизация: 1) HgCl2 0,1% в течение 3 мин; 2) этанол 70% в течение 5 
секунд. При этом достигается наиболее высокий процент живых, незараженных эксплантов.

Каллусная ткань была получена в результате каллусогенеза из молодых побегов на среде, 
содержащей НУК и БАП. На начальных стадиях развития наблюдалось увеличение общего обьема 
площади эксплантов. На сегментах эксплантов листовой пластины образования каллусов не 
наблюдалось. Формирование каллусов происходило на узловых сегментах и стебельках листа 
(рисунок 1, 2).

17



Известия Национальной академии наук Республики Казахстан

Рисунок 1 -  Образование каллусов 
на узловых сегментах стебля барбариса каркаралинского

Рисунок 2 -  Образование каллусов 
в стебельках листа барбариса каркаралинского

Каждую неделю в ходе культивирования проводили учет результатов экспериментов, отмечая 
появление на эксплантах недифференцированной ткани. В конце третьей недели культивирования 
на среде для инициации, отмечается развитие базального каллуса на эксплантах (таблица 2).

Таблица 2 -  Степень каллусогенеза эксплантов барбариса каркаралинского

Фитогормоны Каллусогенез, %
НУК 3 мг/л : БАП 1 мг/л 12,0+2,5
НУК 1 мг/л : БАП 1 мг/л 78,7+2,4
НУК 2 мг/л : БАП 0,5 мг/л 56+0,9
НУК 0,5 мг/л : БАП 0,5 мг/л 23,4+3,6
НУК 0,5 мг/л : БАП 2 мг/л 10,8+4,5

Первичный каллус, полученный из эксплантов, отличался нестабильностью окраски, консис
тенции и структурированности. В целом можно отметить, что преобладание в среде гормоном 
ауксиновой природы приводило к образованию оводненного каллуса, большей частью бесцветного 
или белого, или желтоватого. В нескольких случаях было зафиксировано образование каллуса 
бурой и буро-зеленой окраски. Где преобладает БАП каллусы более плотные и плохо растут.

Семена оказались непригодными для кал- 
лусообразования, поскольку они не прорастали 
ни на одной из использованных сред.

Каллусы, полученные на среде МС с фито
гормонами НУК 1 мг/л : БАП 1 мг/л и НУК 
2 мг/л : БАП 0,5 мг/л, имеют наилучшие мор
фологические характеристики: однородную 
консистенцию, светло-зеленый, местами бурый и 
темно-бордовый цвет, средне глобулярные 
(рисунок 3).

Таким образом, получена первичная кал- 
лусная культура редкого и эндемичного вида 
барбариса каркаралинского на среде Мурасиге и 
Скуга с гормональным фоном БАП -  1 мг/л, 
НУК -  1 мг/л и БАП -  0,5 мг/л, НУК -  2 мг/л.

Изучена динамика ростовой активности 
культуры клеток барбариса каркаралинского в 
присутствии различных концентраций БАП и 
НУК. Полученные результаты представлены на 
рисунке 4.

= 18 -------

Рисунок 3 -  Каллусные ткани 
барбариса каркаралинского 

(Berberis karkaralensis Korn.et Potap.)
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Рисунок 4 -  Динамика ростовой активности каллусной ткани барбариса каркаралинского 
в присутствии различных концентраций фитогормонов

Из пяти вариантов сочетании фитогормонов оптимальными для роста каллусных тканей 
барбариса каркаралинского являлись НУК 1 мг/л : БАП 1 мг/л, т.к. при этом ростовая активность 
культуры составляло 515 %. Своего максимума значения ростового индекса достигает на 21 сутки 
культивирования. На НУК 2 мг/л : БАП 0,5 мг/л тоже каллусы растут не плохо, здесь пик 
ростового индекса показан на 17, 18 сутки. Кривые роста культуры клеток барбариса каркара- 
линского в присутствии больших концентраций БАП отражают почти линейный прирост био
массы, в котором сложно выделить какие-либо фазы, кроме фазы некроза культуры.

Таким образом, в результате проведенного исследования определено, что оптимальным для 
роста каллусной ткани барбариса каркаралинского является содержание в питательной среде 1 мг/л 
БАП и 1 мг/л НУК, при этом пик ростовой активности происходит на 21 сутки культивирования.

Выводы. На основании вышепроведенных экспериментов определено, что наилучшим 
условием для стерилизации эксплантов молодых побегов барбариса каркаралинского является 
двухступенчатая стерилизация: 1) HgCl2 0,1% в течение 3 мин; 2) этанол 70% в течение 5 секунд.

Получена первичная каллусная культура редкого и эндемичного вида барбариса каркара- 
линского на среде Мурасиге и Скуга с гормональным фоном НУК -  1 мг/л : БАП -  1 мг/л и НУК -  
2 мг/л : БАП -  0,5 мг/л.

Определено, что оптимальной концентрацией для роста каллусных тканей барбариса 
каркаралинского является НУК 1 мг/л : БАП 1 мг/л, т.к. при этом ростовая активность культуры 
составляет 515 %, своего максимума значения ростового индекса достигает на 21 сутки куль
тивирования.
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ЦАРЦАРАЛЫ  БвР1Ц А РА Ц А ТЫ  вС1М Д 1ГШ  (B E R B E R IS K A R K A R A LE N SIS  KORN. ET  POTAP.)
IN  VITRO  ДАЦЫ ЛГА ЕНГ1ЗУ

Г. Ц. А санова, З. Ц. Ш эуш еков, И. О. Байтулин, С. М. Эдекенов

«Фитохимия» Хальщаральщ Fылыми-eндiрiстiк холдинп» АК, Караганды, Казакстан

Туш н сездер: каркаралы берщаракаты, жойылып бара жаткан жэне сирек кездесетш тур, эксплант, 
каллус тузу.

А ннотация. Макалада Орталык Казакстаннын сирек кездесетш жэне жойылып бара жаткан еам дш  
тYрi каркаралы бeрiкaрaкaтын (Berberis karkaralensis Korn. et Potap.) in vitro жагдайында еср у  бойынша 
эксперименттердщ мaлiметтерi берiлген. Каркаралы бeрiкaрaкaтынын жас eркендерiнiн экспланттарын 
эртYрлi зарарсыздандыргыш aгенттердi колдана отырып зарарсыздандыру жагдайлары тандап алынды. 
Модифицирленген Мурасиге жэне Скуг кореклк ортасында НСК 1 мг/л : БАП 1 мг/л, НСК 2 мг/л : БАП 0,5 
мг/л фитогормондарын колдана отырып бiрiншiлiк каллустык ^лпалары алынды.

0ртYрлi фитогормондардыц жэне олардын Yйлесiмдерi мен концентрацияларыныц каллустык ¥л- 
палардын eсуi мен дамуына эсерi зерттелдi. Каркаралы берщаракатынын жасуша дакылдарынын БАП пен 
ИСК-нын эртYрлi концентрацияларынын катысуымен eсу динамикасын зерттеу нэтижелерi келтiрiлген.
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