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Изучено влияние минерального состава питательных сред и новых стимуляторов роста из расти-
тельного сырья на морфогенез эспарцета (Onobrychis arenaria (Kit.) DC) в культуре тканей in vitro. 
Новые стимуляторы роста из растительного сырья, введённые в состав питательных сред для рекур-
рентной регенерации и микроклонального размножения эспарцета в концентрации 0,5–1 мг/л, влияют 
на морфогенез и позволяют заменять дорогостоящие синтетические цитокинины и ауксины, сокра-
тить сроки культивирования in vitro в 1,5–2 раза, увеличить выход побегов и частоту ризогенеза на 
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15–90%. При этом эффективность антисептической обработки семян эспарцета с помощью смеси 
этанола и перекиси водорода достигает 97%, лабораторная всхожесть асептических семян – 72%. 
Разработаны протоколы рекуррентной регенерации с участием нанобиокомпозитов как заменителей 
синтетических фитогормонов. Новые селекционные биотехнологии предназначены для создания высо-
копродуктивных и долголетних форм эспарцета, устойчивых к условиям криолитозоны.  

Ключевые слова: эспарцет песчаный, in vitro, рекуррентная регенерация, регуляторы роста, нанобио-
композиты. 
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The influence of a mineral composition of the nutrient solutions and new growth stimulants from a vegetable 

origin raw materials on the morphogenesis of Onobrychis arenaria in a culture of the tissue in vitro studied.  
The new growth stimulants from a vegetable origin raw materials, which were put into composition of the 
nutrient media for the recurrent regeneration and the micro-cloning multiplication of the onobrychis in con-
centration 0.5–1 mg/l, have an effect on the morphogenesis and permit to change the expensive synthetical 
cytokinins and the auxins, reduce the cultivation’s time in vitro in 1.5–2 times, increase the appearance of the 
scions and the frequency of rhizogenesis by 15–90%. The effectiveness of the antiseptic treatment of the seeds 
of the onobrychis with a mixture of ethanol and hydrogen dioxide achieves 97 % and the germination of the 
aseptic seeds under laboratory conditions is 72 %.  

The protocols of the recurrent regeneration with nano-biocomposites as the alternatives of the synthetical 
plant hormones are worked out. The new selection biological technologies are applicable for creation of highly 
productive and longeval forms of onobrychis, which are resistent in conditions of the cryolithic zone.  

Key words: onobrychis arenaria, in vitro, recurrent regeneration, regulators of the growth, nano-biocomposites. 

 
Введение 

Изучение особенностей морфогенеза in vitro 
кормовых растений, широко распространённых в 
естественных ценозах Якутии и пригодных к хо-
зяйственному использованию, позволяет приме-
нять селекционные биотехнологии в направле-
нии повышения адаптивности.  

Эспарцет песчаный (Onobrychis arenaria (Kit.) 
DC) относится к особо ценным кормовым тра-
вам, поскольку кормовая масса его богата бел-
ком и не вызывает тимпанита у скота, растение 
устойчиво к засухе, толерантно к солонцеватым 
и щебнистым почвам с бедным минеральным со-
ставом. Однако произрастающий на лугах и в 
редколесьях Якутии эспарцет сибирский 
(Onobrychis sibirica (Širj.) Turcz. ex Grossh. [1], по 
нашим наблюдениям, не отличается долголе-
тием, имеет небольшую надземную массу, а 
плоды его быстро осыпаются по мере созрева-
ния. В Якутии нет сортов эспарцета, адаптиро-
ванных к условиям криолитозоны.  

Для формирования популяций растений-реге-
нерантов мы используем технологию рекуррент-
ной регенерации, обеспечивающую отбор на 

устойчивость к абиотическим и биотическим  
повреждающим факторам [2]. Эффективность 
автоселекции адаптивных генотипов растет с 
увеличением числа пассажей [3]. Данная техно-
логия предусматривает чередование регенераци-
онных циклов и микроклонального размноже-
ния, поэтому сроки создания популяций, пригод-
ных для селекции, зависят от частоты реализа-
ции морфогенеза и продолжительности пас- 
сажа. Основой циклического процесса также  
может послужить вторичная регенерация из  
каллусов, сформировавшихся у оснований побе-
гов в процессе клонирования первичных регене-
рантов [4].  

Цель исследований – разработка и совершен-
ствование методик культивирования in vitro эс-
парцета для создания высокопродуктивных и 
долголетних форм, устойчивых к условиям крио-
литозоны. Поставленные задачи включают изу-
чение влияния новых стимуляторов роста из рас-
тительного сырья как химических факторов, 
инициирующих и стимулирующих определен-
ные типы морфогенеза в эксплантах тканей эс-
парцета.  
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Материалы и методы исследования  
Для проведения экспериментов in vitro ис-

пользовали семенной материал эспарцета песча-
ного СибНИИК 30 и сложногибридных популя-
ций сомаклонов СГП-11, СГП-12, СГП-13. Се-
мена, очищенные от плодовых оболочек, дезин-
фицировали и проращивали на безгормональных 
питательных средах. Асептические растения 
служили источником эксплантов для каллусооб-
разования и регенерации. Ткани инкубировали 
при 16-часовом фотопериоде, освещенности 
2000 лк, температуре 21ºС. Применяли питатель-
ные среды с минеральным составом по Гамборгу 
(B5) или Мурасиге-Скугу (MS) [5,6]. Фитогор-
моны и экспериментальные регуляторы роста до-
бавляли в питательную среду перед автоклавиро-
ванием.  

Новый биостимулятор ГКst, предоставленный 
лабораторией агроэкологии Томского государ-
ственного педагогического университета – вод-
ный раствор высокомолекулярных веществ из 
стандартного образца торфа 1S103H (США) с 
концентрацией гуминовых кислот 0,1% [7]. Регу-
ляторы роста – нанобиокомпозиты разработаны 
и изготовлены в Институте химии твёрдого тела 
и механохимии СО РАН методами механохими-
ческой активации растительного сырья: КЛ – из 
коры лиственницы, МП05 – из хвои пихты, ами-
ногумат АГ12 – из бурого угля с добавкой сое-
вого белка [8–10].  

Опыты имели 3 повторности во времени, 
объем выборки в каждом варианте составлял 20–
30 эксплантов. Различия средних оценивали с по-
мощью критерия Фишера или непараметриче-
ских критериев статистики [11]. 

 
Результаты и обсуждение 

Опыт 1. Изучено влияние минерального со-
става питательных сред на морфогенез пророст-
ков из асептических семян эспарцета (табл. 1). 
На среде МS всхожесть была выше на 10%, чем 
на среде Гамборга половинного состава (1/2В5), 
однако выход асептических растений снижался 
из-за повышенной частоты инфекции. Скорость 
роста и развития побега была несколько выше на 
среде 1/2В5. Поскольку эта среда содержит зна-
чительно меньше солей и углеводов, чем МS, её 
использование представляется более выгодным в 
экономическом отношении. 

Опыт 2. Сравнительное изучение влияния 
синтетического цитокинина БАП и препарата 
ГКst проведено в культуре тканей листовых и 
корневых эксплантов эспарцета (табл. 2). На 
среде MS без экзогенных регуляторов роста 
(контроль) морфогенные структуры в листовых 
тканях не формировались, хотя средний объём 
экспланта увеличился более чем вдвое. В тканях  

Т а б л и ц а 1 
 

Влияние минерального состава питательной  

среды на прорастание семян эспарцета in vitro  

после дезинфекции (период инкубации 26 сут) 
 

Показатели морфогенеза 
Питательная среда 

1/2В5 МS 

Всхожесть, % 68 78 

Доля инфицированных проростков, % 7 12 

Высота побега, см 7,4±0,6 6,0±0,5* 

Число листьев на побег 2,4±0,2 2,3±0,2 

Длина корня, см 4,8±0,3 5,0±0,3 
 

 

*Разница средних арифметических достоверна на 5%-м 

уровне значимости. 

 

Т а б л и ц а 2 
 

Влияние цитокинина БАП и препарата из торфа ГКst 

на морфогенез в тканях листовых и корневых  

эксплантов эспарцета in vitro (период инкубации 35 сут) 
 

Показатели 

морфогенеза 

MS без  

добавок 

(контроль) 

MS + БАП  

0,5 мг/л 

MS + ГКst  

1 мл/л 

Происхожде-

ние экспланта 
Лист Корень Лист Корень Лист Корень 

Частота кал-

лусогенеза, % 
0 40 93 100 7 33 

Объём кал-

луса, см3 
0 0,3 0,07 0,4 0,003 0,3 

Объём экс-

планта по от-

ношению к 

исходному, % 

266 373 100 100 210 515 

Частота реге-

нерации, % 
0 13 40 33 0 0 

Число регене-

рантов на 

эксплант 

0 1,0 2,3 3,0 0 0 

 
корневого происхождения, напротив, обнару-
жена довольно высокая эндогенная биологиче-
ская активность: почти половина эксплантов 
приступила к каллусогенезу, причём на каждом 
третьем каллусе начался спонтанный эмбриои-
догенез и возникло растение-регенерант. 

В присутствии БАП почти все листовые экс-
планты сформировали каллус, в котором с часто-
той 40% происходил эмбриоидогенез и развива-
лись 2–3 растения-регенеранта. Корневые ткани 
на среде с БАП увеличили частоту каллусогенеза 
до 100%, частоту регенерации в – 2,5 раз, число 
регенерантов на эксплант – втрое. Препарат ГКst 
в культуре листовых тканей продемонстрировал 
слабую морфогенную активность, вызвав обра-
зование небольших каллусов с частотой 7%, при-
чём регенерация отсутствовала, как на безгормо-
нальной среде. В культуре корневых тканей до-
бавка ГКst, очевидно, препятствовала действию 
эндогенных регуляторов роста, снизив частоту 
каллусообразования и исключив регенерацию.  
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Интересно, что при некотором сходстве мор-
фогенных ответов на БАП и ГКst в отношении 
каллусогенеза и регенерации обнаружилось раз-
личие их действия на объём экспланта, а именно: 
эндогенные гормоны вызывали увеличение объ-
ёма, БАП блокировал этот процесс, а препарат 
ГКst стимулировал рост объёма корневых экс-
плантов. Поскольку увеличение размеров экс-
планта обусловлено эффектом растяжения кле-
ток, присущим ауксинам, можно предположить 
ауксиновую активность у препарата ГКst. Оче-
видно, в эндогенном комплексе корневых тканей 
эспарцета при наличии ауксинов преобладают 
цитокинины. 

Опыт 3. Изучено влияние нанобиокомпозита 
из коры лиственницы КЛ на развитие эмбриои-
дов эспарцета из листового каллуса в течение 6 
недель (рисунок). Наиболее значимым эффектом 
препарата явилось повышение частоты ризоге-
неза почти вдвое, а также увеличение количества 
растений-регенерантов на 24% и числа корней 
втрое под действием добавки КЛ в дозе 0,5 мг/л. 
Удвоенная доза препарата способствовала повы-
шению частоты ризогенеза на 68% по сравнению 
с безгормональной средой, ускорению роста по-
бегов и развития листьев и корней на 45, 32 и 
119% соответственно.  

Таким образом, использование в составе пита-
тельной среды препарата из коры лиственницы в 
концентрации 0,5–1 мг/л сокращает сроки куль-
тивирования эспарцета in vitro в 1,5–2 раза. 

Опыт 4. Проведено сравнительное изучение 
влияния двух регуляторов роста: синтетического 
ауксина НУК (α-нафтилуксусная кислота) и пре-
парата МП05 на развитие почек эспарцета в про-
цессе микроклонального размножения (табл. 3). 
Добавки НУК и МП05 в дозе 1 мг/л увеличили 
количество развивающихся побегов на 20 и 30% 
соответственно, способствуя появлению новых 
адвентивных побегов.   

Естественно, средняя высота побегов и коли-
чество листьев при этом уменьшились. Кроме 
того, оба препарата в первый месяц снизили 
вдвое частоту ризогенеза по сравнению с безгор-
мональной средой. Очевидно, в биологической 
системе почек эспарцета in vitro нанобиокомпо-
зит МП05 в изученной дозе проявил активность 
ауксинового типа и пригоден для замены НУК. 
Анализ результатов эксперимента также пока-
зал, что второй месяц культивирования незначи-
тельно увеличивает показатели морфогенеза, по-
этому целесообразно 1-месячные безкорневые 
побеги эспарцета со среды с добавкой МП05 пас-
сировать на безгормональную среду для укоре-
нения. 

Опыт 5. Изучение влияния аминогумата АГ12 
проводили посредством добавления препарата 

перед автоклавированием в питательную среду 
1/2В5 в концентрации 1 мг/л. В качестве эксплан-
тов использовали почки асептических растений 
эспарцета в фазе розетки. Результаты представ-
лены в табл. 4.  

Препарат достоверно стимулировал индукцию 
ризогенеза, увеличив его частоту на 15% и обес-
печив за 1,5–2 месяца полное укоренение побе-
гов. Кроме того, под действием аминогумата до-
стоверно повысилась на 10% облиственность 
растений и на 9% их высота.  

Таким образом, применение АГ12 в дозе 1 мг/л 
позволяет ускорить процесс микроклонального 
размножения эспарцета и увеличить его эффектив-
ность.  

Учитывая особенности регуляторной активно-
сти препаратов АГ12 и МП05 (табл. 3), для повы-
шения  эффективности  микроклонального  раз- 

 
Влияние нанобиокомпозита КЛ на развитие эмбриоидов 

эспарцета из листового каллуса (период инкубации 6 

недель) 
 

Т а б л и ц а 3 
 

Влияние ауксина НУК и нанобиокомпозита МП05  

на развитие побегов из почек эспарцета in vitro 
 

Показатели  

морфогенеза 

1/2В5 без 

гормонов 

(контроль) 

1/2В5 

+НУК 

1 мг/л 

1/2В5 + 

МП05 

1 мг/л 

Период инкубации, сут 25 60 25 60 25 60 

Число побегов на эксплант 1,0 1,1 1,2* 1,3* 1,3* 1,4* 

Высота побега, см 3,8 5,6 3,0* 3,9* 3,2* 3,8* 

Число листьев на побег 2,4 3,8 1,6* 3,1* 1,4* 3,0* 

Частота ризогенеза, % 40 67 21* 61 21* 31* 

Число корней на эксплант 1,6 3,6 1,8 4,1 4,0* 4,1 

Длина корня, см 1,9 2,4 4,0* 6,0* 1,5 3,7* 
 

*Разница средних арифметических с контролем достоверна 

на 5%-м уровне значимости. 
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Т а б л и ц а 4 
 

Влияние нанобиокомпозита АГ12 на развитие  

побегов из почек эспарцета in vitro 
 

Показатели морфогенеза 
1/2В5 без доба-

вок (контроль) 

1/2В5 + 

АГ12 1 мг/л 

Период инкубации, сут 27 58 27 58 

Число побегов на эксплант 1,0 1,1 1,0 1,1 

Высота побега, мм 58 60 53 65 

Число листьев на побег 4,5 7,3 4,4 8,1* 

Частота ризогенеза, % 45 85 55* 100* 

Число корней на эксплант 3,3 3,5 3,0 3,3 

Длина корня, мм 27 21 17* 22 
 

*Разница средних арифметических с контролем достоверна 

на 5%-м уровне значимости. 
 

 

множения эспарцета можно рекомендовать сле-
дующий протокол:  

1) 1-месячная инкубация эксплантов почек на 
среде 1/2В5 с добавкой МП05 в дозе 1 мг/л;  

2) пассирование неукоренённых побегов на 
среду 1/2В5 с добавкой АГ12 в дозе 1 мг/л. 

 
Выводы 

1. Эффективность антисептической обработки 
семян эспарцета с помощью смеси этанола и пе-
рекиси водорода достигает 97%, лабораторная 
всхожесть асептических семян – 72%. 

2. Новые стимуляторы роста из раститель-
ного сырья, введённые в состав питательных 
сред для рекуррентной регенерации и микро-
клонального размножения эспарцета в концен-
трации 0,5–1 мг/л, влияют на морфогенез и поз-
воляют заменять дорогостоящие синтетические 
цитокинины и ауксины, сократить сроки куль-
тивирования in vitro в 1,5–2 раза, увеличить вы-
ход побегов и частоту ризогенеза на 15–90%.  

3. Для повышения эффективности микрокло-
нального размножения эспарцета рекомендуется 
следующий протокол: 1-месячная инкубация 
эксплантов почек на среде 1/2В5 с добавкой 
МП05  в дозе 1 мг/л  с последующим пассирова-

нием неукоренённых побегов на среду 1/2В5 с 
добавкой АГ12 в дозе 1 мг/л.  
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