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Citrus plants are the most important fruit crops, their distribution takes one 
of the first places in the world, however, among the genus Citrus, many species 
have not received industrial significance due to their low yield, fruit quality, and 
winter hardiness and occupy small areas, but they are important for the perfume, 
confectionery and pharmaceutical industries. The collection of the Russian 
Research Institute of Floriculture and Subtropical Crops contains 136 citrus 
cultivar samples, among which there are rare species, cultivars and hybrid forms; 
such representatives of citrus as C. × bergamia, C. medica, C. maxima, C.× 
limetta, C.× aurantifolia, C. ichangensis, C. × limonelloides, C. × myrtifolia are 
of undoubted interest both for scientific purposes and for landscape, office and 
room decoration. There are three clearly differentiated markets in the world: fresh 
and processed fruits, the pharmaceutical market and the ornamental plant market, 
which is becoming increasingly important. Very popular are original species, 
cultivars or natural hybrids of citrus that have a high ornamental value and a large 
range of biologically active substances. The above described citrus representatives 
are distinguished by their unique decoration and will be able to give a refined look 
to the interior, at the same time contributing to the improvement of a space.

Key words: the genus Citrus, species, cultivars, useful properties, ornamental 
qualities, distribution, use.
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Наряду с традиционными методами сохранения растений ex situ примене-
ние культуры изолированных тканей и органов становится все более и более 
актуальным. Работа по созданию коллекции in vitro Волгоградским регио-
нальным ботаническим садом ведётся с 2005 г. На данный момент коллекция 
редких растений in vitro содержит 50 видов, относящихся к 19 семействам. 
В коллекции in vitro Волгоградского регионального ботанического сада наи-
более представлены редкие виды растений следующих семейств: Fabaceae, 
Brassicaceae, Caryophyllaceae, Asteraceae, Iridaceae. Хранение in vitro ценных 
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форм растений является высокоэффективным и актуальным способом для со-
держания коллекций растений и сохранения биологического разнообразия.

Ключевые слова: биологическое разнообразие, Волгоградский региональный 
ботанический сад (ВРБС), генетические банки, редкие растения, in vitro.

Интерес к использованию методов культуры изолированных тканей 
для сохранения генофонда редких и ценных видов растений возрастает 
во всем мире. В настоящее время создание банков стерильных культур 
является одним из перспективных направлений сохранения биоразно-
образия растений. Они служат источником сохранения природного и 
культурного наследия и могут быть использованы для обмена между 
ботаническими учреждениями разных стран. 

Банки in vitro редких и ценных видов растений созданы во многих 
научных и образовательных учреждениях: Главный ботанический сад 
им Н. В. Цицина РАН, Центральный сибирский ботанический сад СО 
РАН, Ботанический институт им. В. Л. Комарова РАН, Волгоградский 
региональный ботанический сад, Ботанический сад-институт Уфим-
ского научного центра РАН, Ботанический сад имени проф. А. Г. Ген-
келя Пермского государственного университета, Удмуртский государ-
ственный университет и др. [6, 7].

Работа по созданию коллекции in vitro в ГБУ ВО «Волгоградский 
региональный ботанический сад» (ГБУ ВО «ВРБС») ведётся с 2005 г. 

В 2010 г. на территории Волгоградской области был создан регио-
нальный генетический банк редких и находящихся под угрозой исчез-
новения видов растений, занесённых в Красную книгу Волгоградской 
области. Согласно Положению, утверждённому приказом Комитета 
природных ресурсов и охраны окружающей среды Администрации 
Волгоградской области № 723/01 от 9 ноября 2010 г., региональный 
генетический банк является местом сохранения вне природной среды 
видов и популяций растений, занесённых в Красную книгу Волгоград-
ской области, а также включённых в перечень видов, являющихся объ-
ектами мониторинга на территории Волгоградской области.

Основной целью регионального генетического банка является со-
хранение видового и генетического разнообразия растений Волгоград-
ской области, путём создания резерва генетического материала природ-
ных популяций редких видов.

Объекты и методы. В качестве первичных эксплантов для введе-
ния в культуру in vitro редких видов растений, мы использовали семена, 
собранные из природных мест произрастания редких видов растений 
(виды семейства Brassicaceae, Fabaceae, Caryophyllaceae и Asteraceae; 
части почек возобновления с кусочком донца из луковицы (Bellevalia 
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speciosa Woronow ex Grossh. (B. sarmatica (Georgi) Woronow), сегмен-
ты листьев, частей околоцветника (Iris pumila L., Iris scariosa Willd. ex 
Link.) на разных стадиях развития (в фазе бутонизации или цветения). 
Для ряда видов (Aristolochia manshuriensis Kom., Artemisia salsoloides 
Willd., Parthenocissus tricuspidata (Siebold. et Zucc.) Planch.) в качестве 
первичных эксплантов брали апикальные и латеральные меристемы 
растений с интродукционного участка ГБУ ВО «ВРБС».

Методика исследований базировалась на общепринятых классиче-
ских приёмах с культурами изолированных тканей и органов растений [1]. 
Экспланты предварительно обрабатывали 95%-ным этиловым спиртом 
в течение 50–60 секунд. В качестве стерилизатора использовали различ-
ные концентрации Хлорамина (действующее вещество – натриевая соль 
хлорамида бензосульфокислоты) и «Лизоформина 3000» (действующее 
вещество – глутаровый альдегид, глиоксаль и дидецилдиметиламмоний 
хлорид) с различной временной экспозицией. Методика по применению 
стерилизующего вещества – «Лизоформин 3000» устанавливалась опыт-
ным путём сотрудниками лаборатории биотехнологии ГБУ ВО «ВРБС».

На этапе микроразмножения для редких видов растений использо-
вали следующие минеральные основы питательных сред: Уайта (White, 
1943), Гамборга и Эвелега (Gamborg, Eveleigh, 1968), Мурасига Ску-
га (Murashige, Skoog, 1962), Рандольфа и Кокса (Randoph, Cox, 1943), 
Кнутсона (Knudson, 1925), Нича (Nitsch, 1974), Хеллера (Heller, 1953), 
Андерсона (Anderson, 1980) [4]. 

После многократного промывания в стерильной дистиллированной 
воде экспланты высаживали на безгормональную питательную среду 
с минеральной основой по прописи Мурасиге-Скуга [9]. При оценке 
оптимального режима стерилизации учитывали количество заросших 
и количество проросших семян. В условиях in vitro растения культи-
вировали в чашках Петри и биологических пробирках при освещении 
с интенсивностью 3–5 клк, при 16-часовом фотопериоде, температуре 
24 оС и относительной влажности воздуха 70 %. Все опыты проводили 
трижды, повторность в каждом варианте 10-кратная. 

Обработку данных проводили с использованием пакета программ 
Microsoft Office Excel. Полученные данные достоверны при р < 0,05.

Результаты. В настоящее время коллекция редких растений in vitro со-
держит 50 видов, относящихся к 19 семействам. Максимально в коллек-
ции in vitro представлены следующие семейства: Fabaceae – 18 % (вклю-
чает 9 видов данного семейства), Iridaceae – 14 % (7 видов), Asteraceae 
– 10 % (5 видов), Brassicaceae – 8 % (4 вида), Caryophyllaceae – 8 % (4 вида). 
Семейства Dioscoreaceae R. Br, Paeoniaceae L., Papaveraceae Juss. – по 
2 вида. Остальные семейства представлены в коллекции менее чем 2 % 
и насчитывают по одному виду.
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Для работы с редкими видами растений использовали различные 
типы эксплантов (табл. 1). Однако, наиболее доступным и хорошо вос-
производимым материалом, на наш взгляд, являются семена, собран-
ные из природных мест обитания. 

Таблица 1
Объекты исследования 

и типы культивируемых эксплантов редких видов растений

Объекты исследования Типы эксплантов

Lepidium meyeri Claus, Matthiola fragrans Bunge, 
Silene cretacea Fisch. ex Spreng., 

Silene hellmanii Claus, Anthemis trotzkiana Claus, 
Crambe tataria Sebeok, Hedysarum alpinum L.,

 Calophaca wolgarica (L. fil.) DC.

семена

Hedysarum cretaceum Fisch., Genista tanaitica P. 
Smirn., Hedysarum grandiflorum Pall., Hedysarum 
razoumovianum Fisch. et Helm ex DC., Astragalus 

dasyanthus Pall.

апикальные меристемы
апикальные меристемы, 

семена

Bulbocodium versicolor (Ker-Gawl.) Spreng., 
Bellevalia speciosa, Tulipa gesneriana L., 

Allium regelianum A. Beck.
семена, сегменты луковиц

Artemisia salsoloides, Artemisia hololeuca Bieb. 
ex Bess., Parthenocissus tricuspidata

апикальные и латеральные 
меристемы, пазушные 

почки

Iris tenuifolia Pall., Iris scariosa, Iris pumila,  
Gladiolus tenuis Bieb.

семена, изолированные 
зародыши

Примечание: КК ВО – Красная книга Волгоградской области – 
                                       перечень по состоянию на 2017 г. [5]. 

При организации исследований также следует учитывать эколого-
биологические особенности редких видов, особенности жизненной 
формы, что подтверждается другими исследователями [2, 3, 6, 8]. 

Все эти факторы оказывали существенное влияние на интенсив-
ность пролиферации изученных видов. По результатам наших исследо-
ваний они условно были разделены на три группы: 

– первая группа включает представителей семейства Caryophyllace-
ae (Silene cretacea, Silena helmanii) и семейства Brassicaceae (Lepidium 
meyeri, Matthiola fragrans), Кр ≥ 7; 

– вторая группа включает виды семейства Asteraceae (Artemisia sal-
soloides, Artemisia hololeuca, Anthemis trotzkiana) – Кр ≤ 7>4; 

– к третьей группе виды семейства Fabaceae (Calophaca wolgari-
ca, Hedysarum grandiflorum, Hedysarum cretaceum, Crambe tataria, 
Hedysarum alpinum, Calophaca wolgarica, Astragalus dasyanthus) Кр ≤ 4.
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В результате проведённых исследований установлено, что на этапе вве-
дения в культуру in vitro для всех изученных видов оптимальной является 
минеральная основа питательной среды Мурасиге-Скуга (МС), не содер-
жащая гормонов. Для растений класса Однодольные оптимальной является 
питательная среда Кнудсона (Кн), дополненная цитокининами и ауксинами 
в различных концентрациях (0,1–0,5 мг/л) и их сочетание. 

Из всех исследуемых цитокининов наибольший коэффициент раз-
множения для Calophaca wolgarica – 4, наблюдали при использовании 
6-БАП в концентрации 0,5 мг/л (рис. 1). При этом отмечали изменения 
в морфологии побегов: междоузлия побегов сокращались, уменьшались 
размеры листьев, изменилась их форма. Кроме того, у половины побегов 
при концентрации 1,0 мг/л 6-БАП наблюдалась витрификация побегов.

Рис. 1. Влияние различных цитокининов
на коэффициент размножения Calophaca wolgarica

Условные обозначения: 
1 – кинетин 0,3 мг/л; 2 – кинетин 0,5 мг/л; 3 – кинетин 1,0 мг/л; 

4 – зеатин 0,3 мг/л; 5 – зеатин 0,5 мг/л; 6 – зеатин 1,0 мг/л; 7 – 6-БАП 0,1 мг/л; 
8 – 6-БАП 0,5 мг/л; 9 – 6-БАП 1,0 мг/л.

Установлено, что длительное культивирование растений на средах, 
содержащих цитокинины, приводило к появлению большого количе-
ства различных аномалий развития и, как следствие, остановке роста 
растений. В некоторых случаях отмечено появление морфогенного кал-
луса, образование которого ингибировало нормальное развитие расте-
ний, что согласуется с данными других исследователей [2]. 

Наш опыт культивирования редких видов растений показал нали-
чие положительного эффекта при совместном использовании 6-БАП и 
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ИУК. Максимальный коэффициент размножения на средах, содержа-
щих только 6-БАП, составил 25 (концентрация 6-БАП – 2,5 мг/л), при 
совместном использовании 6-БАП и ИУК максимальный коэффициент 
размножения составил 34 (табл. 2).

Таблица 2
Влияние концентрации 

6-БАП и ИУК на коэффициент размножения Artemisia hololeuca

6-БАП,
мг/л

Концентрация ИУК, мг/л

0 0,01 0,03 0,05 0,07 0,1

0 1,0 ±0,1 1,0 ±0,1 1,0 ±0,1 1,0 ±0,1 1,0 ±0,1 1,0 ±0,1

0,1 5,0 ±0,3 9,0 ±0,3 6,0 ±0,3 7,0 ±0,5 5,0 ±0,3 3,0 ±0,3

0,3 8,0 ±0,6 10,0 ±0,3 6,0 ±0,7 13,0 ±1,9 12,0 ±0,5 5,0 ±0,4

0,5 15,0 ±0,9 12,0 ±0,6 19,0 ±0,8 19,0 ±0,8 19,0 ±1,1 4,0 ±0,3

0,7 17,0 ±1,0 14,0 ±0,8 17,0 ±0,2 30,0 ±0,9 16,0 ±0,5 11,0 ±1,2

1,0 18,0 ±0,5 34,8 ±1,3 – 22,0 ±1,0 – –

Таким образом, использование более высоких концентраций цито-
кининов (6-БАП ≥1,0 мг/л) способствовало значительному увеличению 
коэффициента размножения у большинства изученных видов редких 
растений. Однако появлялись обводнённые (витрифицированные) 
побеги аномальной морфологии. Таким образом, в результате про-
ведённых исследований, было подобрано оптимальное соотношение 
ауксинов и цитокининов (6-БАП 0,1 мг/л и ИУК 0,01 мг/л). При этом 
формировались побеги нормальной морфологии, а коэффициент раз-
множения для Artemisia hololeuca при этом составил 9,0 ±0,3. 

Сравнительный анализ влияния видовых особенностей на коэффи-
циент размножения редких и исчезающих видов растений показал раз-
личия как между близкородственными видами (представители рода He-
dysarum), так и между видами, относящихся к разным семействам. При 
этом значения коэффициента размножения между близкородственны-
ми видами, в пределах одного семейства, отличались незначительно. 
Анализ полученных данных по интенсивности пролиферации между 
редкими видами различных семейств показал значительные отличия 
(коэффициент размножения между семействами Caryophyllaceae и Fa-
baceae отличался более чем в 6 раз – от 2 до 13,5).
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Важным показателем при культивировании редких видов является ко-
личество субкультивирований. При этом отмечали, что темпы развития 
эксплантов при культивировании разных видов существенно отличаются. 
Так если для Genista tanaitica наиболее высокий коэффициент размноже-
ния наблюдался на этапе введения в культуру и при первых субкультиви-
рованиях, то для Hedysarum grandiflorum и Hedysarum cretaceum макси-
мальный коэффициент размножения приходился на 4–6 пассаж. 

Результаты экспериментов по подбору сред на этапе укоренения по-
казывают значительные отличия процента укоренения в зависимости, 
как от видовых особенностей редких и исчезающих видов, так и от кон-
центрации ауксинов, применяемых для индукции ризогенеза.

Модельными объектами для проведения экспериментов по укоре-
нению были выбраны представители семейства Brassicaceae. В ходе 
работы изучали влияние ИУК и ИМК на процесс ризогенеза. Укоре-
няемые побеги Lepidium meyeri высаживали на питательные среды, 
минеральную основу которых составляла полная и разбавленная вдвое 
модифицированная среда МС с добавлением 20 г/л сахарозы, 6,5 г/л 
агара и набора витаминов как в основной среде.

Наш опыт по укоренению редких видов растений показал, что при 
использование полной минеральной основы MS требуются более высо-
кие концентрации ауксинов – от 1,0 мг/л. Использование обеднённых 
питательных сред – Уайта, ½ MС позволяют снизить концентрацию 
ауксинов – от 0,3 до 0,5 мг/л.

Выход адаптированных растений-регенерантов редких видов соста-
вил от 30 до 50 %.

Выводы. В результате исследований модифицированы и адаптиро-
ваны методики клонального микроразмножения некоторых редких и 
исчезающих видов растений. Установлено, что реализация морфогене-
тического потенциала у редких и исчезающих видов растений опреде-
ляется видовыми особенностями исходных растений, типом экспланта, 
его физиологическим состоянием, составом питательных сред и усло-
виями культивирования.

Создание коллекций in vitro можно рассматривать как одну из форм 
охраны растений природной флоры и как эффективный метод сохране-
ния их биоразнообразия ex situ, что составляет часть общей стратегии 
охраны растений, направленной на сохранение видов в природе.
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Equally with traditional methods of plant conservation ex situ application of 
isolated tissue and organ cultures is becoming more and more actual. Volgograd 
Regional Botanical Garden has been working to create in vitro collection since 2005. 
Currently, in vitro collection rare species contains 50 species belonging to 19 families. 
Fabaceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Liliaceae, Iridaceae families are the 
most representative in in vitro collection of rare plant species of Volgograd Regional 
Botanical Garden. In vitro storage of valuable plant forms is a highly efficient and 
useful way to maintain plant collections and conserve plant biodiversity. 
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