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ИЗУЧЕНИЕ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА ЗВЕРОБОЯ ПЯТНИСТОГО 

В КУЛЬТУРЕ IN VITRO3 

 

Цель работы – повышение эффективности микроклонального размножения Hypericum 

maculatum путем прямого органогенеза за счет подбора концентрации фитогормонов и выявле-

ние морфогенетических особенностей развития микропобегов в зависимости от продолжи-

тельности культивирования. В качестве объектов исследования использовали семена H. 

maculatum, собранные с растений в научной коллекции Ботанического сада Института биологии 

Коми НЦ УрО РАН. Приготовление, стерилизацию питательных сред, инструментов и семян 

проводили согласно принятым рекомендациям. Полученные данные свидетельствуют о возмож-

ности выращивания этого вида зверобоя в культуре in vitro на среде Мурасиге-Скуга (MS) с до-

бавлением фитогормонов в определенной концентрации. Получен прямой морфогенез с исполь-

зованием проростков без корней в возрасте восемнадцати суток. Показано, что в течение пяти 

пассажей сохраняется высокий коэффициент размножения эксплантов с максимальной высотой 

формирующихся микропобегов: высота побегов к концу второго пассажа достигала наибольших 

значений и продолжала сохраняться в течение третьего – пятого пассажей, замедление тем-

пов роста и развития происходило в шестом пассаже. Установлено, что внесение в низкой кон-

центрации 6-БАП (0,1 мл/л) с ИУК (0,1 мл/л) в питательную среду MS способствовало минималь-

ному заложению почек с максимальным выходом морфологически нормальных побегов (до 46 по-

бегов) без необходимости фазы элонгации. При высокой концентрации БАП (1 мг/л) по всей по-

верхности проростка формировался зеленый каллус с последующим образованием побегов. 

В результате исследований была разработана эффективная схема микроклонального размно-

жения H. maculatum путем прямого органогенеза и выявлена продолжительность культивирова-

ния эксплантов, позволяющая получить наибольшее число микрорастений. 
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IN VITRO STUDY OF THE HYPERICUM MACULATUM MORPHOGENETIC POTENTIAL 

 
The purpose of research is to increase the efficiency of microclonal propagation of Hypericum 

maculatum by direct organogenesis by selecting the concentration of phytohormones and identifying mor-
phogenetic features of the development of microshoots depending on the duration of cultivation. The ob-
jects of study were H. maculatum seeds collected from plants in the scientific collection of the Botanical 
Garden of the Institute of Biology, Komi Science Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences. 
Preparation, sterilization of nutrient media, tools and seeds was carried out according to accepted recom-
mendations. The data obtained indicate the possibility of growing this species of Hypericum in vitro culture 
on the Murashige-Skoog medium (MS) with the addition of phytohormones at a certain concentration. Di-
rect morphogenesis was obtained using seedlings without roots at the age of eighteen days. It has been 
shown that during five passages, a high multiplication factor of explants with a maximum height of emerg-
ing microshoots is maintained: the height of shoots reached the highest values by the end of the second 
passage and continued to be maintained during the third to fifth passages; growth and development 
slowed down in the sixth passage. It was found that the introduction of low concentrations of 6-BAP 
(0.1 ml/l) with IAA (0.1 ml/l) into the MS nutrient medium contributed to minimal budding with a maximum 
yield of morphologically normal shoots (up to 46 shoots) without the need for a phase elongation. At a high 
concentration of BAP (1 mg/l), a green callus was formed over the entire surface of the seedling, followed 
by the formation of shoots. As a result of research, an effective scheme of microclonal reproduction of H. 
maculatum by direct organogenesis was developed and the duration of cultivation of explants was re-
vealed, which makes it possible to obtain the largest number of microplants. 

Keywords: Hypericum maculatum, micropropagation, explant, microshoot, morphogenesis, phytohor-
mones, nutrient medium 
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Введение. Известна большая фармакологи-
ческая ценность разных видов рода Hyperi-
cum L. – Зверобой. Как в прошлом веке, так и в 
настоящее время исследователи [1–7] целена-
правленно занимаются изучением биологически 
активных веществ, содержащихся в растениях 
разных видов этого рода. Наиболее всесторон-
не исследован H. perforatum (зверобой проды-
рявленный – далее з. продырявленный), однако 
в последние годы устойчивый интерес сохраня-
ется к изучению H. maculatum (зверобой пятни-
стый – далее з. пятнистый). Установлено, что 

фитомасса з. пятнистого содержит гиперицин и 
флавоноиды в количествах, близких к таковым у 
з. продырявленного [8, 9]. При сравнительном 
изучении биохимического состава фитомассы 
этих видов показано, что доминирующим фла-
воноидом у зверобоя пятнистого является гипе-
розид, обладающий антидепрессантной актив-
ностью, и его содержание в три раза выше, чем 
в зверобое продырявленном [10]. В России фе-
нилпропаноиды и флавоноиды зверобоя пятни-
стого рассматриваются как перспективные ис-
точники импортозамещающих нейротропных 
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фитопрепаратов [11]. В условиях интродукции в 
подзоне средней тайги Республики Коми изу-
чался 31 образец з. продырявленного и з. пят-
нистого разного географического происхожде-
ния, привлеченных по делектусам из ботаниче-
ских садов России и зарубежья. Выявлено, что 
растения обоих видов со второго года жизни 
проходят полный цикл развития побегов с фор-
мированием полноценных семян. Проанализи-
рованы метеоусловия вегетационных сезонов, 
сроки хранения семян, возраст растений и их 
влияние на массу 1000 шт. семян, энергию про-
растания и всхожесть [12, 13]. В условиях Воло-
годской области также изучалась возможность 
введения в культуру з. пятнистого: растения это-
го вида выращивали рассадным способом (оп-
тимальный срок высадки рассады в грунт – вто-
рая декада мая), так как при весеннем и осеннем 
посеве семян в открытый грунт наблюдалась 
изреженность посевов [14]. К тому же в условиях 
севера исследован компонентный состав эфир-
ного масла обоих видов зверобоя, в нем досто-
верно идентифицированы 26 компонентов [15]. 
Определено содержание нафтодиантроновых 
пигментов (гиперицина и псевдогиперицина) в 
надземной массе 18 образцов з. пятнистого, соб-
ранной в природе в четырех районах Республики 
Коми, выявлены 4 образца с высоким содержа-
нием данных веществ, перспективных для вве-
дения в культуру в качестве источников полно-
ценного лекарственного сырья [16]. 

Естественные запасы сырья з. пятнистого 
невелики. Так, например, по данным ресурсо-
ведческих экспедиций ВГПУ (1982–1998 гг.), в 
подзонах средней и южной тайги (Вологодская 
область) они составляют около 176 т, эксплуа-
тационные – 70 т, а возможные ежегодные заго-
товки – 17 т [14]. 

В Республике Коми в основном встречается 
один вид – з. пятнистый, з. продырявленный 
отмечен только в двух локальных флорах – око-
ло сел Визинга и Усть-Кулом [17, 18]. В Россий-
ской Федерации в медицине надземная масса 
растений з. продырявленного используется с 
1961 г., з. пятнистого – с 1987 г. [19]. Следует 
отметить, что природные запасы данных видов 
не обеспечивают возрастающую потребность 
фармацевтической промышленности в расти-
тельном сырье, к тому же заготовка сырья в 
природных местообитаниях экономически невы-
годна и приводит к снижению ресурсов зверобоя 
независимо от режима использования природ-
ных запасов растения [20]. Учитывая фармако-

пейную ценность данных видов зверобоя, а 
также возрастающую потребность в раститель-
ном лекарственном сырье, необходимо расши-
рять сырьевую базу путем разработки различ-
ных методов культивирования этих растений. 
В последние годы активно проводятся исследо-
вания по разработке технологии введения в 
культуру in vitro растений разных видов зверо-
боя [21]. Однако работ по микроклональному 
размножению з. пятнистого немного. Так, на-
пример, в Румынии в культуру in vitro введены 
15 видов зверобоя [22], в качестве эксплантов 
для микроразмножения исследователи исполь-
зовали асептические проростки и их части (ги-
покотиль, листья, узловые сегменты) с приме-
нением различных концентраций и соотношений 
ауксинов и цитокининов. К биологическим осо-
бенностям з. пятнистого в культуре in vitro они 
относят высокий коэффициент мультипликации. 
Также отмечают проблему при микроклональ-
ном размножении этого вида – потемнение экс-
плантов и, как следствие, их гибель, которая 
решается добавлением в питательную среду 
антиоксидантов (лимонной и аскорбиновой ки-
слот) [22]. 

Цель исследования – повышение эффек-
тивности микроклонального размножения зве-
робоя пятнистого путем прямого органогенеза 
за счет подбора концентрации фитогормонов и 
выявление морфогенетических особенностей 
развития микропобегов в зависимости от про-
должительности культивирования. 

Объекты и методы. В качестве объектов 
исследования использовали семена з. пятнисто-
го, собранные с растений в коллекции Ботани-
ческого сада Института биологии Коми НЦ УрО 
РАН. Приготовление, стерилизацию питатель-
ных сред, инструментов и семян проводили со-
гласно принятым рекомендациям [23–25]. По-
верхностную стерилизацию семян з. пятнистого 
проводили многоступенчато: в септических ус-
ловиях – замачивали семена в мыльном рас-
творе на 20 мин, затем выдержали в бытовом 
растворе 10 % доместос (3 мин), промывали 
под проточной водой и в условиях ламинарного 
бокса семена обрабатывали 70 % этиловым 
спиртом (1 мин) и 0,1 % раствором диацида 
(3 мин). При введении в культуру з. пятнистого 
использовали питательную среду по прописи 
Мурасиге-Скуга (MS) [26] без гормонов. На эта-
пе размножения микропобегов использовали 
ауксины и цитокинины. Источником углеводного 
питания служила cахароза в концентрации 3 %, 
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в качестве желирующего агента использовали 
агар-агар 0,7 %. До автоклавирования значение 
pH в питательных средах доводили до 5,8, ис-
пользуя NaОН. На этапе подбора фитогормонов 
в качестве ауксинов использовали индолил-3-
уксусную кислоту (ИУК), в качестве цитокини-
нов – 6-бензиламинопурин (БАП) в различных 
соотношениях и концентрациях. 

Индукцию органогенеза у эксплантов з. пятни-
стого осуществляли в условиях 16/8 часового 
фотопериода при освещенности – 2000–
3000 люкс светодиодными лампами. Относи-
тельная влажность воздуха поддерживалась в 
пределах 60–70 %, температура воздуха – 
24±2 °С. Опыты закладывали три раза в трех-
кратной повторности по десять семян в каждой. 
В конце пассажей фиксировали следующие пока-
затели: число пар листьев на побег, высота побе-
га. За коэффициент размножения принимали 
среднее число побегов, развившихся на одном 
экспланте за один пассаж. Частоту индукции ор-
ганогенеза (%) определяли как соотношение 
числа эксплантов, продуцирующих побеги, к об-
щему числу введенных неинфицированных экс-
плантов. Статистическая обработка данных про-
ведена в программе LibreOffice Calk 2007. Для 
анализа полученных результатов использовали 
однофакторный дисперсионный анализ (Anova). 
При среднем значении на уровне P = 0,05 был 
проведен тест Тьюки. 

Результаты и их обсуждение. При описан-
ной выше схеме обеззараживания семян выход 
стерильных эксплантов составил 90 %. Массо-
вое прорастание семян наблюдалось на 8±1-е 
сут культивирования, на 14-е сут разворачива-
лись семядоли, всхожесть составила 82±7 %. 

В качестве вторичных эксплантов использо-
вали стерильные восемнадцатидневные проро-
стки без корня, которые вводили на новую пита-
тельную среду с добавлением БАП 1,0 + 
ИУК 0,1 и БАП 0,1 + ИУК 1,0 мг/л и культивиро-
вали в течение четырех недель. В каждую ем-
кость с объемом питательной среды 20 мл вво-
дили по 4 побега. Всего в эксперименте в каж-
дом варианте проанализировано 40 эксплантов. 
На среде MS, дополненной БАП 1,0 + ИУК 
0,1 мг/л, формировался рыхлый светло-
зеленый каллус, который при дальнейших суб-
культивированиях формировал конгломерат 
мелких побегов такого же цвета. Начало обра-
зования каллуса отмечено на 7-е сут культиви-
рования. На среде с БАП 0,1 + ИУК 0,1 мг/л у 

основания проростка и на гипокотиле формиро-
вался конгломерат побегов высотой до 0,5 см.  

Дальнейшее микроразмножение проводили 
путем изолирования конгломерата микропобе-
гов с последующим помещением их на свежие 
питательные среды. Этап собственно микро-
размножения з. пятнистого проводился в тече-
ние семи пассажей – это позволило выявить 
влияние числа субкультивирований на морфо-
генез меристемных культур и определить, как 
долго можно проводить размножение в услови-
ях in vitro и каким образом изменяются морфо-
метрические параметры и коэффициент раз-
множения микрорастений в течение длительно-
го культивирования. Продолжительность каждо-
го пассажа составила в среднем около 32 суток. 
При этом после первого пассажа разделенные 
на части конгломераты почек и побегов перено-
сили на свежую среду, чтобы добиться увели-
чения высоты побегов и, как следствие, воз-
можности получения полноценных микропобе-
гов для следующего пассажа.  

При микроклональном размножении расте-
ний выбор фитогормонов и их концентрация в 
значительной степени определяет успех на эта-
пе собственно размножения. Согласно литера-
турным данным [22], после шести недель куль-
тивирования узловых сегментов, взятых из 
асептических проростков з. пятнистого, выра-
щенных на среде Мурасиге-Скуга с использова-
нием сложного набора гормонов (2-IP 0, 5 мг/л + 
БАП 0,2 мг/л+ КИН 0,1 мг/л+ НУК 0,005 мг/л), 
с одного экспланта получали 30 побегов со 
средней высотой 3 см. Используемые в наших 
опытах среды отличались различным содержа-
нием БАП (0,1 и 1,0 мг/л) и ИУК (0,1 и 1,0 мг/л) 
(рис.). 

В таблице 1 представлены данные по влия-
нию различных концентраций гормонов на ин-
дукцию и пролиферацию побегов з. пятнистого. 
Показано, что совместное использование низких 
концентраций БАП и ИУК позволило добиться 
высокого коэффициента размножения (34 шт. 
на эксплант) и хорошо развитого побега с боль-
шим числом пар листьев. Характерно, что на 
среде с высокой концентрацией БАП (1 мг/л) 
через каллусогенез происходило формирование 
точек роста, что способствовало развитию ог-
ромного числа мелких побегов высотой не бо-
лее 0,5 см, при этом единичные побеги достига-
ли в высоту 1,5 см, что согласуется с данными 
других исследователей [22]. 
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Зверобой пятнистый (четвертый пассаж) на 30-е сут культивирования на средах: 
А – БАП 0,1 + ИУК 0,1; Б – БАП 0,1 + ИУК 1,0 мг/л; В – БАП 1,0 + ИУК 0,1 

 

Таблица 1 
Влияние различных концентраций гормонов на индукцию  

и пролиферацию побегов зверобоя пятнистого 
 

Фитогормоны, 
мг/л 

Число пар листьев 
на побег, шт. 

Число побегов на эксплант 
(высотой более 1 см), шт. 

Длина 
побегов, см 

БАП 0,1 + ИУК 1,0 2,8а+0,4 34,9а+7 3,3а+0,2 
БАП 0,1+ ИУК 0,1 2,3б+0,1 34,2а+7 2,3б+0,4 
БАП 1,0+ ИУК 0,1 2,0в+0 5,3б+1 1,4в+0,08 
Без гормонов 3,1г+0,2 13в+2 2,8а+0,3 
Здесь и далее: a-г – показатели значимости различий при тесте Тьюки (P = 0,05), где разные буквы за 
средним значением в столбцах показывают, что различия значимы, одинаковые буквы – различий 
нет. 

 

Процесс размножения на этапе собственно 
микроразмножения можно проводить неодно-
кратно для получения максимального количест-
ва растений, в связи с этим представляло 
большой интерес изучение влияния числа суб-
культивирований на морфогенез меристемных 
культур, в результате чего было определено 
число пассажей с сохранением высокого коэф-

фициента размножения без изменения морфо-
метрических показателей побегов. 

Установлено, что на среде Мурасиге-Скуга с 
добавлением БАП 0,1 + ИУК 0,1 мг/л в течение 
семи пассажей эффективность регенерации 
эксплантов з. пятнистого была высокой и соста-
вила 98–100 % (табл. 2). 

Таблица 2 
Влияние длительности субкультивирования на регенерационный потенциал 

зверобоя пятнистого на среде Мурасиге-Скуга с добавлением БАП 0,1 + ИУК 0,1 мг/л  
(продолжительность одного пассажа (32 ± 1) сут) 

 

Номер 
пассажа 

Эффективность 
регенерации, % 

Число побегов на эксплант, 
шт. 

Высота побегов, см 

Первый 98 Без счета 0,5 
Второй 100 Без счета 2,0а+0,1 
Третий 100 43,2а+0,9 2,0а+0,1 
Четвертый 100 45,2а+1,3 2,0а +0,4 
Пятый 100 34,2б+2,5 2,3а+0,4 
Шестой 100 19,3в +1,1 1,0б+0,09 
Седьмой 100 7,4г+0,5 0,9бв+0,5 



 Вестник  КрасГАУ.  2022. №  12 

22 

 

Коэффициент размножения варьировал от 

7,7 до 46,0 побегов на эксплант. Высота побегов 

к концу второго пассажа достигала максималь-

ных значений и продолжала сохраняться в те-

чение третьего-пятого пассажей. В шестом пас-

саже темпы роста и развития микропобегов за-

медлились. Высота побегов сократилась в два 

раза, их число на эксплант – в 6 раз. 

Заключение. В результате подбора концен-

трации фитогормонов при культивировании 

з. пятнистого в условиях in vitro были изучены 

морфогенетические особенности развития микро-

побегов этого вида. Полученные данные свиде-

тельствуют о возможности выращивания з. пятни-

стого в культуре in vitro на среде Мурасиге-Скуга с 

добавлением БАП 0,1 + ИУК 0,1 мг/л. Установле-

но, что при такой концентрации фитогормонов в 

течение пяти пассажей сохраняется высокая ре-

генерационная активность эксплантов (до 100 %) 

с максимальным коэффициентом размножения 

побегов (до 46 побегов на эксплант). Таким обра-

зом, нами разработана эффективная схема мик-

роклонального размножения данного вида зверо-

боя путем прямого органогенеза и выявлена про-

должительность культивирования эксплантов, 

позволяющая получить наибольшее число микро-

растений. 
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