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Исследовано влияние инкапсулирования в гелевую оболочку сегментов изолированно
растущих pRi Т-ДНК трансформированных корней лекарственного растения шлемника бай-
кальского (Scutellaria baicalensis Georgi) на морфологические, анатомические, физиологиче-
ские и биохимические параметры корневых культур, возобновляемых из так называемых
“искусственных семян” (ИС). Полученные ИС сохраняли жизнеспособность после длитель-
ного хранения при температуре +4°. С помощью инкапсулирования было проведено обнов-
ление и оздоровление корневой культуры шлемника. При изучении анатомических особен-
ностей культуры корней, возобновленной из ИС, было отмечено формирование хлороплас-
тов в клетках корней, культивируемых в условиях освещения. Определено общее количество
хлорофилла и соотношение хлорофиллов a и b, а также содержание флавонов в зеле-
ных корнях.
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Метод получения искусственных семян впервые
был применен при микроклональном размножении
для культивирования соматических эмбрионов, ко-
торые помещали в искусственный эндосперм и огра-
ничивали искусственной семенной оболочкой [1].
В настоящее время искусственными семенами (ИС)
называют капсулированные в гелевую оболочку не
только соматические эмбрионы, но и пазушные и
верхушечные почки, а также стеблевые и корневые
сегменты. Существует небольшое количество публи-
каций с результатами инкапсулирования корневых
фрагментов для последующего микроклонального
размножения растений [2] или криосохранения рас-
тительного материала [3].

В данной работе на примере pRi Т-ДНК транс-
формированных корней ценного лекарственного рас-
тения шлемника байкальского (Scutellaria baicalensis

Georgi) была исследована возможность применения
метода получения ИС из корневых фрагментов в прак-
тике культивирования корней in vitro с целью полу-
чения экологически чистого лекарственного сырья
корневого происхождения.

Материалы и методы

Растительный материал. Для получения ис-
кусственных семян была использована культура ге-
нетически трансформированных корней шлемника
байкальского (Scutellaria baicalensis Georgi), полу-

ченная с помощью pRi Т-ДНК дикого штамма (А4)
Agrobacterium rhizogenes [4]. Апикальные участки кор-
ней вручную разрезали на фрагменты длиной 2—3 мм,
которые затем смешивали с гелеподобным 3,5%-м
раствором альгината натрия, содержавшим питатель-
ные вещества безгормональных культуральных сред
Гамборга (В5) или Мурасиге и Скуга (МС) с умень-
шенным вдвое содержанием азота. В состав гелевого
матрикса вводили в случае необходимости антибиотик
клафоран (cefotaxime) в концентрации 300—550 мг/л.
Для закрепления геля и образования капсул исполь-
зовали 70 мМ раствор CaCl2, время выдерживания
капсул в растворе CaCl2 составляло 8—10 мин, по-
сле чего их промывали дистиллированной водой.
Для исключения преждевременного прорастания ИС
помещали на хранение в стерильные чашки Петри
без питательной среды в условия низких положи-
тельных температур, проводя, таким образом, им-
мобилизацию корневых фрагментов.

Определение содержания флавонов в корнях шлем-
ника байкальского проводили по методике, описан-
ной в более ранней работе [4].

Cодержание хлорофилла а и b в зеленых корнях
шлемника байкальского определяли по методу Win-
termans & De Mots [5].

Результаты и обсуждение

При переносе ИС после хранения при понижен-
ных положительных температурах на питательную
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среду в условия +26° наблюдалась активация корне-
вых меристем инкапсулированных фрагментов, что
приводило к прорастанию корней на 3—4-й день
через альгинатную оболочку и к образованию хоро-
шо растущей массы ветвящихся корней.

На “всхожесть” ИС после хранения существенно
влиял состав питательных веществ гелевого матрик-
са ИС, а также возраст исходных корневых эксплан-
тов, взятых для инкапсулирования. Было отмечено,
что всхожесть ИС шлемника после 4,5 месяцев хра-
нения была выше у семян, полученных из 2-недель-
ных корневых культур: она составляла 80% против
25% жизнеспособных корневых фрагментов, полу-
ченных из 6-недельной культуры корней (рис. 1).
Корневые фрагменты шлемника лучше сохранялись
в оболочке со средой Гамборга (В-5), чем со средой
Мурасиге и Скуга (рис. 2).

Проросшие кончики корней отделяли, помеща-
ли в жидкую питательную среду того же состава и
культивировали в условиях качания (90 об/мин) в тем-
ноте в течение 3—4 недель до образования хоро-
шо растущей массы корней. Для контроля стериль-
ности полученных таким образом из ИС корневых
культур отбирали пробы культуральной среды на кон-
таминацию.

Установлено, что заключение случайно инфици-
рованных корневых фрагментов в оболочку, содер-
жащую антибиотик, даже после 2-недельной иммо-
билизации ИС давало начало обновленной корне-

вой культуре шлемника байкальского, сохранявшей
стабильную стерильность.

Ростовая активность и масса обновленной по-
сле инфицирования культуры корня шлемника бай-
кальского, полученной из ИС, почти в 2 раза пре-
вышала массу исходной культуры корней того же
возраста, а общее содержание основных флавонов
в пересчете на 1 г сухой корневой массы увели-
чивалось почти в 3 раза (табл. 1). Таким образом,
общая продуктивность культуры корня существен-
но возрастала.

При изучении влияния иммобили-
зации корневых фрагментов на морфо-
логические и анатомические парамет-
ры корней было отмечено интенсивное
позеленение корней, культивируемых
в условиях освещения. Микроскопи-
рование срезов позеленевших корней
показало наличие в клетках большо-
го количества хорошо сформирован-
ных хлоропластов (рис. 3).

В результате сравнения общего
содержания хлорофилла в зеленых кор-
нях и надземных органах шлемника
установлено, что содержание хлоро-
филла в зеленых корнях было выше,
чем в стеблях интактных растений.
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Рис. 2. Влияние состава гелевой оболочки на жизнеспособность
ИС: 1 — без питательных веществ; 2 — среда В-5; 3 — среда МС

Рис. 1. Влияние возраста исходной культуры на жизнеспособ-
ность ИС: 1 — 3-недельная культура; 2 — 6-недельная культура

Рис. 3. Поперечный срез корня (увеличение Ѕ400)

Таблица 1

Оценка продуктивности культуры корней шлемника байкальского
до и после применения метода искусственных семян

Основные показатели
Здоровая
корневая
культура

Инфицирован-
ная корневая

культура
до обновления

Корневая
культура,

полученная
из ИС

Сырой вес корней, г 18,5 ± 1,3 11,4 ± 1,3 19,3 ± 1,5

Доля сухого вещества, % 6,3 ± 0,2 9,9 ± 0,2 6,4 ± 0,2

Содержание основных флавонов,
мг/г сухого вещества

22,4 ± 0,2 8,2 ± 0,1 21,4 ± 0,4

Содержание флавонов в 6-недель-
ной культуре, мг/колба

26,1 ± 0,3 9,3 ± 0,2 26,4 ± 0,4

3 ВМУ, биология, № 2



Химический анализ показал, что формирование
в корнях хлоропластов сопровождалось снижени-
ем в зеленеющих корнях содержания флавоноидов
(табл. 2).

Таблица 2

Среднее содержание хлорофилла и флавоноидов
в зеленеющих корнях и надземных органах

шлемника байкальского

Объекты
исследования

Хлорофиллы, мг на 1 г
сухого вещества

Флавоноиды,
мг на 1 г су-
хого веществаa + b a : b

Зеленеющие корни
из ИС

1,82 1,85 16,2 ± 0,5

3-недельная корневая
культура

— — 22,5 ± 0,3

6-недельная корневая
культура

— — 26,6 ± 0,1

Стебель 0,27 2,75 22,3 ± 0,2

Лист 5,19 3,10 49,8 ± 0,6

Заключение

Способ получения ИС в практике культивиро-
вания изолированно растущих корней лекарственных
растений позволил получить оздоровленную, хорошо
растущую и продуктивную массу корней шлемника
байкальского, а также снизил риск потери культуры
в результате контаминации.

Использование ИС в качестве исходных иноку-
лятов при крупномасштабном выращивании корней
шлемника байкальского должно обеспечить надеж-
ность транспортировки и подготовки маточных экс-
плантов, что в свою очередь сохранит стабильность
высокопродуктивного штамма hairy roots шлемни-
ка, а также стерильность корневой массы, культи-
вируемой в биореакторе.

Способность клеток корней, полученных из ИС,
к образованию хлоропластов в условиях освещения
может при определенных условиях стать предпосыл-
кой к регенерации целого растения шлемника, раз-
множающегося исключительно семенами, что будет
способствовать разработке микроклонального способа
получения целых растений и сохранению естествен-
ных ресурсов исчезающего лекарственного растения.
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ARTIFICIAL SEEDS AS THE METHOD OF THE ECOLOGICAL PURE MEDICINAL RAW
MATERIAL PRODUCTION AND THE WAY OF PRESERVATION OF THE RARE PLANTS

M.Yu. Vdovitchenko, I.N. Kuzovkina

Artificial seeds production by the encapsulation of somatic embryos in alginate gel is widely ap-
plied method in micropropagation. In this study, artificial seeds were obtained from pRi T-DNA
transformed roots (known also as “hairy root culture”) of skullcap (Scutellaria baicalensis Georgi).
Root segments in artificial seeds were viable after prolonged storage at +4°C. The main parameters
of hairy root cultures, produced from the artificial seeds, were investigated. Using encapsulation
method, the hairy root culture of skullcap with higher productivity was obtained. After encapsulati-
on there was observed the chloroplasts formation in root cells under light conditions, and the total
amount of chlorophyll and the content of flavonoids in green roots were determined.

Key words: artificial seeds, immobilization, hairy roots, green roots.
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