
BIOAsia-Altai, 2024. – Т. 4, № 4 

330 

 

УДК 635.9:57 

 

ДЛИТЕЛЬНОЕ СОХРАНЕНИЕ В КУЛЬТУРЕ IN VITRO OSMUNDA REGALIS L.  

И ОЦЕНКА ЕЁ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ СТАБИЛЬНОСТИ 

С ПОМОЩЬЮ SCOT-МАРКЕРОВ 

 
В.И. Маляровская, Р.М. Шхалахова 

Федеральный исследовательский центр «Субтропический научный центр Российской 

академии наук»,  

Сочи, Россия 

 

Osmunda regalis L. вид, который внесён в Красную книгу РФ и имеет категорию «Находящийся 

под угрозой исчезновения». На территории Сочинского национального парка в настоящее время 

сохраняется около 30 растений этого вида. Катастрофическое падение численности данного вида 

в местах произрастания, поставило его под угрозу полного исчезновения на территории 

Сочинского Причерноморья. Проблема размножения папоротника усугубляется тем, что споры 

длительное время не прорастают в почве во влажных условиях и быстро теряют 

жизнеспособность. Поэтому в ФИЦ СНЦ РАН проводятся работы по сохранению и 

размножению O. regalis методами биотехнологии в условиях культуры in vitro. Целью наших 

исследований являлось изучение физических факторов депонирования в условиях in vitro и 

подбор информативных SCOT-праймеров для оценки генетической стабильности Osmunda 

regalis L. Объект исследований – гаметофиты O. regalis. Показано, влияние температуры (13 оС, 

21 оС , 23оС) и освещенности (800 лк, 1000 лк и 3500 лк) на морфометрические показатели и 

процент жизнеспособности гаметофитов при длительном культивировании (250 сут) в условиях 

in vitro. Установлено, что при понижении температуры (13 оС) и освещенности (800-1000 лк) 

уменьшались морфометрические показатели и процент жизнеспособности гаметофитов (41,5-

43,6 %). Выявлено, что для длительного культивирования O. regalis оптимальными условиями 

являются температура 21 оС и освещенность 800-1000 лк, при которых жизнеспособность 

гаметофитов соответствовала 73,5-78,2 %. Для оценки генетической стабильности образцов из 

культуры in vitro апробировано 36 SCOT-праймеров, среди которых восемь (SCoT1, SCoT2, 

SCoT9, SCoT10, SCoT21, SCoT22, SCoT24, SCoT34) показали низкий уровень амплификации. 

Установлено, что наибольшее количество бэндов генерировали два маркера: SCoT19 и SCoT29. 

Вместе с тем, эффективность показали еще 9 SCoT-маркеров (SCoT3, SCoT8, SCoT13, SCoT14, 

SCoT15, SCoT16, SCoT18, SCoT20, SCoT32), которые могут быть использованы при оценке 

внутривидового разнообразия O. regalis. Анализ полученных данных выявил генетическую 

стабильность между длительно (5 лет) культивируемыми гаметофитами O. regalis L. в коллекции 

генобанка in vitro и маточными растениями, произрастающими в ботаническом саду «Дерево 

Дружбы» ФИЦ СНЦ РАН. 
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Сохранение видов растений в условиях замедленного роста в культуре in vitro определяется 

в большей степени их биологическими особенностями. При этом сохранение жизнеспособности 

растений основная цель при создании медленно растущих коллекций. Замедления роста можно 

достичь за счет различных факторов, физических условий культивирования, модификации 

питательных сред и т.д. Среди модификаций питательных сред можно рекомендовать 

разбавление их минеральной основы, изменение концентраций или комбинаций регуляторов 

роста, применение осмотиков, ингибиторов роста и т.д. Нами в ФИЦ СНЦ РАН ранее были 

проведены исследования по депонированию исчезающих, редких видов природной флоры 

Западного Кавказа Campanula sclerophylla (Kolak.) Czer., Lilium martagon subsp. caucasicum 

Miscz. ex Grossh. [1, 2]. Эти исследования включали оценку ряда показателей: влияние 

применения осмотиков (сорбит, маннит), ингибитора роста – абсцизовую кислоту и различные 
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режимы температуры и освещенности на замедление роста и развития растений в условиях in 

vitro [1, 7]. Среди физических факторов наиболее часто применяют снижение температуры, в 

комбинации с уменьшением интенсивности освещения.  

Депонирование в условиях in vitro гермоплазмы является частью консервации 

генетических ресурсов ex situ и, как известно, обладает рядом преимуществ. Вместе с тем при 

долговременном субкультивировании в течение нескольких лет необходима оценка 

генетической стабильности растений сохраняемых в генобанке in vitro [3].  

Цель настоящих исследований – изучение физических факторов депонирования и подбор 

информативных SCOT-праймеров для оценки генетической стабильности Osmunda regalis L. 

Объекты и методы исследований.  

Объектом исследований служили гаметофиты Osmunda regalis. Эксперимент заложен на 

среде ¼ MС (без NH4NO3 и витаминов). Варианты опыта: температура воздуха 13 оС, 

освещённость 800 и 1 000 лк; температура воздуха 21 оС, освещённость 800 и 1 000 лк; контроль 

- освещённость 3500 лк, температура воздуха 23±1 оС. Состояние гаметофитов оценивали через 

250 суток культивирования с помощью морфометрических показателей (длины и количества 

гаметофитов) и их жизнеспособности (%). Гаметофиты культивировали при фотопериоде 16/8 

часов и влажности 70 %. Для статистической обработки полученных результатов использовали 

программное приложение Statistica 6.0. 

Растительный материал и экстракция ДНК. В данной работе в качестве образцов были 

отобраны маточные растения Osmunda regalis L., произрастающее на территории сада-музея 

«Дерево Дружбы» г. Сочи, и растения из медленнорастущей коллекции in vitro, находящиеся в 

культуре в течении 5 лет в отделе биотехнологии ФИЦ СНЦ РАН. ДНК выделяли из листьев 

согласно протоколу CTAB [6] Качество выделенной ДНК проверяли в 1% агарозном геле и 

спектрофотометрическим методом. Все образцы разбавляли до рабочей концентрации 200 ng/μL 

Генетический анализ. В работе использованы 36 SCoT-праймера, первоначально 

разработанные для Oryza sativa [5]. Реакционная смесь для ПЦР SCoT состояла из 10 мкл 2х 

реакционного буфера HS-TaqPCR (Biolabmix, Новосибирск, Россия), содержащего Hot Start Taq-

полимеразу, 0,4 мкл праймера (10 мкМ), 2 мкл ДНК (200 нг мкл-1) и обработанная DEPC вода в 

общем объеме ПЦР 20 мкл. Амплификацию проводили в термоциклере MiniAmp (Thermo Fisher 

Scien-tific, Массачусетс, США) по следующей программе: первичная денатурация 5 мин при 95 

°C, отжиг 35 циклов денатурация при 95 °C в течение 1 мин, отжиг при 52 °C в течение 1 мин, 

элонгация при 72 °C в течение 2 минут и финальная элонгация при 72 °C в течение 5 минут. 

Разделение SCoT-фрагментов проводили в 2 % агарозном геле в течение 2,5 часов при 90 В в 1 

× ТАЕ буфере. 

Статистическая обработка. Параметры генетического разнообразия: общее количество 

бэндов; количество полиморфных бэндов (P = полиморфизм (%)) рассчитаны с использованием 

программы IMEC (https://irscope.shinyapps.io/iMEC/). 

Результаты и обсуждение.  

В результате исследований установлено, что условия депонирования (температура и 

освещенность) в течение 250 суток культивирования, влияли на биометрические показатели и 

жизнеспособность гаметофитов O. regalis (табл. 1). Так, показатели количества и длины 

гаметофитов варьировали от 6,1 до 17,3 шт./экспл. и от 0,5 до 1,3 см, соответственно. При этом 

наименьшие морфометрические показатели получены у гаметофитов в условиях пониженных 

температуры и освещенности, и процент их жизнеспособности в этих условиях культивирования 

также был низок.  

Наибольшие морфометрические показатели отмечены в контроле, однако процент 

жизнеспособных гаметофитов также был невысок – 48,3 %. Вместе с тем, установлено, что 

оптимальными условиями для длительного культивирования гаметофитов O. regalis является 

температура воздуха 21 оС и освещенность 800-1000 лк, при которых жизнеспособность 

гаметофитов составляет 73,5 и 78,2%, соответственно. 

 

 

 

https://irscope.shinyapps.io/iMEC/
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Таблица 1. 

Влияние температуры и освещенности на морфометрические показатели и жизнеспособность 

гаметофитов 

Температура культивирования, оС 

(освещённость, лк) 

Количество 

гаметофитов, 

шт./экспл. 

Длина  

гаметофитов,  

см 

Жизнеспособных 

гаметофитов, % 

Контроль, 

освещённость 3500 лк, 

температура воздуха 23±1 оС 

17,3±3,2 1,3±0,2 48,3 

Температура воздуха 13±1 оС, 

освещённость 800 лк 
6,1±1,1 0,5±0,1 41,5 

Температура воздуха 13±1 оС, 

освещённость  

1 000 лк  

6,4±1,3 0,7±0,2 43,6 

Температура воздуха 21±1 оС, 

освещённость 800 лк 
8,7±2,1 0,9±0,1 73,5 

Температура воздуха 21±1 оС, 

освещённость  

1 000 лк 

9,1±1,9 1,1±0,1 78,2 

 

Для оценки генетической стабильности гаметофитов и спорофитов O. regalis апробировано 36 

SCoT-праймеров. Установлено, что восемь (SCoT1, SCoT2, SCoT9, SCoT10, SCoT21, SCoT22, 

SCoT24, SCoT34) из них показали низкий уровень амплификации в образцах. Наибольшее 

количество бэндов генерировали два маркера: SCoT19 и SCoT29 (рис. 1). 

 

 
Рисунок 1. Электрофоретические спектры маркеров SCoT19 и SCoT29 

Всего было генерировано 212 ампликонов, в диапазоне от 3 (SCoT26) до 13 (SCoT29), в среднем 

7,5 бэнда на праймер. При этом, размер амплифицированных продуктов варьировал от 0,35 

(SCoT13) до 4,1 т.п.н. (SCoT3) (рис. 2, 3). 

 

 
Рисунок 2. Минимальный размер бэндов, п.н. 
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Рисунок 3. Максимальный размер бэндов, п. н. 

 

Все маркеры были распределены на два кластера. В первый кластер вошли девять SCoT-

маркеров, которые выявили низкий уровень полиморфизма среди образцов. Процент 

полиморфизма варьировал от 10 % до 33,3 %. При этом наибольшее значение показал маркер 

SCoT35, наименьшее SCoT8В. Во второй кластер вошли SCoT- праймеры, которые не выявили 

полиморфизм у Osmunda regalis L.  

Известно, что SCoT-маркеры эффективны при изучении внутривидового генетического 

разнообразия ряда других видов растений, и выявляют высокий уровень полиморфизма, в 

пределах от 50 до 75 % [4. 8-10]. В нашей работе, апробированные на Osmunda regalis L. SCoT-

маркеры, в целом, показали низкий уровень полиморфизма и не выявили значительных 

генетических различий между маточными растениями и регенерантами, что может 

свидетельствовать о генетической стабильности Osmunda regalis L. в коллекции генобанка in 

vitro. Аналогичные результаты нами с соавторами получены на видах природной флоры с 

другими праймерами [3, 4]. 

Заключение. Таким образом, нами выявлено, что для длительного культивирования O. 

regalis оптимальными условиями являются температура 21 оС и освещенность 800-1000 лк, при 

которых жизнеспособность гаметофитов была максимальна: 73,5-78,2 %. 

В результате апробации 36 SCoT-праймеров выделено среди них 11 SCoT-маркеров 

(SCoT3, SCoT8, SCoT13, SCoT14, SCoT15, SCoT16, SCoT18, SCoT19, SCoT20, SCoT29, SCoT32), 

которые показали большее количество ампликонов и могут быть использованы при оценке 

внутривидового разнообразия O. regalis. Анализ полученных данных выявил генетическую 

стабильность эксплантов Osmunda regalis L. в коллекции in vitro.  
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