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В статье приведены результаты изучения этапа введения исчезающего, 
редкого папоротника Osmunda regalis L. в стерильную культуру. Установле-
но, что наиболее оптимальными стерилизующими веществами для введения 
в культуру спорангиев O. regalis оказались 2%-ная перекись водорода в экспо-
зиции 20 минут (жизнеспособных спор 54,1 %) и 5%-ный гипохлорит натрия 
в экспозиции 20 минут (жизнеспособных спор 48,4 %). Выявлено, что наи-
лучшая питательная среда для микроразмножения гаметофитов папоротника 
с содержанием ½ состава микро и макросолей по прописи Мурасиге и Скуга 
без нитрата аммония и витаминов.
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Западно-Кавказский биосферный регион богат уникальной и раз-
нообразной флорой. Поэтому становится очевидной необходимость со-
хранения всего этого многообразия экосистем, насыщенных реликто-
выми и эндемичными таксонами, подавляющее большинство которых 
относится к категориям «редкие» и «исчезающие» и внесены в Крас-
ные книги Краснодарского края и России [11].

Исследования по сохранению и размножению редких, исчезающих 
видов природной флоры Западного Кавказа методами биотехнологии 
во Всероссийском научно-исследовательском институте цветоводства 
и субтропических культур (ВНИИЦиСК, г. Сочи) проводятся уже на 
протяжении девяти лет. За этот период разработаны методы клонально-
го размножения колокольчика твёрдолистного, лилии кавказской, вве-
дены в культуру некоторые другие виды [3–6, 8–10]. 

Среди видов, находящихся в критическом состоянии, многолетний 
папоротник Osmunda regalis L. Бореальный, евразийский, дизъюн-
ктивный, третичнореликтовый, спорадично распространённый вид с 



Глава 4. Биотехнология растений

87

ограниченным числом мест произрастания, сокращающейся численно-
стью и находящийся под угрозой исчезновения. В Красной книге от-
несён к категории «Находящийся под угрозой исчезновения» [7, 14].

Единственным в России местом произрастания чистоуста велича-
вого, или осмунды королевской (Osmunda regalis L.) являлись боло-
тистые ольховые леса Имеретинской низменности на территории со-
временного Адлерского района г. Сочи. К середине ХХ века вид здесь 
исчез полностью [1]. В 1987 г. из зоны застройки в Пицунде было пере-
сажено 267 экземпляров O. regalis на территорию Сочинского нацио-
нального парка (СНП) и у границ Кавказского заповедника (КГЗ) [12]. 
Места реинтродукции были заранее подобраны по визуальному сход-
ству с участком-донором по характеру растительности (заболоченные 
ольшаники) и с идентичным гидрохимическим режимом водоёмов. Од-
нако катастрофическое падение численности вида в последние годы в 
местах произрастания в данном регионе РФ вновь поставило его под 
угрозу полного исчезновения. По данным учёных сочинского нацио-
нального парка к 2016 г. из 267 экземпляров O. regalis, произраставших 
на территории парка, осталось только 21 растение [13]. Поэтому сохра-
нение и размножение этого исчезающего вида методами биотехноло-
гии является актуальной задачей.

В связи с этим целью исследований было изучение этапа введения 
в культуру in vitro Osmunda regalis L.

Объекты и методы исследований. Исследования проведены на 
базе отдела биотехнологии Всероссийского научно-исследовательско-
го института цветоводства и субтропических культур в 2018–2019 гг. 
Методика клонального микроразмножения основана на общеприня-
тых классических приёмах работы с культурами изолированных тка-
ней и органов растений [2]. Объектами исследований были спорангии 
Osmunda regalis L.

На этапе введения в культуру in vitro в качестве эксплантов исполь-
зовали спорангии Osmunda regalis L. Стерилизация спорангиев осу-
ществлялась посредством их промывания в растворах стерилизующих 
агентов и стерильной воды. В качестве стерилизующих агентов исполь-
зовали растворы «Доместоса», «Велтолена» и перекиси водорода. Сте-
рилизацию проводили одноступенчатым способом. 

Контроль – стерильная дистиллированная вода; 
В-1. – «Доместос» в концентрации 5%-ной в течение 5 минут; 
В-2. – «Велтолен» 0,1%-ный в течение 10 минут; 
В-3. – Перекись водорода 2%-ная в течение 10 минут. После стерилиза-

ции спорангии трижды промывали стерильной дистиллированной водой. 
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Стерильные спорангии помещали на поверхность питательной 
среды по прописи Мурасиге-Скуга (МС) (1962) [21]. Стерильную дис-
тиллированную воду (1–2 мл) добавляли в пробирку для стимуляции 
прорастания спор. Культивирование проводили при освещении белыми 
люминесцентными лампами (3 000 лк), температуре +23 ±1 оС и фото-
периоде 16/8 часов. В опыте по изучению размножения гаметофитов в 
зависимости от минерального состава питательной среды использова-
ны следующие варианты: 

– МС (контроль); 
– ½ МС (без NH4NO3 и витаминов);
– ¼ МС (без NH4NO3 и витаминов); 
– 1/8 МС (NH4NO3 и витамины). 
Развитие спор наблюдали под микроскопом «Биомед-6». 
Результаты и обсуждение. В эксперименте по изучению типов сте-

рилизующих агентов, их концентраций и времени экспозиции для сте-
рилизации спорангиев Osmunda regalis, установлено, что лучшими ва-
риантами стерилизации эксплантов были 2%-ная перекись водорода в 
экспозиции 20 минут (54,1 %) и 5%-ный гипохлорит натрия в экспозиции 
25 минут (48,4 %), разница между вариантами не существенна (рис. 1).

Рис. 1. Влияние стерилизующих агентов 
на выход жизнеспособных эксплантов Osmunda regalis, %

Прорастание спор O. regalis на питательной среде МС, наблюдали 
через 3 недели после введения их в стерильную культуру (рис. 2).

Через 7 недель культивирования спорангиев O. regalis было отмече-
но образование многоклеточных гаметофитов (рис. 3). 

Образование кластеров гаметофитов наблюдали через 16 недель от 
начала культивирования спор (рис. 4). Гаметофиты папоротника были 
большими, удлинёнными и продуцировали множественные архегонии 
и антеридии.
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Кластеры гаметофитов, полученные из спор в эксперименте, ис-
пользовали как исходный материал, для изучения влияния состава ми-
неральной основы питательной среды на размножение гаметофитов. 
Так, снижение концентрации минеральных солей до 1/8 МС в пита-
тельной среде привело к снижению образования гаметофитов (разли-
чия с контролем несущественны, НСР0,5 = 3,4) (рис. 5). 

Рис. 5. Влияние концентраций минеральных солей 
на количество образовавшихся гаметофитов, шт./эксплант

Есть предположение, что солевое голодание может тормозить про-
цесс пролиферации гаметофита O. regalis. Fernandez H. с соавторами 
(1997) первые установили ингибирующее действие радикала аммония 
на рост и развитие гаметофитов папоротника [18]. Ими показано, что 
максимальная пролиферация гаметофитов была получена на MС без 
нитратов и витаминов [18]. Наши результаты не противоречат данным 
этих авторов. Наибольшее образование гаметофитов (25,9 шт./экс-
плант) нами отмечено также на питательной среде, не содержащей ни-
трата аммония (NH4NO3) и витаминов с ½ минеральных солей по про-
писи МС. Некоторыми авторами установлено, что для многих видов 
папоротников, размножающихся в условиях in vitro, для увеличения 
количества гаметофитов необходимо дополнять питательные среды эк-
зогенными регуляторами роста [15–17, 22, 23]. В нашем эксперименте 
эффективное размножение гаметофитов O. regalis проходило в отсут-
ствии экзогенной гормональной стимуляции, что согласуется с данны-
ми других исследователей [19, 20, 24].

Таким образом, безгормональная и эффективная система размноже-
ния гаметофитов О. regalis in vitro может быть полезна в дальнейших 
исследованиях для массового получения спорофитов папоротника. 

Заключение. Наиболее оптимальными стерилизующими веще-
ствами для введения в культуру in vitro спор Osmunda regalis были 
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2%-ная перекись водорода в экспозиции 20 минут (54,1 %) и 5%-
ный гипохлорит натрия в экспозиции 20 минут (48,4 %). Получены 
гаметофиты редкого папоротника O. regalis в культуре in vitro с ис-
пользованием спор в качестве эксплантов, которые будут использо-
ваны в дальнейших экспериментах по изучению влияния регулято-
ров роста на стадию развития спорофитов.
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INTRODUCTION OF OSMUNDA REGALIS L. TO IN VITRO
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The paper studied the introduction of an endangered, rare fern Osmunda 
regalis L. into sterile culture. It was found that within the introduction of O. regalis 
sporangia to tissue culture the most optimal sterilizing agents were 2% hydrogen 
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peroxide in the 20-minute exposure (54.1 % of viable spores) and 5 % sodium 
hypochlorite in the 20-minute exposure (48.4 % of viable spores). It was revealed 
that the best nutrient medium for micro-propagation of fern gametophytes contains 
½ of the micro and macrosols composition according to Murashige-Skoog (MS) 
without ammonium nitrate and vitamins.

Key words: Osmunda regalis, fern, in vitro culture, gametophyte, sterilization, 
nutrient media.
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В последнее время в селекции растений активно развивается направление 
функциональной геномики (изучение регуляции экспрессии генов, лежащих 
в основе хозяйственно-ценных признаков). В этой области в недавние годы 
было показано, что различные РНК, в том числе микроРНК играют важную 
роль, активируя или ингибируя экспрессию генов роста и развития растений, 
генов ответа на факторы среды. Совсем недавно было выявлено, что новый 
класс молекул РНК, кольцевые РНК, образующиеся из матричной РНК в ре-
зультате бэксплайсинга, обладают регуляторными функциями. Они взаимо-
действуют с микроРНК, а также с матричной РНК, влияя на уровень экспрес-
сии генов роста, развития, ответа на абиотические и биотические стрессы. В 
представленном миниобзоре проведён анализ последних данных о результа-
тах исследований кольцевых РНК и их роли у растений.
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Кольцевые РНК (circRNAs) новая форма некодирующих моле-
кул РНК, найденная у многих организмов прокариот и эукариот, 
и с недавнего времени рассматриваются как новый уровень пост-
транскрипционной регуляции клетки. В отличие от традиционных 


