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Общая характеристика работы
Актуальность темы диссертации. 

      По данным Международного Союза по Охране природы и естественных ресурсов (IUCN, 2004) более 8000 видов растений во всем мире находятся под угрозой исчезновения, и это число растет с каждым днем. Исследователи недавно подсчитали, что  в критическом состоянии находятся от 22 до 47% мировой флоры (Farnsworth, 2010). С учетом предполагаемых последствий изменения климата ожидается  ускорение темпов  исчезновения видов растений.  В связи с этим в 2002 году была принята   Глобальная Стратегия Сохранения Растений, основной целью которой было остановить  продолжающийся процесс утраты биоразнообразия растений (Benford, 1998, Benson, 1999, Chase et al., 2011). 

   Стратегия была разработана под эгидой Конвенции о Биологическом Разнообразии - международного договора, направленного на обеспечение сохранения и устойчивого использования экосистем, видов и генетических ресурсов, и справедливого доступа к выгодам от биоразнообразия.  Стратегия представляет собой новую основу для работы на глобальном, региональных национальных и местных уровнях. Много растений, внесенных в список растений, находящихся под угрозой исчезновения или исчезающих, являются эндемиками   или требуют специальных мест обитания, все большее число растений переходят в разряд уязвимых  (Myers et al. 2000, Vellak et al. 2009). Таким образом, по всему миру возникает необходимость приложить совместные усилия по сохранению и управлению растениями  (Bonner, 1990, Нестерова, 1999, Scarascia-Mugnozza, Perrino, 2002,  Shibli et al., 2006).    
    Актуальным направлением клеточных технологий в настоящее время является сохранение и воспроизводство редких и исчезающих видов растений (Adams, Adams, 1992, Allen, 1994).  При этом используются биотехнологические подходы, которые помогут решать будущие экономические и экологические проблемы, связанные  с сохранением биоразнообразия и практическим использованием растений, особенно эндемиков и редких видов (Воронкова и др., 1996, 2007,02010, Reed, 2008).     Банки гермоплазмы - семенные банки и криобанки апикальных меристем способствуют долгосрочному сохранению генетической базы  для решения задач государственного значения (Engelmann, 2002, Stacey et al., 1999).   
    Дикорастущие виды имеют большую экономическую и культурную ценность, обеспечивая людей во всем мире пищей, лекарствами, топливом, одеждой и жильем (Heinrich, 2008). Одна только традиционная китайская медицина использует более чем 5000 разновидностей растений, в Индии традиционная медицина основана на 7000 видов растений (Khan et al., 2009). 

       Некоторые исследователи предполагают, что две трети мировых растительных видов имеют лекарственное значение; в частности, многие лекарственные растения имеют большой антиоксидантный потенциал  (Krishnan et al., 2011). Антиоксиданты снижают окислительный стресс  в клетках и, следовательно, являются полезными при лечении многих заболеваний человека, в том числе онкологических, сердечно-сосудистых и воспалительных заболеваний. В связи с этим значительный интерес представляет изучение фармакологического потенциала растений.  
     Кыргызстан является одним из мировых центров происхождения культурных растений. Здесь отмечается таксономическое богатство - свыше 4000 видов высших растений и высокая степень эндемизма. Недостаточная изученность ресурсов дикорастущей флоры, особенно эндемиков и редких видов, отсутствие программ по сохранению их ex situ, а также по изучению биотехнологического потенциала растений послужили основой для разработки междисциплинарных исследований данной группы растений,  результаты которой представлены  в настоящей работе. 
         Связь темы диссертации с крупными научными программами, основными научно-исследовательскими работами, проводимыми научным учреждением. Настоящая работа выполнена в соответствии с научной программой «Разработка методов сохранения и рационального использования растительных ресурсов Кыргызстана» в рамках программы Института биотехнологии НАН КР «Создание основ банка генетических ресурсов животных, растений, микроорганизмов и использование его в целях инновационной биотехнологии».

      Цель и задачи исследования. 
      Цель работы: Разработать и внедрить теоретические, методические, экспериментальные и практические аспекты методологии сохранения и использования эндемиков и редких видов растений Кыргызстана с помощью методов биотехнологии.
   Для достижения цели были поставлены следующие задачи:
1 - разработать теоретические и экспериментальные аспекты методологии сохранения ex situ эндемиков и редких видов в качестве компонента Национальной стратегии сохранения биоразнообразия растений Кыргызстана; 

2 – создать основу семенного банка эндемиков и редких видов растений. Разработать регламент сохранения семян при низкотемпературном хранении, провести анализ всхожести  до и после хранения и оптимизировать режимы проращивания семян;

3 – ввести растения из семян эндемиков и редких видов растений в культуру in vitro, подобрать среды и оптимизировать условия для успешного микроразмножения и укоренения полученных побегов, при которых сохранялась бы идентичность наследственного материала; 
4 - создать основу криобанка апикальных меристем. Отработать методы выделения апикальных меристем эндемиков и редких видов растений и подобрать среды для их регенерации. Разработать регламент сохранения меристем в условиях хранения в жидком азоте;

5 – отработать технологии получения «искусственных семян» эндемиков и редких видов растений и оптимизировать методы    их перевода в полустерильные условия в почву для регенерации растений; 
6 - отработать методы биохимического скрининга нативных растений по антиоксидантной активности и  содержанию флавоноидов  в эндемиках и редких видах растений;

7 – получить линии гермоплазмы и провести их биохимическую оценку на содержание флавоноидов и антиоксидантную активность;
8 - ввести в культуру in vitro pRi Т-ДНК трансформированных корней     эндемиков и редких видов лекарственных растений и  оптимизировать условия культивирования полученных корневых культур;
9 – отработать методы биохимического анализа введенных в культуру in vitro   корневых культур hairy roots эндемика копеечника Hedysarum enaffae на содержание в них специфических для данных видов растений вторичных метаболитов;

10 – создать электронную базу данных эндемиков и редких видов растений Кыргызстана.

       Научная новизна полученных результатов.
       Впервые разработана и представлена модель комплексного изучения проблем сохранения и практического использования эндемиков и редких видов растений Кыргызстана. 

       Впервые создана электронная база данных, включающая всю информацию по сохранению и изучению особо охраняемой группы растений.

      Впервые в республике создан семенной банк эндемиков и редких видов растений Кыргызстана. Для многих видов впервые получены морфометрические характеристики семян. Разработаны протоколы криосохранения семян эндемиков и редких видов при  хранении в рекомендуемых известными мировыми банками семян режимах (-20ºС и в жидком азоте при -196 ºС).

      Введены в культуру in vitro  74 вида   эндемиков и редких видов растений Кыргызстана. Подобраны способы и оптимизированы среды для  всех испытанных  видов растений, разработаны протоколы  размножения и укоренения для 51 вида эндемиков и редких видов растений.
     Впервые в Кыргызстане создан криобанк апикальных меристем эндемиков и редких видов растений.   

    Впервые разработаны протоколы получения «искусственных семян» 20 видов эндемиков.

    Проведен биохимический скрининг нативных растений по антиоксидантной активности и  содержанию флавоноидов  в эндемиках и редких видах растений.

    Впервые получены культуры изолированных и pRi Т-ДНК трансформированных корней  (hairy roots culture) эндемика Hedysarum enaffae и в них определен спектр вторичных метаболитов.   Показано, что hairy root culture эндемика  Hedysarum enaffae может быть использована для биотехнологического получения ононина, обладающего свойствами фитоэргостероида.
      Практическая значимость полученных результатов. 
      Разработанная методология комплексного изучения проблем сохранения и практического использования эндемиков и редких видов растений Кыргызстана может быть использована в качестве компонента Национальной стратегии сохранения биоразнообразия растений КР – сохранение ex situ эндемиков и редких видов с использованием методов биотехнологии.

     Постоянно пополняющийся банк гермоплазмы эндемиков и редких видов растений Кыргызстана будет служить основой для сохранения генофонда, его воспроизводства и изучения потенциала для практического использования.

    Разработанные методы микроразмножения и протоколы получения искусственных семян в культуре in vitro  следует использовать для массового клонирования и реинтродукции эндемиков и редких видов растений Кыргызстана, а также для исключения сбора нативных растений в лекарственных целях. 

   Культуры клеток, изолированных органов и тканей эндемиков и редких видов растений ценных лекарственных растений могут быть использованы для получения экологически чистого лекарственного сырья нового типа, что позволит в будущем сохранить естественные запасы дикорастущих эндемиков и редких видов лекарственных растений.
   Созданная электронная база данных позволит использовать разработанную информационно-справочную систему, задавая при поиске информации произвольные сочетания ключевых характеристик растений, а также использовать функции для взаимодействия с ГИС-приложением для получения из нее информации по запросам пользователей. 
Основные положения диссертации, выносимые на защиту:
1. Новые методологии  по созданию системы междисциплинарных научных исследований по сохранению и рациональному использованию потенциала растительных ресурсов Кыргызской Республики на примере эндемиков и редких видов растений с использованием комплексных методов сохранения  их in situ  и ex situ.
2. Современные методики и технологические приемы создания криобанка семян эндемиков и редких видов растений и их гермоплазмы с соблюдением всех регламентов для хранения при низкотемпературных режимах, принятых по стандартам Международных банков (-20°С и в жидком азоте при -196°С), в котором насчитывается 127 видов из 25 семейств.
3. Коллекция клеточных и тканевых культур: каллусные, изолированные и трансформированные корневые культуры лекарственных видов эндемиков и редких видов растений, полученные с применением современных методик и приемов биотехнологии.

4. Биотехнология получения изолированных и трансформированных корней копеечника Енафы (Hedysarum enaffae) и хроматографический анализ состава их  вторичных метаболитов.
5. Впервые созданная электронная база данных генетического фонда дикорастущей флоры КР на примере эндемиков и редких видов растений с использованием ГИС.                                                                                               

       Личный вклад соискателя. В разработанной автором методологии междисциплинарного изучения сохранения и практического использования эндемиков и редких видов растений флористические исследования были выполнены группой ботаников Биолого-почвенного института во главе с д.б.н. Г.А. Лазьковым. Остальные теоретические обоснования и основные экспериментальные исследования, описание и обобщения полученных результатов работы выполнены автором самостоятельно.

      Апробация результатов диссертации. Результаты работы были доложены на Международной конференции «Современные проблемы биохимии и эндокринологии», Ташкент, 2006; Международном симпозиуме «Информационные системы и WEB-порталы по разнообразию видов и экосистем», Борок, Россия, 2006.; Международной конференции «Современные проблемы геоэкологии и сохранение биоразообразия», Бишкек, 2007.; Международной научной конференции "Теоретические и прикладные аспекты интродукции растений как перспективного направления развития науки и народного хозяйства",  Минск, 2007; Международной научной конференции “Растительный мир и его охрана”. Казахстан, Алматы, 2007; III Международной конференции «Теоретические и прикладные аспекты биохимии и биотехнологии растений». Минск, 2008; IX Международной конференции «Биология клеток растений in vitro и биотехнология», Звенигород, 2008; Международной конференции посвященной Международному году биоразнообразия. Бишкек, 2010; Международной научно-практической  конференции   «Интродукция, сохранение биоразнообразия и использование растений», посвященной 100-летию со дня рождения чл.-корр. АН Кирг.ССР, д.б.н., проф. Э.З.Гареева, Бишкек, 2010; Международной научно-практической  конференции  «Перспективы развития научно-инновационной деятельности», Бишкек, 2010; Международной научно-практической конференции: «Инновационные биотехнологии в странах ЕврАзЭС», Минск, 2011; Семинаре заинтересованных сторон КР по сотрудничеству с Глобальным Экологическим Фондом, Иссык-Куль, 2012.
Полнота отражения результатов диссертации в публикациях. По теме диссертации опубликовано   29  научных работ, в том числе 1 авторское свидетельство, 1 коллективная и 1 авторская монографии, 1 атлас.

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, изложения полученных результатов и их обсуждения, заключения, выводов. Список цитируемой литературы включает 353 наименований, в том числе 237 на иностранных языках. Работа изложена на 245 страницах машинописного текста и иллюстрирована 17 таблицами и 39 рисунками.
Основное содержание диссертации

Глава 1. Обзор литературы. 
Представлен обзор литературы, рассматривающий аспекты основного документа по сохранению биоразнообразия -  Глобальной стратегии сохранения биологического разнообразия растений и решение ее задач на глобальном, национальном и региональном уровнях.  Описан статус   Национальной стратегии по сохранению биоразнообразия эндемиков и редких видов растений в Кыргызской Республике, находящейся в данное время в состоянии разработки и предложены меры для ее реализации с использованием методов ex situ. Показано значение семенных банков, а также  банков клеток и тканей для эндемиков и редких видов с использованием культур  in vitro  и микроразмножения для сохранения генофонда дикорастущей флоры.     Описана возможность получения «искусственных семян», что особенно важно для  эндемиков и редких видов растений. Представлены литературные данные о хозяйственном значении эндемиков и редких видов растений, биотехнология лекарственных видов растений, а также методы использования трансформированных корней как инструмент повышения биосинтетической способности  клеточных и тканевых культур и их промышленное использование.
Глава 2. Материалы и методы исследования. 

Исследования проводились согласно разработанной нами методологии сохранения ex situ биоразнообразия эндемиков и редких видов растений в условиях банка гермоплазмы, при этом   были использованы методы биотехнологии, в том числе и для изучения их фармакологического потенциала (рис.1).  Объектами исследований служили 127 видов растений, входящих в список эндемиков, редких и исчезающих видов растений которые были  собраны в экспедициях 2004-2011 годов.  
Предобработка семян и морфометрия проводились согласно общепринятым методам с учетом ключевых элементов стандартов генетических банков (Методические указания по семеноведению интродуцентов, 1980; FAO/IPGRI, 1994; Technical Information Sheet #4, 2008). 

Закладка семян для хранения в криобанке проводилась при двух низкотемпературных режимах: неглубокое замораживание при -20ºС и при -   196ºС (жидкий азот). Проводилась сравнительная характеристика всхожести семян перед закладкой на хранение, и после хранения при двух рекомендуемых температурных режимах – неглубокое замораживание (-20ºС) и криоконсервация в жидком азоте (-196°С) (Stanwood, 1985; Roos, 1989; Laliberte, 1997; Тихонова, 1999;  Rao et al.; 2006). Определение всхожести семян, заложенных на хранение в жидкий азот, проводилось после 1 месяца хранения; всхожесть семян, хранившихся при температуре -20ºС, определялась после 1-1,5 годов хранения хранения. 
Стерилизацию семян проводили по общепринятой методике (Калинин Ф.Л. и др., 1980). Для преодоления состояния покоя семян использовался метод стратификации и скарификации (Николаева и др., 1985).
          Микроразмножение проводили двумя способами – микрочеренкованием и снятием апикального доминирования при помощи гормональных добавок в питательную среду. Основой всех сред для микроразмножения были агаризованные среды Мурасиге и Скуга  (MS) (Murashige, Skoog, 1962) и St (Street, 1954) с добавлением фитогормонов и гормоноподобных синтетических регуляторов роста в различных концентрациях и сочетаниях. Для мультипликации побегов использовались среды с добавлением цитокининов:  Кинетин (Кин) и 6-Бензиламинопурин (БАП). В некоторых случаях для пробуждения пазушных почек достаточно было снять апикальное доминирование, удалив верхушку. При укоренении полученных побегов применяли среды с добавлением регуляторов роста ауксинового типа: α- нафтилуксусную кислоту (НУК), γ- индолилмасляную кислоту (ИМК), 2,4- дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4- Д), β- индолилуксусную кислоту (ИУК).

[image: image1]
       Меристему отделяли  с одним или двумя листовыми примордиями.    Вычлененные меристемы переносили в чашку Петри на питательную среду Петру и Ланду, рекомендуемую для культивирования апикальных меристем гвоздики (Калинин и др.,1980) и среды, разработанные для регенерации меристем яблони и смородины (Luo, Reed, 1997; Zhao et al., 1999).

Для замораживания меристем растений в жидком азоте нами использовались методы витрификации, инкапсуляции-дегидратации, инкапсуляции витрификации  и простого замораживания, которые успешно применяются в последние годы различными авторами (Dereuddre et al.,1990; Hirai, Sakai, 1999; Lambardi et al., 2000; Lurswijidjarus, Thammasiri, 2004; Zhao et al., 1999). Растения перед выделением меристем проходили закаливание в течение 10- 14 дней. Процедура режима закаливания: 4 часа освещения при температуре +20ºС, 16 часов темноты при +4ºС.  Меристемы для предварительной обработки выдерживались определенное время в жидких или на твердых средах, содержащих криопротекторы (сахароза в различных концентрациях, DMSO, глицерин, бычий сывороточный альбумин). После этого меристемы обезвоживались всеми 4-мя способами.

        Для получения искусственных семян использовался метод инкапсулирования (Redenbaugh et al., 1986). Растения разрезали на микрочеренки размером 1,5-2 мм, на которых были расположены по 1 или 2 апикальные или латеральные меристемы.   В качестве эксплантов в опыте служили растения не прошедшие и прошедшие холодовую закалку при +3-5°С (Adriani et al., 2000). Микрочеренки заключали в шарики 3% альгинатного геля, приготовленного на среде MS без гормонов. Способ изготовления шариков такой же, как в методе инкапсуляции-дегидратации. Бусинки отмывали от  хлористого кальция в жидкой  среде MS и помещали в стерильную чашку Петри без среды. Чашку хранили при 4°С в течение 1 месяца, затем шарики высаживали на среду для регенерации меристем (Adriani et al., 2005). Часть искусственных семян сразу же подвергали проращиванию (контроль). Остальные хранили при +3-5°С. Жизнеспособность проверялась после 1, 2, 3 и 5 месяцев хранения.
       Акклиматизация. Важным заключительным этапом микроразмножения и регенерации растений из меристем является перенос их в почву и выращивание нормальных растений. Для выращивания в теплице растения из пробирок и сосудов пересаживались в торфоперегнойные стаканчики с пропаренной 2 часа на водяной бане смесью трех компонентов: листовой перегной – 1 часть, тщательно промытый песок – 1 часть, торф – 1 часть. Горшочки с растениями помещались в полиэтиленовые пакеты для поддержания высокой влажности окружающего воздуха и ставились в теплицу. Растения регулярно поливались водой. 
Суммарное содержание флавоноидов в нативных растениях,  линиях гермоплазмы и культурах изолированных и трансформированных корней проводилось по экспресс методике, предложенной Беликовым В.Л. (1990).   Определение флавоноидов проводилось спектрофотометрическим методом при 410 нм на спектрофотометре Beckman Coulter DU520. Процентное содержание вычисляли по рутину-стандарту.   

Антиоксидантная активность определялась по методике, описанной в изобретении Максимовой Т.В. и др. (2001 г). Антиоксидантную активность выражали в мг кверцетина на г сухого вещества. 
          Трансформированные корни получали по методу (Mugnier, 1988; Tepfer, 1990). Для инокуляции был использован штамм почвенной агробактерии Agrobacterium rhizogenes 15834Sw.      
     ВЭЖХ анализ флавоноидов (изофлавонов). Для проведения химического анализа  были использованы лиофильно высушенные и измельченные изолированные и трансформированные “hairy roots'' корни. Пробы содержали по 1 г сухого материала, которые исчерпывающе экстрагировали 50 мл метанола на ультразвуковой бане при 400С в течение 30 минут (по 4 раза). Объединенные экстракты упаривали в вакууме на роторном испарителе при такой же температуре досуха. Сухой остаток  растворяли в 5 мл метанола и полученные экстракты перед проведением хроматографирования предварительно очищали на Chromabond-колонках, содержащих octadecyl-modified силикагель С-18. Для этого промытые метанолом и активированные водой колонки заполняли экстрактами, после чего их промывали несколько раз водой, и затем сорбированные на С-18 вещества элюировали небольшим количеством метанола (1-2 мл). Полученные  и очищенные от водорастворимых примесей экстракты использовали для проведения ВЭЖХ (HPLC)  на хроматографе Spectra Phzsics (Fremont, USA), имеющем градиентный насос Р4000, сканирующий UV-VIS детектор Fokus и инжектор Rheodуne 7125.  Для ВЭЖХ использовалась хроматографическая колонка SUPELCO Hypersil  (150mm x 4.6 mm) с частицами размером в 5 мкм. Разделение проводили с помощью изократной  смеси ацетонитрила  (ACN) и 0,1% трифторуксусной кислоты (TFA) в соотношении 22 и 78 % (Eluent: ACN : 0.1% TFA = 22:78). Скорость разделения  при проведении ВЭЖХ составляла 1мл/мин, длительность разделения – 30 мин. Объем экстракта при вводе в колонку составлял 10 мкл. Детекцию веществ проводили при длине волны  260 нм. 
         Для создания БД был проведен предварительный анализ на релевантность информации об эндемиках и редких видах растений для включения ее в базу данных. Отобраны наиболее значимые характеристики  для сохранения в БД.
Сделана постановка задачи для разработки информационно-справочной системы, позволяющей получать информацию из БД по запросам пользователей. Сделана постановка задачи для разработки географической информационной системы, позволяющей хранить информацию о географическом расположении изучаемых растений, а также формировать необходимые данные для создания тематических слоев ГИС в соответствии с запросами пользователя. 
Статистическую обработку экспериментальных данных проводили по общепринятой методике (Лакин, 1990). Результаты экспериментов были обработаны с помощью программы Microsoft Excel.
Глава 3. Результаты и их обсуждение

3.I. Создание банка семян эндемиков и редких видов растений Кыргызстана

         За время экспедиций 2004-2011 годов было собрано 127 видов эндемиков и редких видов,  принадлежащих к 25 семействам.    Наиболее многочисленными по количеству видов, семена которых  собраны, были  представители семейств: Alliaceae (10 видов), Liliaceae (8 видов), Caryophyllaceae (10 видов), Fabaceae(15 видов), Umbelliferaceae (16 видов), Lamiaceae (16 видов) и Asteraceae (23 вида). Остальные 16 семейств включают по 1-2 вида растений.
3.1.1. Криохранение семян в семенном банке при -20°С и в жидком азоте при -196°С 

         После сбора семена выдерживались 2 месяца при комнатной температуре для высушивания. Семена очищались вручную, отбирались выполненные экземпляры, затем подсушивались в силикагеле в герметичных емкостях до рекомендуемой равновесной относительной влажности 10-20% (Post harvest handling, 2007). Влажность семян замерялась с помощью влагомера Rotronic Palm 3 после чего они были заложены на длительное хранение при двух температурных режимах: -20ºС и -196°С.     
3.1.2. Морфометрические характеристики семян

         Семена были описаны и впервые для многих видов эндемиков и редких видов определены морфометрические показания: длина и ширина семян, их вес.  Размер и масса семян изученных видов очень различны: от очень мелких, таких как у ложноочитка ферганского Pseudosedum ferganense Boriss. (длина - 0,85 ± 0,68 мм; ширина – 0,36 ± 0,04 мм; вес 1000 семян – 0,05 ± 0,002 г), до очень крупных, таких как у кандыма известнякового  Calligonum calcareum Pavl. (длина - 12,20 ± 1,53 мм; ширина – 8,08 ± 1,48 мм; вес 1000 семян – 32,73 ± 0,13 г). Семена некоторых видов собирались повторно по   двум причинам -  недобора требуемого количества семян для хранения в банке и для проведения исследований, а также в том случае, когда семена одного и того же вида собирали в разных географических регионах.
3.1.3. Определение всхожести семян до и после  хранения при двух низкотемпературных режимах 
       Определение исходной лабораторной всхожести семян было проведено для 112 видов растений.  Вследствие ограниченного количества доступных семян и с учетом природоохранного статуса растений всхожесть семян  остальных видов  не проверялась.  
       Поскольку семена многих дикорастущих видов находятся в покое (экзогенном, эндогенном, комбинированном), проращивание некоторых видов может длиться годами (Николаева и др., 1985) При проращивании семян таких видов опыт прерывали после получения основной массы всходов. При этом кроме проросших семян учитывали «свежие, не проросшие семена» (Международные правила анализа семян…, 1984), т.е. семена потенциально жизнеспособные, но не вышедшие за время проращивания из состояния покоя (Тихонова и др., 1996). Ниже приведены данные по всхожести семян разных семейств  (табл.1).
          Полностью проросли (всхожесть 100%) семена 8 видов. Всхожесть от 80 до 100% была получена у семян 45 видов, от 60 до 80% у 22 вида, от 40% до 60% у 15 видов, ниже 40% у 8 видов. Оказались не всхожими семена 7 видов.  
Анализ всхожести семян до и после хранения при двух температурных режимах показал следующее. Всхожесть семян подавляющего большинства видов после хранения осталась на прежнем уровне или даже увеличилась. Эти результаты были ожидаемы, так как семена изучаемых видов относятся к ортодоксальным, а, согласно литературным данным, созревшие ортодоксальные семена практически не содержат свободной воды. Они хорошо переносят замораживание, их всхожесть остается на прежнем уровне, а иногда даже повышается (Воронкова и др., 2000,2003; Тихонова и др., 1996, 1999; Berjac, 1999; Pritchard  et al., 1988). Исключение составляли семена нескольких видов из семейства Umbelliferaceae и из двух родов – Nepeta и Salvia из семейства Lamiaceae. Таким образом, семена 83   видов эндемиков и редких растений Кыргызстана удовлетворяют требованиям к хранению в банке как по количеству заложенных на хранение семян, так и по их качеству. Для остальных  видов, из заложенных на хранение при двух температурных режимах семян, необходимы дополнительные сборы. 

Таблица  1 -  Всхожесть семян из различных семейств до и после хранения при двух низкотемпературных режимах  (-20ºС и ЖА)

	Семейство
	Контр 
	-20°C
	ЖА
	Примечания

	Asphodelaceae
	+++
	+++
	+++
	Всхожесть семян после хранения при обоих режимах изменилась незначительно.

	Alliaceae
	+++
	+++
	+++
	Замораживание и хранение при обоих температурных режимах не влияло на всхожесть семян луков.

	Liliaceae
	+++
	+++
	+++
	Всхожесть семян после хранения при обоих режимах изменилась незначительно.

	Polygonaceae
	+++
	+++
	+++
	Всхожесть семян после хранения при обоих режимах изменилась незначительно.

	Fumariaceae
	+++
	+++
	+++
	Всхожесть семян этого вида была высокой и незначительно снизилась после замораживания и хранения при обоих режимах.

	Caryophyllaceae
	+++
	+++
	+++
	Всхожесть семян этого семейства была довольно высокой. После замораживания и хранения она осталась на прежнем уровне у большинства видов.

	Ranunculaceae
	+++
	+++
	+++
	Замораживание и хранение мало изменили всхожесть семян, но сроки прорастания после хранения при -20°С заметно увеличились.

	Crassulaceae
	+++
	+++
	+++
	Замораживание и хранение при обоих режимах мало изменили всхожесть и сроки прорастания семян этого вида.

	Fabaceae
	+++
	+++
	+++
	Во время хранения при -20°С были сильно повреждены покровы семян сем. Они полностью разрушились после обработки серной кислотой. Такая скарификация отрицательно не сказалась на всхожести семян, все они проросли одновременно, в короткие сроки. После замораживания в ЖА всхожесть семян также не уменьшилась, а у некоторых видов она даже возросла.  

	Euphorbiaceae
	+++
	++
	+++
	После замораживания в жидком азоте всхожесть и сроки прорастания семян не изменились, но после 1,5 лет хранения при -20°С всхожесть снизилась, а сроки прорастания удлинились.

	Umbelliferaceae
	+++
	++
	+
	Замораживание в жидком азоте отрицательно сказалось на всхожести семян 6 из  12 видов растений, проверенных к данному моменту. Это единственное семейство, в котором семена такой значительной части видов так плохо перенесли замораживание в жидком азоте в наших опытах. После хранения при неглубоком замораживании к настоящему моменту проверена всхожесть семян только четырех видов. У трех видов она осталась высокой, хотя после замораживания в жидком азоте снизилась.

	Convolvulaceae
	+++
	+++
	+++
	Замораживание и хранение при обоих режимах мало изменили всхожесть семян, но сроки прорастания после замораживания сократились, по-видимому, в результате нарушения физического покоя семян.

	Lamiaceae, 


	+++
	+++
	+++
	Род Phlomis, Phlomoides Растения этих родов имеют твердые, толстостенные семена. После замораживания в жидком азоте и при - 20°С  всхожесть семян всех видов не изменилась. 

	Lamiaceae
	+++
	++
	+++
	Род Scutellaria . После ЖА всхожесть высокая, после -20°С несколько снизилась.

	Boraginaceae
	+++
	+++
	+++
	После замораживания в жидком азоте всхожесть и сроки прорастания семян обоих видов рода Rindera не изменились. Проверка всхожести семян после хранения при -20°С еще не закончена, но предварительное подведение итогов показывает, что всхожесть не изменится.

	Asteraceae
	+++
	++
	+++
	После замораживания в жидком азоте всхожесть семян  этого семейства не изменилась, Исключение составили только семена Cousinia knorringiae Bornm., их всжожесть снизилась в 2 раза. После хранения при -20°С начительное снижение всхожести отмечено у семян 5 из 9 проверенных видов 


3.2.  Создание банка меристем эндемиков и редких видов растений Кыргызстана

3.2.1. Введение в культуру in vitro и размножение микроклонов    

   Нами были проведены опыты по микроразмножению 74 эндемиков и редких видов растений. Для растений имеющих длинный стебель и выраженные междоузлия использовали  метод микрочеренкования.  Растения, которые при  прорастании семени образуют укороченный стебель с плотно сидящими листьями, черенковать невозможно. В таком случае растение с обрезанными корнями сажали на среду, содержащую цитокинины.  Если на таком экспланте плохо образовывались боковые побеги мы дополнительно удаляли верхушечную почку. Образующийся пучок побегов расщепляли и  рассаживали для получения такого же пучка побегов. Виды, образующие укороченный стебель, требуют более тщательного подбора сред для микроразмножения. На средах с низкими концентрациями гормонов почки пробуждались, но побеги часто оставались не развитыми. Высокие концентрации гормонов приводили к витрификации и каллусообразованию.
        Подбор сред для успешного микроразмножения проводили следующим образом. Экспланты каждого вида высаживали на несколько сред с различным набором и концентрацией гормональных добавок. После получения результатов первого опыта, в следующих пассажах сравнивались между собой лучшие из вариантов сред, и детализировался их состав (Uddin et al., 2005). Через 2-4 пассажа для большинства видов таким способом были подобраны  подходящие среды для микроразмножения.

         Для получения полноценных растений при микроклональном размножении необходим этап укоренения полученных побегов, так как часто через несколько пассажей экспланты теряют способность к нормальному органогенезу. Хорошо развитые корни необходимы и при переводе растения в грунт. Для укоренения обычно используют питательные среды с уменьшенной концентрацией минеральных солей и добавлением регуляторов роста ауксинового типа в различных концентрациях. При подборе оптимальной среды для укоренения побеги растений, полученных при микроразмножении, пересаживали на агаризованную среду MS с половинным содержанием солей и 10 г/л сахарозы; без гормонов и с добавлением:  α- нафтилуксусную кислоту (НУК), γ- индолилмасляную кислоту (ИМК), 2,4-дихлорфиноксиуксусную кислоту (2,4-Д), β-индолилуксусную кислоту (ИУК) в концентрации 0.5 мг/л и 1мг/л
      Для укоренения полученных побегов, если они не укоренялись на среде для размножения, меняли основной состав среды: уменьшали в два раза концентрацию минеральных солей среды Мурасиге и Скуга или заменяли ее средой Уайта, полностью исключали из среды цитокинины, добавляли ауксины. В качестве стимулятора корнеобразования использовали  ИМК, ИУК, НУК или 2,4- Д.  
    В таблице 2 приведены данные по укоренению   эндемиков  на примере Silene fetissovii.  Побеги S. fetissovii образовывали хорошие корни, как на среде без гормонов (контроль), так и с добавлением ИУК. Среда с ИУК предпочтительна, так как на ней происходит нормальное удлинение побегов. Остальные добавки вызывали каллусообразование в разной степени, корни образовывались не на стебле, а на каллусе.
    В результате опытов удалось подобрать среды для микроразмножения для всех 74 испытуемых видов эндемиков и редких видов растений из 12 семейств.  
Таблица 2  - Влияние различных гормональных добавок к среде MS на индукцию  образования корней у Silene fetissovii Lazkov 

	Гормоны,

мг/л
	Количество посаженных побегов
	Количество побегов, образовавших корни
	Количествопобегов, образовавших корни,

%
	Время появления первых корней,

сут.
	Среднее количество образовавшихся корней у проростка
	Средняя длина самого длинного корня на 30-ый день
	Характеристика растений, корней

	Без гормонов
	50
	50
	100
	10
	5
	1,5
	Хорошо развитые корни

	ИУК-1.0
	50
	50
	100
	8
	8
	1,5
	Хорошо развитые корни

	2,4Д-0,5
	25
	6
	24
	11
	1
	0,4
	Сильное каллусообразование корни на каллусе рыхлые.

	2,4Д-1,0
	25
	8
	32
	10
	2
	1,0
	

	НУК-0,5
	25
	20
	80
	22
	17
	1,5
	Сильное каллусообразованиекорни на каллусе рыхлые.

	НУК-1,0
	25
	25
	100
	22
	18
	1,5
	

	ИМК-0.5
	25
	25
	100
	7
	8
	2,5
	Корни у основания рыхлые, сильно ветвятся

	ИМК-1.0
	25
	25
	100
	7
	9
	3,0
	

	НУК 0.2 +

ИМК 0.2
	25
	25
	100
	20
	18
	2,0
	Сильное каллусообразование корни на каллусе рыхлые.


    Среды для укоренения удалось подобрать не для всех видов. Из наиболее многочисленных семейств Caryophyllaceae (10 видов), Fabaceae (16 видов), Lamiaceae (10 видов) подходящие среды для укоренения подобраны для всех испытуемых видов. У представителей семейства Asteraceae подобраны среды для восьми видов из десяти испытуемых.
     Таким образом, нами были разработаны протоколы   размножения и укоренения для 51   вида растений из 74 видов эндемиков и редких видов, использованных в исследованиях.
3.2.2. Получение меристем и подбор условий для их выживания и регенерации

      Прежде чем приступить  к замораживанию, необходимо добиться высокой степени выживаемости и регенерации выделенных меристем. Было проведено 106 опытов по выделению и подбору среды для регенерации меристем с 31 видом размножаемых растений (табл.3). Для всех видов были испытаны 3 среды регенерации. Лучшей из испытанных сред оказалась  среда MS с добавлением 0,1 мг/л БАП и 0,2 мг/л ГК (Luo, Reed, 1997). На  этой среде меристемы большинства исследованных видов растений не только хорошо выживали, но и после пересадки на безгормональную среду развивались в нормальные растения. На среде с добавлением 2,5 мг/л кинетина и 4 мг/л ИУК (Калинин и др., 1980), меристемы выживают, но растения многих видов, регенерированные из них, часто остаются розеточными, не вытягиваются, возникает необходимость вводить в среду БАП в дополнительных пересадках.      Для пяти видов - Allochrusa gypsophiloides, Allochrusa paniculata, Bolbosaponaria intricate, Silene fetissovii, Nepeta pseudococanica были подобраны условия, при которых выживаемость меристем и регенерация из них полноценных растений достигала 100% (табл.3). В дальнейшем меристемы   этих видов были использованы в экспериментах по криосохранению.

3.2.3. Выбор способа замораживания и разработка протокола криоконсервации меристем  
         Для замораживания меристем растений в жидком азоте было испытано несколько способов. Мы использовали методы, успешно применяемые в последние годы, при которых образцы в процессе подготовки меристем сильно дегидратируются при помощи различных предварительных обработок, в результате чего становится  возможным одноэтапное прямое погружение в жидкий азот.  Это методы витрификации, инкапсуляции – дегидратации (Scottez, 1992), инкапсуляции-витрификации и простое замораживание в ЖА (Dereuddre et al.,1990; Zhao et al., 1999; Lurswijidjaru et al., 2004;  Park et al., 2005).  Наиболее удачные результаты в нашей работе были получены при использовании метода инкапсуляции-дегидратации
     Работа по криосохранению меристем начиналась с холодовой акклиматизация растений, предназначенных для выделения меристем. Эта процедура обязательна в протоколе криоконсервации. Выживаемость меристем, выделенных из растений, которые не подвергались закаливанию,  после замораживания и оттаивания намного ниже (до 40-50%), чем выделенных из закаленных растений (Zhao et al., 1999). Возраст растений отбираемых для  опытов был не меньше 1 месяца после последней пересадки. Отобранные растения подвергали закаливанию холодом в течение 10-14 дней, как описано в методах. После этого из них выделяли апикальные меристемы, размер которых был различным в зависимости от вида растений от 0,6 до 1,5 мм.
Таблица 3 -  Подбор условий для выживания и регенерации меристем
	
	Вид
	Количество

опытов
	Выжившие

меристемы, %
	Регенерированые

растения, %
	Состав среды 

для регенерации меристем

	1
	Allochrusa gypsophiloides (Regel) Schischk
	5
	100
	100
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	2
	Allochrusa paniculata (Regel) Ovcz. Et Czuk.
	3
	100
	100
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	3
	Bolbosaponaria intricata (Franch.) Bondar.
	3
	100
	100
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	4
	Elisanthe fedtschenkoanum (Preobr.) Schischk
	10
	100
	90
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	5
	Silene eviscosa Bondar. et Vved
	2
	60
	33
	не подобрана

	6
	Silene fetissovii Lazkov E.
	10
	100
	100
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	7
	Silene ladyginae Lazkov
	2
	100
	90
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	8
	Silene sussamyrica Lazkov
	2
	90
	90
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	9
	Iskandera alaica (Korsh.)Botsch.EtVved.
	1
	80
	0
	не подобрана

	10
	Ammopiptanthus  nanus (M.Pop.) Cheng. fil.
	1
	66
	40
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	11
	Astragalus caudicosus Galkina et Nabiev
	3
	71
	40
	не подобрана

	12
	Astragalus duanensis Sum
	3
	80
	75
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	13
	Colutea brachyptera Sumn.
	6
	80
	75
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	14
	Hedysarum chaitocarpum Regel et Schmalh
	3
	60
	50
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	15
	Hedysarum cumuschtanicum B. Sultanova
	3
	100
	80
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	16
	Hedysarum enaffae B. Sultanova
	2
	40
	0
	не подобрана

	17
	Hedysarum  turkestanicum  Regel et Schmalh
	6
	80
	50
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	18
	Sophora korolkovii Koehne.
	4
	70
	43
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	19
	Convolvulus krauseanus Regel et Schmalh.
	1
	40
	20
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	20
	Convolvulus grigorjevii R. Kam.
	1
	50
	30
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	21
	Nepeta pseudococanica Pojark.
	8
	100
	100
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	22
	Otostegia schennikovii V. Scharaschova
	1
	60
	20
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	23
	Phlomoides knorringiana (M. Pop.) Adyl.,R. Kam. et Machmedov
	2
	63
	30
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	24
	Phlomoides ferganensis (M.Pop.) Adyl., R.Kam. 
	2
	82
	30
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	25
	Scutellaria andrachnoides Vved.
	6
	100
	90
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	26
	Scutellaria lanipes Juz.
	6
	90
	90
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	27
	Jurinea poacea Iljin
	2
	100
	20
	не подобрана

	28
	Saussurea. involucrata (Kar. Et Kir.) Sch.Bip
	3
	90
	50
	MS +Кин(2,5) + ИУК (4,0)

	29
	Tanacetopsis setacea (Regel et Schmalh.)
	2
	90
	60
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	30
	Tanacetopsis korovinii Kovalevsk
	2
	84
	60
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)

	31
	Trichanthemis paradoxos (C. Winkl.) Tzvel.
	1
	80
	50
	MS+БАП (0,1мг/л) + ГК(0,2мг/л)


Дальнейшая подготовка (частичное обезвоживание) меристем зависит от вида растений и выбранного способа криоконсервации. Она может включать в себя предварительное культивирование на средах с повышенным содержанием углеводов и других криопротекторов, заключение в альгинатный гель, подсушивание, погружение в растворы криопротекторов (Redenbaugh et al. 1987). 
Метод инкапсуляции-дегидратации был использован при проведении  более 130 опытов по замораживанию этим методом меристем 27 видов растений из 5 семейств: 8 видов растений семейства Caryophyllaceae, 8 видов семейства Fabaceae,  2 вида семейства Convolvulaceae, 5 видов семейства Lamiaceae и 4 видов семейства Asteraceae. 

       В первых опытах меристемы сразу после выделения инкапсулировали в альгинатный гель, содержащий 0,75М сахарозы, высушивали и замораживали прямым погружением в жидкий азот. Таким способом нам удалось получить жизнеспособные меристемы только у одного вида – Silene fetissovii (рис.2).  У остальных видов меристемы теряли жизнеспособность до замораживания в жидком азоте, сразу после заключения  в альгинатные бусинки с высокой концентрацией сахарозы. Повреждающим фактором служило не столько замораживание, как резкое повышение концентрации сахарозы в окружающей среде.

[image: image2]
       В следующих опытах мы подбирали условия для получения жизнеспособных меристем. Были испытаны три вида предобработки меристем перед инкапсуляцией (табл.4).
Таблица 4 -  Выживание меристем (в %) после выделения (контроль 1), после инкапсуляции (контроль 2) и после замораживания в жидком азоте (опыт) при различных вариантах закаливания и предобработки
	Вариант предобработки
	Вид растений
	Контроль 1
	Контроль 2
	Опыт

	Холодовая закалка, выделение меристем,  инкапсулирование    в альгинатный гель с 0,75М сахарозы
	Silene fetissovii  
	80
	45
	30

	
	Elisanthe fedschenkoanum  
	60
	0
	0

	
	Allochrusa gypsophiloides
	80
	20
	0

	
	Astragalus caudicosus  
	60
	0
	0


	
	Hedysarum cumuschtanicum  
	80
	20
	0

	
	Jurinea poacea  
	30
	0
	0

	Холодовая закалка, выделение меристем, пересадка через 24 на среды с 0,1 М; 0,3М и 0,7М сахарозы, инкапсулирование
	Allochrusa gypsophiloides
	100
	66
	71

	
	Allochrusa paniculata  
	80
	80
	50

	
	Bolbosaponaria intricata  
	100
	40
	33

	
	Elisanthe fedschenkoanum  
	100
	38
	82

	
	Silene eviscosa  
	60
	28
	5

	
	Silene fetissovii  
	100
	38
	45

	
	Silene ladyginae  
	100
	43
	30

	
	Silene sussamyrica  
	90
	90
	40

	
	Astragalus caudicosus  
	71
	33
	29

	
	Astragalus duanensis  
	80
	60
	0

	
	Colutea brachyptera  
	80
	33
	0

	
	Hedysarum chaitocarpum  
	60
	50
	38

	
	Hedysarum cumuschtanicum  
	100
	71
	70

	
	Hedysarum enaffae  
	40
	0
	0

	
	Hedysarum turkestanicum  
	60
	0
	0

	
	Sophora korolkovii  
	70
	50
	33

	
	Convolvulus krauseanus 
	0
	0
	0

	
	Convolvulus grigorjevii 
	0
	0
	0

	
	Nepeta pseudococanica  
	80
	0
	0

	
	Scutellaria andrachnoides 
	0
	0
	0

	
	Scutellaria lanipes 
	0
	0
	0

	
	Jurinea poacea  
	100
	29
	53

	
	Saussurea. involucrata 
	0
	0
	0

	Холодовая закалка, выделение меристем, выдерживание на среде с 5% DMSO, инкапсулирование
	Allochrusa paniculata  
	80
	80
	55

	
	Allochrusa gypsophiloides 
	100
	80
	38

	
	Silene sussamyrica  
	90
	85
	75

	
	Silene fetissovii  
	100
	60
	40

	
	Elisanthe fedschenkoanum  
	100
	63
	17

	
	Nepeta pseudococanica  
	80
	0
	0

	
	Colutea brachyptera  
	80
	67
	44

	
	Hedysarum turkestanicum  
	80
	33
	43

	
	Astragalus duanensis  
	80
	66
	50

	Выдерживание отрезанных верхушек (1-2 см) на среде с 0,75М сахарозы вместо холодовой закалки и предкультивирования, выделение меристем, инкапсулирование
	Allochrusa paniculata  
	65
	60
	45

	
	Silene sussamyrica  
	75
	75
	60

	
	Nepeta pseudococanica  
	40
	0
	0

	
	Phlomoides knorringiana  
	30
	20
	0

	
	Phlomoides ferganensis  
	30
	10
	0

	
	Tanacetopsis setacea  
	80
	70
	40

	
	Tanacetopsis korovinii  
	80
	70
	30


Постепенное изменение градиента сахарозы. Меристемы через каждые 24 часа пересаживали последовательно  на среду MS с содержанием сахарозы 0,1 М; 0,3М и 0,7М. При таком протоколе замораживания были получены жизнеспособные меристемы 16 из 23 испытанных видов. У 12 видов выживаемость меристем была довольно высокой (30-80%). Но у ряда видов сем. Fabaceae, Asteraceae и всех исследованных видов сем. Lamiaceae, значительная часть выживших меристем превращалась в каллус, наблюдалось их потемнение и гибель. 
Предобработка на среде с 5% ДМСО. Такой вариант предобработки был испытан с меристемами 9 видов растений. Выделенные меристемы  перед 
Постепенное изменение градиента сахарозы. Меристемы через каждые 24 часа пересаживали последовательно  на среду MS с содержанием сахарозы 0,1 М; 0,3М и 0,7М. При таком протоколе замораживания были получены жизнеспособные меристемы 16 из 23 испытанных видов. У 12 видов выживаемость меристем была довольно высокой (30-80%). Но у ряда видов сем. Fabaceae, Asteraceae и всех исследованных видов сем. Lamiaceae, значительная часть выживших меристем превращалась в каллус, наблюдалось их потемнение и гибель. 
Предобработка на среде с 5% ДМСО. Такой вариант предобработки был испытан с меристемами 9 видов растений. Выделенные меристемы  перед 
инкапсуляцией выдерживались двое суток в холодильнике на среде с 5% ДМСО, а затем инкапсулировались в альгинатный гель, сушились и замораживались. 
    В этих экспериментах удалось получить регенерацию растений из замороженных в жидком азоте меристем для трех испытанных видов 
семейства Fabaceae (Colutea brachyptera и Hedysarum turkestanicum, Astragalus duanensis). Выживаемость меристем  этих видов была довольно 
высокой, около 40%. В опытах с  предобработкой на сахарозе меристемы этих видов не выживали.   
    Таким образом, в результате  экспериментов наиболее оптимальным методом криосохранения апикальных меристем исследованных видов из семейств Caryophyllaceae, Fabaceae и Asteraceae  оказался метод инкапсуляции-дегидратации, с индивидуальными для каждого вида  вариантами предобработок.               
     Банк меристем эндемиков и редких видов растений Кыргызстана

     В настоящее время полученный нами   криобанк апикальных меристем включает 11 видов растений. Из них 5 видов относятся к сем. Caryophyllaceae (Allochrusa gypsophiloides, A. paniculata, Bolbosaponaria intricate, Silene fetissovii, S. ladyginae), 5 видов к сем. Fabaceae (Astragalus duanensis, Colutea brachyptera, Hedysarum cumuschtanicum, H. turkestanicum, Sophora korolkovii) и 1 вид  к сем. Asteraceae (Jurinea poacea Iljin).   

   3.3.  Разработка протоколов получения искусственных семян эндемиков и редких видов растений
Для проведения работ по получению искусственных семян нами  были   использованы стабильно растущие, хорошо размножающиеся и укореняющиеся на подобранных средах проростки 20  эндемиков и редких видов, введенных в культуру из сем. Caryophyllaceae, Fabaceae, Asteraceae: Allochrusa gypsophiloides (Regel) Schischk.; Allochrusa paniculata (Regel) Ovcz. Et Czuk.; Bolbosaponaria intricata (Franch.) Bondar; Elisanthe fedtschenkoanum (Preobr.) Schischk.; Silene eviscosa Bondar. et Vved.; Silene fetissovii Lazkov; Silene ladyginae Lazkov; Silene obovata Schischk.; Silene schischkinii (M.Pop.) Vved.; Silene sussamyrica Lazkov; Astragalus duanensis  Saposhn. ex Sumn.; Colutea brachyptera Sumn.; Hedysarum enaffae B. Sultanova;  Nepeta pseudococanica Pojark.;  Salvia schmalhausenii Regel; Scutellaria andrachnoides Vved; Scutellaria lanipes Juz.;  Jurinea poacea Iljin; Tanacetopsis setacea (Regel et Schmalh.); Trichanthemis paradoxos (C. Winkl.) Tzvel. Все растения образовывали длинные междоузлия и размножались микрочеренкованием.

       Следующим этапом работы было получение собственно искусственных семян. Мы выделяли черенки 4-5 мм длиной, на которых присутствовало по 2 супротивных меристемы.  
       В наших опытах все виды растений хорошо росли на среде В-5 с добавлением 1 мг/л ИМК. Эту среду  в дальнейшем мы использовали для приготовления альгината, в который заключали меристемы.  Жизнеспособность полученных семян проверялась сразу же после инкапсулирования и через  1- 2 месяца хранения. Искусственные семена продолжали храниться при 4°С для определения максимального срока хранения. 
    В литературе описываются протоколы получения искусственных семян из стерильных проростков и эмбриоидов как без предварительной подготовки так и с использованием холодового закаливания в течение 2-4 недель. Мы испытали оба эти варианта для всех испытуемых видов растений. Результаты этих опытов подчеркивают важность этапа закаливания растений перед получением искусственных семян.  Особенно четко влияние закаливания прослеживалось  на примере   Nepeta pseudococanica и Scutellaria andrachnoides (рис.3,1) как в контрольных, так и в опытных вариантах.  
      У таких видов как Bolbosaponaria intricata, Elisanthe fedtschenkoanum, Silene eviscosa, Silene obovata, Silene ladyginae  предварительное закаливание растений оказывало  исключительное влияние – у этих растений было получено 100% образование побегов. Чуть ниже эти показатели были у Silene schischkinii, Colutea brachyptera, Tanacetopsis setacea, Trichanthemis paradoxos - примерно 95%. У остальных видов колебания между количеством полученных проростков от исходных растений (контроль) и опытными  вариантами были более значительными.
       Качество семян большинства видов сем. Caryophyllaceae (за исключением 2 видов Allochrusa paniculata и Silene eviscosa) было очень хорошим. При хранении в течение 2 месяцев они практически не потеряли жизнеспособность. 
      Такие же результаты были получены для растений сем. Asteraceae. 
      Из двух испытанных видов сем. Fabaceae положительный результат был получен только для Colutea brachyptera. У Hedysarum enaffae   даже в контроле, сразу после инкапсуляции, выжило меньше половины полученных семян. После 1 месяца хранения все семена погибли.
        После трех месяцев хранения сильно пострадали семена одного вида Nepeta pseudococanica, микрочеренки которых начали темнеть и погибать. После 5 месяцев мы не получили ни одного побега этого вида. 
       У семян всех остальных видов после 3 месяцев жизнеспособность снизилась незначительно. Высокой она была и после 5 месяцев хранения, но где-то в период от 4 до 5 месяцев все черенки тронулись в рост. Через 5 месяцев хранения при +4Сº в чашках Петри нами было обнаружено в них множество этиолированных побегов с редуцированными листьями, у некоторых уже появлялись корни (Рис.  3,2). 
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  Рис. 3. Побеги искусственных семян, полученных из эксплантов S.andrachnoides, прошедших холодовую закалку (1),
 образование этиолированных побегов у искусственных семян  после 4-х месяцев хранения (2).
         Жизнеспособность искусственных семян оставалась на высоком уровне, но в процессе длительного (более 4-х месяцев) хранения эти семена начинали давать побеги, и дальше хранить их было нельзя. После высадки  этих побегов в  световую камеру, все они превратились в нормальные здоровые зеленые растения с развитыми корнями.  
Кроме проращивания искусственных семян в стерильных условиях нами был проведен опыт по высаживанию семян в полустерильные условия  в почву. Посадка в почву незащищенных семян окончилась неудачей, все они заразились и погибли. Совершенно открытый и богатый питательными веществами альгинатный “эндосперм” искусственных семян нуждается в защите от бактериального и грибного заражения (Ganapathi et al., 2001). Мы   нанесли второй, защитный слой, состоящий из  100 мл  3% раствора альгината на среде В-5 без гормонов, в который были внесены 150 мг фундазола и 100 мг клафорана на искусственные семена.  Далее они были высажены в горшочки с простерилизованной почвой, смешанной с песком. Для поддержания влажности верхнего слоя почвы горшочки прикрывали слоем полиэтилена и ежедневно опрыскивали стерильной водой. Растения хорошо развивались в горшочках  на почвенном субстрате.   
      В результате наших исследований были разработаны протоколы получения «искусственных семян» всех 20 испытуемых видов, а также отработаны методы  перевода искусственных семян в полустерильные условия в почву 7 видов эндемиков: Silene sussamyrica Lazkov; Silene fetissovii Lazkov; Allochrusa paniculata (Regel) Ovcz. Et Czuk.;  Nepeta pseudococanica Pojark; Salvia schmalhausenii Regel; Scutellaria andrachnoides Vved; Scutellaria lanipes Juz. 
3.4. Скрининг эндемиков Кыргызстана как продуцентов биологически активных соединений. 
3.4.1. Содержание флавоноидов и антиоксидантная активность  в нативных растениях
      Основная задача фитохимического анализа заключалась в скрининге эндемиков и  редких  видов для отбора лекарственно перспективных видов.       Особое внимание было уделено сравнительному внутриродовому анализу эндемиков и редких видов. 

      Растения были представлены популяциями из различных физико-географических зон. Из 127 изучаемых нами эндемиков и редких видов было собрано нативного материала 110 видов из 22 семейств и 65 родов. Ведущими по  количеству видов являлись  семейства: Asteraceae – 20; Lamiaceae – 16; Umbelliferae – 15; Fabaceae – 15; Caryophylaceae – 10.  Остальные семейства насчитывали от 7 видов и менее. По 1 виду в семействах Crassulaceae, Paeonaceae, Euphorbiaceae, Thymelaeaceae, Scrophulariaceae. 

      Всего был проанализирован  321 образец,  из них: листьев – 107; цветков – 78; стеблей – 50; корней – 66;  семян – 14; семенных коробочек – 6. В общей сложности в процессе поисковых исследований проанализировано 516 образцов, из них:  листьев – 175; цветков – 122; стеблей – 86; корней – 114; семян – 14 и семенных коробочек – 6.
       По накоплению суммарного количества флавоноидов были отобраны наиболее перспективные виды из семейств – Fabaceae, Umbelliferae, Lamiaceae, Asteraceae, Liliaceae  и  Asphodelaceae.   

      Ввиду ограниченности популяций эндемиков и редких видов с целью сохранения их в местах произрастания в настоящее время особое внимание уделяется изучению фармакологического потенциала этих видов, как нативных растений, так и культур, полученных с использованием методов биотехнологии. Для наглядности проводимых исследований нами приводятся данные исследований по фитохимическому анализу нативных растений, линий гермоплазмы и корневых культур фармакологически перспективных   родов шлемник - Scutellaria и копеечник - Hedysarum.

3.4.2. Род Scutellaria из семейства Lamiacea разнообразен и широко распространен.  Растения рода широко используются в традиционной медицине Китая, Индии, Кореи, Японии   при лечении ряда заболеваний, включая онкологические, сердечно-сосудистые, воспалительные и неврологические. Наиболее интенсивно используемым и хорошо документированным видом является Scutellaria baicalensis Georgi (шлемник байкальский). Высокая физиологическая активность и лечебное действие этого вида обусловлены высоким содержанием флавоноидов.  Поскольку естественные запасы этого вида значительно уменьшились и находятся под угрозой исчезновения, возникает необходимость поисков альтернативных видов Scutellaria, поэтому скрининг шлемников нашей флоры может быть перспективным.   В Кыргызстане встречается 32 вида растений рода Scutellaria, из них эндемичными являются 17 видов.  
Содержание флавоноидов и антиоксидантная активность   растений рода Scutellaria
 Исследование нативных растений (рис. 4) показало, что наиболее высокое содержание флавоноидов и АОА было в листьях S. knorringiae – 10,13% и 60,09 мг кверцетина/г сухого вещества соответственно. Низкие значения АОА и флавоноидов в этих тканях отмечены у S. andrachnoides – 20,8 мг кверцетина/г сырья и 0,7% соответственно. При этом диапазон изменчивости величин в исследуемых частях растений у видов Scutellaria 
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Рис. 4. Сумма флавоноидов и антиоксидантная активность нативных растений рода Scutellaria
колеблется: по содержанию флавоноидов – в листьях: от 0, 7% до 9,75%, от 0,77% до 4,0% в стеблях и в корнях от 1,22% до 4,65%; по относительной антиоксидантной активности в листьях - от 20,8 до 63,45 мг кверцетина/г сырья, в стеблях – от 13,7 до 39,0 мг кверцетина/г сырья и в корнях от 16,4 до 44,26 мг кверцетина/г сырья.
Антиоксидантная активность у исследуемых видов Scutellaria уменьшалась в следующей последовательности: в листьях – S. knorringiae, S. nepetoides, S. oligodonta, S. comosa, S. przewalskii, S. andrachnoides; в стеблях - S. knorringiae, S. nepetoides, S. oligodonta, S. comosa, S. andrachnoides; в корнях – S. mesostegia, S. cordifrons, S. nepetoides, S. comosa, S. adenostegia, S. andrachnoides, S. adsurgens, S. ramossisima.
Как показали полученные экспериментальные данные исследуемых видов Scutellaria, антиоксидантная активность соизмерима в той или иной степени с количеством флавоноидных веществ в растениях (см. рис. 5). Так, с увеличением содержания флавоноидов в тканях наблюдается повышение относительной антиоксидантной активности. Некоторые незначительные 

отклонения величин, возможно, заключаются в том, что не только   флавоноиды обуславливают антиоксидантную активность, но не исключается возможность участия в этом процессе других физиологически активных соединений.
Сопоставление полученных результатов относительной АОА и флавоноидов нативных растений рода Scutellaria выделяет ряд перспективных для дальнейшего изучения видов, к которым прежде всего относятся S. knorringiae, S. nepetoides, S. oligodonta, S. mesostegia, S. cordifrons.
Содержание флавоноидов и антиоксидантная активность в линиях гермоплазмы. Для решения задач биотехнологии необходим подбор элитного растительного материала с высокими ростовыми характеристиками и содержанием желательных соединений. Применяя методы биотехнологии можно в сравнительно короткие сроки выделить и поддерживать длительное время наиболее желательные генотипы в виде линий гермоплазмы. 
Было проведено сравнение линий гермоплазмы видов S. andrachnoides и S. lanipes. Каждая линия гермоплазмы выделялась из растения, полученного от отдельного семени при введении в культуру in vitro. Далее в процессе микроразмножения отбирались наиболее продуктивные линии. Маркерами служили скорость роста, содержание флавоноидов и антиоксидантная активность. Для сравнения продуктивности линии были сгруппированы по ростовым характеристикам. Линии гермоплазмы обоих видов имели заметные различия по всем параметрам. Содержание флавоноидов линий S. andrachnoides варьировало от 0,39 до 0,82% в надземной части и от 0,25 до 1,29% в корнях. 
Таблица 5 – Скорость роста, содержание флавоноидов и АОА надземной части и корней линий S. andrachnoides
	№ линии
	Скорость роста
	Надземная часть
	Корни

	
	
	Сумма флавоноидов, %
	АОА, мг кверцетина/г сухого в-ва
	Сумма флавоноидов, %
	АОА, мг кверцетина/г сухого в-ва

	Sa-1
	5
	0,54
	18,95
	1,29
	23,49

	Sa-2
	5
	0,61
	22,82
	0,41
	24,2

	Sa-7
	5
	0,47
	23,48
	0,51
	23,42

	Sa-11
	5
	0,63
	21,31
	0,81
	26,65

	Sa-3
	4
	0,39
	17,08
	0,31
	25,35

	Sa-5
	4
	0,70
	19,7
	0,54
	30,47

	Sa-8
	4
	0,57
	20,25
	0,73
	27,63

	Sa-12
	4
	0,67
	17,47
	0,47
	27,47

	Sa-6
	3
	0,52
	20,02
	0,84
	27,22

	Sa-9
	3
	0,79
	19,09
	0,71
	32,3

	Sa-10
	3
	0,82
	17,37
	0,47
	29,57

	Sa-14
	3
	0,72
	22,10
	1,27
	33,89

	Sa-4
	2
	0,61
	16,67
	0,25
	14,16


Таблица 6 – Скорость роста, содержание флавоноидов и АОА надземной части и корней линий S. lanipes 
	№ линии
	Скорость роста
	Надземная часть
	Корни

	
	
	Сумма флавоноидов, %
	АОА, мг кверцетина/г сухого в-ва
	Сумма флавоноидов, %
	АОА, мг кверцетина/г сухого в-ва

	Sl-2
	5
	0,58
	23,29
	-
	-

	Sl-5
	5
	0,64
	30,05
	1,12
	30,72

	Sl-3
	4
	0,58
	20,91
	0,52
	16,81

	Sl-6
	4
	0,91
	17,49
	-
	-

	Sl-13
	4
	0,84
	18,21
	1,36
	33,34

	Sl-15
	4
	0,49
	27,81
	1,52
	39,86

	Sl-16
	4
	0,96
	30,7
	1,05
	30,75

	Sl-17
	4
	1,08
	23,86
	0,29
	44,26

	Sl-20
	4
	0,15
	27,62
	0,91
	17,8

	Sl-1
	3
	1,35
	48,28
	0,58
	22,54

	Sl-7
	3
	0,81
	32,05
	0,55
	16,34

	Sl-9
	3
	0,77
	26,95
	1,12
	36,32

	Sl-11
	3
	0,62
	24,66
	1,58
	42,69

	Sl-12
	3
	0,88
	25,77
	0,8
	30,82

	Sl-19
	3
	0,76
	37,35
	0,81
	38,58

	Sl-21
	3
	0,74
	27,56
	0,74
	24,83


Антиоксидантная активность корней колебалась от 16,67 до 23,48, надземной части от 14,16 до 33,89 мг кверцетина/г сухого вещества (табл. 5). 
Самые худшие характеристики имела линия Sa-4. Наиболее интересной представляется линия Sa-14, имеющая при высокой концентрации флавоноидов и высокий антиоксидантный потенциал как в надземной части, так и в корнях.
У S. lanipes наиболее высокие показатели содержания флавоноидов и антиоксидантной активности надземной части были у линии Sl-1, в корнях у линий Sl-11 и Sl-15 (табл. 6). 

В целом корни линий обоих видов имели более высокие показатели содержания флавоноидов и антиоксидантной активности по сравнению с надземной частью. Определенной зависимости биохимических характеристик от скорости роста не наблюдается, во всех группах есть линии, накапливающие как высокие, так и низкие концентрации флавоноидов и имеющие различную антиоксидантную активность.
Таким образом, в результате наших исследований были охарактеризованы линии гермоплазмы двух видов шлемников отличающиеся по своим морфологическим и биохимическим характеристикам. Отбор линий гермоплазмы является одним из этапов в получении культур, в которых содержание вторичных продуктов достаточно велико, чтобы служить лекарственным сырьем.
3.4.3. Род Hedysarum является одним из многочисленных родов растений, произрастающих в Кыргызстане. Практически половина численности копеечников Кыргызстана имеет природоохранный статус эндемики и редкие растения (Пеккер, 1976). В природных условиях Кыргызстана произрастает до 40 видов копеечников, что составляет 14% всех видов копеечников планеты.  Этот род также является одним из перспективных в фармакологическом отношении (Yang et al., 2007; Chen et all., 2007).  
      Нативные растения рода Hedysarum в нашем исследовании были представлены 18 видами, из них эндемиков – 9 видов и хозяйственно-ценных – 9 видов.                                           
  Исследование нативных растений.  Содержание флавоноидов в растениях и АОА, как известно из литературных публикаций, в значительной степени обусловлено физико-географическими факторами. Место сбора и фаза развития вида, экологическая характеристика  региона оказывают влияние на количество  соединений, формируемых в растениях.  Установлено наличие флавоноидов и АОА в различных частях растений видов Hedysarum. Наибольшее накопление антиоксидантов было отмечено в листьях и цветках, меньшее содержание обнаружено в стеблях и корнях. Величина колебаний суммарного содержания флавоноидов составила: в листьях –  от 0,97% до8,04%, в цветках – от 0,85% до 8,19%, в стеблях – 0,23% до 3,35%, в корнях – от следовых количеств до 0,53%. Показания АОА варьировала - в листьях – от 22,13 до 46,33, в цветках – от 14,39 до 48,32, в стеблях – от 7,15 до 20,69, в корнях – от 7,06 до 26,3.   
       Как показали исследования, у видов рода Hedysarum во всех частях растений улавливается тенденция взаимосвязи между содержанием флавоноидов и АОА. В той или иной степени они соизмеримы между собой. Некоторые отклонения возможны  в связи с участием в проявлении антиоксидантной активности, помимо флавоноидов, и других биологически активных веществ, содержащихся в  растениях рода Hedysarum. Из исследованных эндемиков рода Hedysarum наибольшее содержание флавоноидных соединений и  АОА обнаружены в листьях H.kirghisorum, соответственно – 4,59% и 40,67 мг кверцетина наг сырья. Необходимо отметить виды H. enaffae и H.gypsaceum, в которых показания АОА превышали 30,0мг кверцетина на г сырья. Однако содержание флавоноидов у них было менее 2,0%. Другие виды, несмотря на большее содержание флавоноидных веществ, имели сравнительно низкую АОА.
      Проведенные нами фитохимические анализы нативных растений представляют интерес для использования биологически активных соединений в виде растительных экстрактов. Однако интродукция и выращивание копеечников в грунте в полевых условиях является довольно трудоемким делом.  Кроме того, нельзя исключать вредоносное влияние вредителей, обработку пестицидами, а также тот факт, что при культивировании лекарственно потенциальных видов возможно изменение их химических и биологических свойств в иных физико-географических регионах. 
      Поэтому нами далее были проведены исследования  одного  из эндемиков рода Hedysarum - Hedysarum enaffae, связанные с получением тканевых культур in vitro   для раскрытия  биотехнологического потенциала этого вида растения.  Эта часть работы выполнялась совместно с Группой специализированного метаболизма корней Институтат физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН.
3.5. Получение изолированных и генетически трансформированных корней копеечника Енафы  (Hedysarum enaffae)
     У многих фармакологически перспективных растений основные действующие вещества содержатся в корнях. Сложность получения больших количеств экологически чистого сырья в природе обуславливает разработку новых подходов к решению этой проблемы. Это особенно актуально по отношению к эндемикам и редким видам.

    Перед нами стояла задача получить культуры рRi –Т-ДНК – трансформированных корневых культур - hairy roots эндемичного вида копеечника Енафы, произрастающего в Кыргызстане. Известно, что   hairy roots является гормононезависимой растительной системой, которая сохраняет при культивировании in vitro генетическую стабильность. Кроме генетической стабильности hairy roots  сохраняет способность к образованию вторичных метаболитов, типичных для корней интактного растения. Если учесть, что культура hairy root имеет ту же концентрацию вторичных метаболитов, что и корни целого растения, то общая продуктивность культивируемых корней может быть значительно выше, чем продуктивность целого растения. Предполагалось получить быстро растущие генетически трансформированные корневые культуры и в дальнейшем оценить их биосинтетические возможности в отношении веществ вторичного метаболизма, присущих корням интактных растений данных видов.
     Для инокуляции был использован штамм 15834 Sw Agrobacterium rizhogenes. На шестой неделе после инокуляции первых проростков отмечено проявление каллусогенеза обработанных эксплантов. Наряду с каллусогенезом экспланты демонстрировали в ряде случаев проявление ризогенеза что является показателем прохождения трансформации (рис. 5, фото 2 и 3). Отделенные от ряда эксплантов корни показывали медленный рост на агаризованной среде (Рис. 5, фото 4), а также при переносе их в жидкую среду (рис. 5, фото 6).
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  Для индукции роста корней при дальнейших пересадках в питательную среду была введена индолилмасляная кислота (ИМК) в концентрации 1мг/л. Трансформация эксплантов проростков Hedysarum enaffae давала наряду с каллусогенезом и проявлением ризогенеза также интенсивный стеблевой органогенез, который в дальнейшем, по-видимому, можно использовать для  микроразмножения  растений (рис. 5, фото 5).  Особенностью копеечника Енафы является также неплохой рост изолированных корней, отделенных от проростков при проведении трансформации стеблевых эксплантов (рис. 5, фото 7).   
Далее изолированные и трансформированные корни копеечника Енафы вели себя неординарно. Изолированные корни прекрасно росли на среде без гормонов, в то время как генетически трансформированные корни при пассировании постоянно сохраняли, наряду с достаточно активным ростом и ветвлением, способность к пролиферации клеток, отделяющихся в питательную среду коровой паренхимой корней.  
Трансформированные корни, пролиферируя в течение пассажа, образовывали в итоге хорошо растущую стойкую смесь корневой массы и суспезии клеток. Изолированные корни копеечника Енафы также способны к сохранению роста при их культивировании in vitro. Оба типа корней копеечника Енафы – изолированные и трансформированные - росли довольно интенсивно, и масса культивируемых корней увеличивалась в течение 8 недель их выращивания в 25-30 раз у изолированных и в 40-50 раз у hairy roots (рис.6). При этом особенностью изолированных корней является их темная окраска и сохранение способности к стеблевому органогенезу. Культура трансформированных корней, напротив, светлая и продолжает представлять собой смесь четко выраженных корней с небольшим количеством пролиферирующих суспензионных клеток, которые отделяются от рыхлой поверхности растущих корней и растут в виде суспензии.  
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Рис. 6. 8-недельные культуры hairy root (1) и изолированные корни (2) Hedysarum enaffae 
Для корней различных видов копеечника характерна способность к синтезу и накоплению изофлавонов, имеющих по своей структуре сходство со стероидными гормонами. Поэтому их относят к группе фитоэкдистероидов, используемых в медицинской практике при замещении гормонов. Интенсивный рост hairy roots Hedysarum enaffae обеспечивал возможность накопления массы, достаточной для проведения последующего химического анализа и определения качественного и количественного содержания в ней физиологически активных вторичных метаболитов.
      3.5.1. Хроматографический анализ  состава вторичных метаболитов трансформированных корней копеечника Енафы

      Для хроматографического анализа  состава вторичных метаболитов    копеечника Енафы были использованы метанольные экстракты из лиофилизированных корней  (изолированных и hairy roots).

      ВЭЖХ анализ корней Hedysarum enaffae проводился на базе Института фармакогнозии Университета им. Семмельвайса (Будапешт, Венгрия).  Полученные результаты ВЭЖХ были подтверждены данными 1H – и 13С ЯМР-спектрометрии, проведенной в Институте химической экологии им. Макса Планка в Йене (Германия).  Для проведения химического анализа были использованы лиофильно высушенные и измельченные изолированные корни и hairy roots. Пробы содержали по 1 г сухого материала, которые исчерпывающе экстрагировали 50 мл метанола на ультразвуковой бане при 400С в течение 30 минут (по 4 раза). Объединенные экстракты упаривали в вакууме на роторном испарителе при такой же температуре досуха. Сухой остаток растворяли в 5 мл метанола и полученные экстракты перед проведением хроматографирования предварительно очищали на Chromabond-колонках, содержащих octadecyl-modified силикагель С-18. Для этого промытые метанолом и активированные водой колонки заполняли экстрактами, после чего их промывали несколько раз водой, и затем сорбированные на С-18 вещества элюировали небольшим количеством метанола (1-2 мл). Полученные и очищенные от водорастворимых примесей экстракты использовали для проведения ВЭЖХ (HPLC) на хроматографе Spectra Phzsics (Fremont, USA), имеющем градиентный насос Р4000, сканирующий UV-VIS детектор Fokus и инжектор Rheodуne 7125. Для ВЭЖХ использовалась хроматографическая колонка SUPELCO Hypersil (150mm x 4.6 mm) с частицами размером в 5 мкм. Разделение проводили с помощью изократной смеси ацетонитрила (ACN) и 0,1% трифторуксусной кислоты (TFA) в соотношении 22 и 78 % (Eluent: ACN : 0.1% TFA = 22:78).       Скорость разделения при проведении ВЭЖХ составляла 1мл/мин, длительность разделения – 30 мин. Объем экстракта при вводе в колонку составлял 10 мкл. Детекцию веществ проводили при длине волны 260 нм. Результаты ВЭЖХ-анализа представлены на  рис. 7.

Хроматограммы метанольных экстрактов трансформированных корней и изолированных корней показали большое сходство спектров веществ, причем основными компонентами являются два вещества, обозначенные как 1 и 2.
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Рис.7. ВЭЖХ профили изофлавонов из hairy roots (A) и изолированных корней (B) Hedysarum enaffae
Эти компоненты имеют не только одинаковое время выхода (RT), но и полностью совпадающие UV спектры поглощения. Отмечено также большое сходство спектров поглощения веществ 1 и 2, что свидетельствует о том, что эти вещества имеют определенное химическое сродство и, скорее всего, являются дериватами. Для идентификации веществ было использовано кохроматографирование метанольных экстрактов из культивируемых корней и метанольных растворов ряда стандартов, которые имеют признаки сходства UV спектров поглощения со спектрами компонентами, обнаруженными нами. Стандартами служили изофлавоны ононин, формононетин, даидзеин и генистеин, которые, по литературным данным, часто встречаются в растениях семейства бобовых. 

Результаты кохроматогафии, представленные на рис. 8, показали, что доминирующим флавоноидом hairy roots и изолированных корней копеечника является изофлавон ононин (рис. 8, А – 1). Изофлавон под номером 2 (рис. 8, А) не совпадает по времени удерживания ни с одним из использованных стандартов, которые к тому же имеют некоторые расхождения в UV спектрах поглощения с этим веществом. Предполагается, что изофлавон 2 является малонилононином, ацилированным производным ононина, который был препаративно выделен и идентифицирован на основании 1H – и 13С-ЯМР спектрометрии из hairy root culture другого вида копеечника – Hedysarum theinum (Vdovitchenko et all.,2007).  
Поскольку основным компонентом культивируемых корней Hedysarum enaffae является ононин, было интересно определить количественное содержание этого изофлавона в hairy roots и в изолированных корнях. Для этого была построена калибровочная кривая для стандарта – ононина, и на основании данных ВЭЖХ по площади пиков была вычислена концентрация ононина в этих двух культурах. Результаты показали, что концентрация ононинина в hairy roots составляет 10,91 мг/г сухого веса корней (или 1,5%), в то время как в изолированных корнях концентрация изофлавона – 0,945 мг/г сухого веса (или 0,095%), то есть на один порядок ниже. 
Изофлавоны – производные формононетина – относятся к физиологически активным веществам, составляющим группу фитоэстрогенов, которые обладают селективным действием на эстрогеновые рецепторы и ключевые ферменты, принимающие участие в метаболизме гормонов в организмах млекопитающих и человека в том числе.
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 Рис. 8. ВЭЖХ профили метанольных экстрактов из hairy roots копеечника Енафы (А) и  со стандартами изофлавонов (В)
Именно этим можно объяснить большой интерес к изучению вторичных метаболитов различных видов растений вида Hedysarum, который возник в последние годы, и в этом отношении изучение состава изофлавонов эндемичного вида, произрастающего в Кыргызстане, также представляет определенную (в том числе и потенциально практическую) ценность.

  Таким образом, подобное получение корневых культур ценных лекарственных растений может быть использовано для получения экологически чистого лекарственного сырья нового типа. Такой биотехнологический способ позволит в будущем сохранить естественно произрастающие запасы редких и исчезающих видов лекарственных растений. 
3.6. Результаты исследования эндемиков и редких видов растений Кыргызстана с использованием новой разработанной методологии в области биотехнологии
        В результате изучения эндемиков и редких видов растений Кыргызстана согласно разработанной нами методологии сохранения их биоразнообразия ex situ и практического использования методами биотехнологии  созданы электронная база данных, банк гермоплазмы  - семенной банк и банк апикальных меристем, а также коллекция тканевых культур лекарственно ценных видов.

        В таблице 7 представлены данные по изученности эндемиков и редких видов из разных семейств.
       Электронная база данных генетического фонда эндемиков и редких   видов  растений Кыргызстана. Структура БД обладает возможностью хранения информации о географическом расположении изучаемых растений. Кроме таблиц, содержащих данные о характеристиках растений, БД также содержит справочники семейств, родов, видов и т.д.     Структура БД позволяет заносить в нее информацию и редактировать ее. При этом пользователь имеет возможность получать информацию из БД   и выбирать ее по важнейшим характеристикам растений.  Пользователь имеет возможность задавать при поиске информации произвольные сочетания ключевых характеристик растений. На данную электронную БД нами получено Авторское свидетельство (Авт. Свид., 2008, Умралина, Абдуллин, Гладышев, 2006).
Выводы
      1. Разработана новая междисциплинарная система по созданию, сохранению  и практическому использованию банка гермоплазмы эндемиков и редких видов растений с использованием методов биотехнологии, которая может быть использована  как  компонент  Национальной стратегии сохранения биоразнообразия растений   ex situ. 

Таблица 7 -  Подведение итогов работы по семействам
	Семейство
	Количество видов
	I
	II
	III
	IV
	V
	VI
	VII
	VIII
	IX
	X
	XI
	XII
	XIII
	XIV

	Asphodelaceae
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	-
	-
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-

	Alliaceae
	10
	10
	7
	6
	7
	10
	-
	-
	1
	-
	-
	6
	-
	-
	-

	Liliaceae
	8
	8
	5
	5
	5
	8
	-
	-
	-
	-
	-
	5
	-
	-
	-

	Ixioliriaceae
	1
	1
	1
	-
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Iridaceae
	2
	2
	1
	-
	-
	2
	-
	-
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-

	Paeoniaceae
	1
	1
	1
	-
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Polygonaceae
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	-
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-

	Berberidaceae 
	1
	1
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Fumariaceae
	2
	2
	2
	1
	2
	2
	2
	1
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-

	Caryophyllaceae
	10
	10
	10
	9
	10
	10
	10
	10
	8
	5
	10
	10
	1
	-
	-

	Ranunculaceae
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	-
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-

	Crassulaceae
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	-
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Brassicaceae
	2
	2
	2
	1
	2
	2
	2
	1 
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Rosaceae
	2
	2
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Fabaceae
	16
	16
	16
	11
	12
	16
	16
	 16
	9
	5
	2
	15
	8
	1
	1

	Euphorbiaceae
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Thymelaeaceae
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Umbelliferae
	16
	16
	13
	9
	13
	16
	1
	-
	-
	-
	-
	16
	-
	-
	-

	Primulaceae
	2
	2
	2
	1
	2
	1
	1
	1
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Limoniaceae
	1
	1
	1
	-
	-
	1
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Convolvulaceae
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	-
	2
	-
	-
	2
	1
	-
	-

	Lamiaceae
	16
	16
	15
	8
	9
	16
	14
	14
	6
	-
	4
	16
	7
	1
	1

	Boraginaceae
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	-
	-
	-
	-
	2
	-
	-
	-

	Scrophulariaceae
	1
	1
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-
	-
	-
	1
	-
	-
	-

	Asteraceae
	23
	23
	14
	10
	12
	22
	12
	10
	5
	1
	2
	21
	1
	-
	-

	Всего
	127
	127
	105
	74
	87
	127
	69
	 54
	31
	11
	18
	111
	18
	2
	2


I -Морфометрия; - II- лабораторная всхожесть; III –     Проверка всхожести (-20°C); IV -    Проверка всхожести (-196°C); V –   Банк семян;  VI – Микроразмножение опыты; VII  -   Микроразмножение (подбор сред); VIII – Меристемы; IX – Банк меристем;  X Искусственные семена; XI – Биохимия нативных растений; XII – Трансформированные корни; XIII- Детекция вторичных метаболитов; XIV- Количественное определение вторичных веществ

     2.  Создан семенной банк, включающий 127 видов эндемиков и редких видов растений Кыргызстана из 25 семейств. Разработаны протоколы криосохранения семян  этих видов при двух низкотемпературных режимах (-20ºС и в жидком азоте при -196 ºС).  

    3. Всхожесть семян подавляющего большинства видов после 2-х режимного  хранения остается на прежнем уровне или увеличивается. Всхожесть от 80 до 100% была получена у семян 45 видов, от 60 до 80% - у 22 видов, от 40% до 60% - у 15 видов, ниже 40% -  у 8 видов.  
    4.  Введены в культуру in vitro  74 вида   растений, подобраны способы и оптимизированы среды для микроразмножения, разработаны протоколы  размножения и укоренения для 51 вида эндемиков и редких видов.  
    5. Создан криобанк апикальных меристем, включающий 11 эндемиков и редких видов растений. Из них 5 видов относятся к сем. Caryophyllaceae (Allochrusa gypsophiloides, A. paniculata, Bolbosaponaria intricate, Silene fetissovii, S. ladyginae), 5 видов к сем. Fabaceae (Astragalus duanensis, Colutea brachyptera, Hedysarum cumuschtanicum, H. turkestanicum, Sophora korolkovii) и 1 вид  к сем. Asteraceae (Jurinea poacea Iljin).   

    6. Экспериментально установлены оптимальные среды для регенерации меристем  31 вида размножаемых растений.  Лучшей оказалась  среда с добавлением 0,1 мг/л БАП и 0,2 мг/л ГК. При этом для пяти видов выживаемость меристем и регенерация из них полноценных растений достигала 100%. 

     Метод инкапсуляции-дегидратации, с различными для разных видов подобранными вариантами предобработок,  оказался оптимальным для криосохранения апикальных меристем исследованных видов растений из семейств Caryophyllaceae, Fabaceae и Asteraceae.
      7.  Разработаны протоколы получения «искусственных семян» 18 эндемиков. Оптимальной средой для инкапсулирования является среда ½ MS без добавления гормонов, после хранения искусственные семена следует высаживать на среду, содержащую нормальную концентрацию ИМК - 1мл/л. 

Показана необходимость холодового закаливания перед получением искусственных семян,  которое позволяет  сохранять жизнеспособность в течение 4-5 месяцев хранения. 
        8. Отработаны методы перевода «искусственных семян» в полустерильные условия в почву для  7 видов эндемиков. Установлена необходимость нанесения защитного слоя на искусственные семена при высаживании их в почву, состоящего из   100 мл 3% раствора альгината на среде В-5 без гормонов с добавлением 150 мг фундазола и 100 мг клафорана.
        9. Определено содержание флавоноидов и антиоксидантной активности нативного материала 111 видов - эндемиков и редких видов из 22 семейств и 65 родов. По накоплению суммарного количества флавоноидов   выявлены наиболее перспективные семейства – Fabaceae, Umbelliferae, Lamiaceae, Asteraceae.  

         10. Получены линии гермоплазмы двух видов шлемников отличающиеся по своим морфологическим и биохимическим характеристикам. Показано, что линии, имеющие среднюю скорость роста, накапливают более высокие концентрации флавоноидов и антиоксидантная активность у них выше. Показано, что отбор линий гермоплазмы служит эффективным инструментом и является одним из этапов в получении культур, в которых содержание вторичных продуктов достаточно велико, чтобы служить лекарственным сырьем. 
11. Получены культуры изолированных и pRi Т-ДНК трансформированных (hairy roots) корней эндемика Hedysarum enaffae. Показано преимущество трансформированной культуры по накоплению за 8 недель культивирования биомассы корней по ростовому индексу - 25-30 у изолированных и 40-50 раз у hairy roots.

12. Методами ВЭЖХ определен спектр вторичных метаболитов трансформированных (hairy roots) и изолированных корней эндемика копеечника Hedysarum enaffae. Выявлено, что основными метаболитами обеих культур являются изофлавоны – формононетин и его производные (ононин и малонил-ононин). Количественное определение содержания основного изофлавона - ононина (гликозида формононетина) в hairy roots и в изолированных корнях показало, что концентрация ононина в hairy roots на порядок выше, чем в изолированных корнях. 

Hairy roots эндемика Hedysarum enaffae может быть использована для биотехнологического получения ононина, обладающего свойствами фитоэргостероида.

13. Введенные в культуру трансформированные корни получены с использованием только диких (природных), не модифицированных штаммов агробактерии, которые не изменяют генетическую основу растительного материала и не представляют никакой опасности и могут быть использованы для получения экологически чистого лекарственного сырья нового типа. 

Данный биотехнологический способ позволит в будущем сохранить естественно произрастающие запасы редких и исчезающих видов лекарственных растений.

14. Создана электронная база данных эндемиков и редких видов, включающая основную флористическую информацию, а также экспериментальные данные, которые можно использовать для взаимодействия с ГИС-приложением по запросам пользователей. 

Список опубликованных работ по теме диссертации

1. Создание  банка долговременного хранения семян эндемичных, редких и исчезающих видов растений флоры Кыргызстана [Текст] /  А.Р. Умралина, Т.П. Чернышева, Пиндюрина Г.П., Ермакова О.В., Лещенко Н.В. // Известия НАН КР. - 2006. - №3. – С. 86-88.

2. Умралина А.Р. Создание основ коллекции генофонда съедобных грибов Кыргызстана. [Текст] /  //Исследования живой природы Кыргызстана. - Бишкек, 2002. - Вып. 4. - С. 115-119.
3. Умралина А.Р. Методы изучения и сохранения биологического разнообразия макромицетов Западного Тянь-Шаня. Биологическое разнообразие Западного Тянь-Шаня. Состояние и перспективы. [Текст] // Мат. науч. Конф. Центральноазиатского трансграничного проекта по сохранению биологического разнообразия Западного Тянь-Шаня. - Бишкек, 2002. - С. 246-252.

4. Умралина А.Р. Состояние генофонда грибов Кыргызстана: изученность и перспективы использования дикорастущих и культивируемых грибов в качестве источника экологически чистого пищевого продукта [Текст]   //Мат.  Междунар.  научно-практ. Конф. «Экологическая безопасность в Кыргызстане». - Бишкек, 2001. - С.190 – 192.

5. Изучение биологически активных соединений растений рода Родиола [Текст] /А.Р. Умралина, Бабченко И.В., Алфимова Р.А. // Мат. междунар. конф. "Современные проблемы биохимии и эндокринологии". -  Ташкент, 2006. - С.161-162.
6. База данных и ГИС по эндемикам, редким и исчезающим видам растений Кыргызстана [Текст] /А.Р. Умралина, Г.М.Абдуллин // Мат. междунар. симп. «Информационные системы и WEB-порталы по разнообразию видов и экосистем». - Россия,2006. - С.214-215.
7. Эндемичные и редкие виды Алайского горного сооружения [Текст] /  А.Р. Умралина, Б.А. Султанова, С.Н. Мосолова, Н.В. Кенжебаева //Наука и новые технологии. - 2006. - №2. - C. 44-51. 
8. Эндемичные виды рода Cousinia Cass. – Кузиния  во флоре Кыргызстана  [Текст] / А.Р. Умралина, Н.В. Кенжебаева //Изв.  ВУЗов. -  2006. - №1-2. - С.131-136. 
9. Эндемичные растения семейства Asteraceae Dumort. [Текст] /  А.Р. Умралина,  Н.В. Кенжебаева // Изв. ВУЗов. - Бишкек, 2006. - № 5-6. - С. 12-19.

10. Распределение эндемичных и редких растений по высотным поясам гор Кыргызстана. [Текст] /А.Р.Умралина, Б.А. Султанова, С.Н. Мосолова //Мат. междунар. конф. «Современные проблемы геоэкологии и сохранение биоразообразия». - Бишкек. 2007. - С.195-200.  
11. Анализ количественных соотношений эндемичных и редких растений по ботанико- географическим районам Кыргызстана [Текст] /А.Р.Умралина, Б.А. Султанова, С.Н. Мосолова //Изв. ВУЗов. - 2007.- № 5-6. - С.132-135.   
12. Антропогенное воздействие на эндемичные и редкие виды растений Кыргызстана [Текст] /А.Р.Умралина, Б.А. Султанова, С.Н. Мосолова  // Изв. НАН КР. - 2007. - № 2. - С.133-138.   
13. Современное состояние эндемичных и редких видов растений Кыргызстана
[Текст] /А.Р.Умралина, Приходько С.Л., Лазьков Г.А., Султанова Б.А., Мосолова С.Н., Чернышева Т.П.- Бишкек, 2007. -  184 с.

14. Биологически активные соединения некоторых видов рода Rhodiola L. [Текст] /А.Р.Умралина, Чернышева Т.П., Бабченко И.В., Алфимова Р.А. //Изв. НАН КР. - 2007. - № 3. - С.52-56.  
15. Использование методов биотехнологии для интродукции эндемиков, редких и исчезающих растений [Текст] /А.Р.Умралина, Чернышева Т.П., Ермакова О. В., Лещенко Н. В. //Мат. междунар. науч. конф. "Теоретические и прикладные аспекты интродукции растений как перспективного направления развития науки и народного хозяйства".   Минск, 2007. – С. 123-128.
16. Влияние замораживания на прорастание семян редких и исчезающих видов растений Кыргызстана. [Текст] /А.Р.Умралина, Чернышева Т.П., Пиндюрина Г.П., Ермакова О.В., Лещенко Н.В. //Мат. междунар. науч. конф. “Растительный мир и его охрана”. – Алматы, 2007 - С. 417-420.  
17. Умралина А.Р. Генетический банк растений Кыргызстана. [Текст] //Наука: время новых возможностей 1995-2008.-Бишкек, Илим, 2008. – С.100-104.
17. Флавоноиды культивируемых in vitro корней копеечника Енафы (Hedisarum enaffae) [Текст] /А.Р.Умралина, Банайя П., Секе Е., Вдовитченко М.Ю., Кузовкина И.Н. //Мат. IX Междунар. конф. «Биология клеток растений in vitro и биотехнология. - Звенигород. 2008. - С. 414-415. 
18. Содержание флавоноидов в эндемиках, редких, исчезающих и хозяйственно ценных растениях семейства Lamiaceae флоры Кыргызстана. [Текст] /А.Р.Умралина, Чернышева Т.П., Кузовкина И.Н., Алфимова Р.А., Бабченко И.В. //Мат. науч. трудов III Междунар. конф. «Теоретические и   прикладные аспекты биохимии и биотехнологии растений». - Минск. - 2008. - С. 512-516. 
19. Разработка протоколов криоконсервации меристем для создания банка гермоплазмы эндемиков и редких видов растений Кыргызстана [Текст] /А.Р.Умралина, Чернышева Т.П., Лещенко Н.В., Ермакова О.В. //Мат. IX междунар. конф. «Биология клеток растений in vitro и биотехнология. Звенигород -  2008. - С. 416-417.
20. Атлас эндемичных и редких видов растений Кыргызстана. [Текст] /А.Р.Умралина, Лазьков   Г.А. - Бишкек. - 2008. - 164 с.

21. Создание банка долговременного хранения семян эндемичных, редких и хозяйственно ценных видов на примере растений рода Scutellaria [Текст] / [Т.П. Чернышева, Г.П. Пиндюрина, Б.А. Асанакунов,  А.Р.Умралина] // Вестник КАУ. – 2008. – №3(11). – С. 116-119.
22. Умралина А.Р. Генетический банк флоры Кыргызстана [Текст]   //Известия НАН КР. – 2009. - № 4. - С. 59-63.
23. Флавоноиды и антиоксидантная активность некоторых растений рода Scutellaria [Текст] / [Б.А. Асанакунов, И.В. Бабченко, Р.А. Алфимова, А.Р.Умралина] //.  Вестник  КГУ им. Арабаева. – 2010. – Вып. 17. – С. 139-145. 24.   Получение культуры hairy roots растений рода Scutellaria [Текст] / [Т.П. Чернышева, Б.А. Асанакунов, И.В. Бабченко, Умралина А.Р.] // Вестник КГУ им. Арабаева. – 2010. – Вып. 17. – С. 221-225. 

25. Содержание флавоноидов в эндемиках, редких и хозяйственно ценных растениях семейства Umbellierae (Зонтичные) флоры Кыргызстана. [Текст] /Умралина А.Р., Бабченко И.В., Алфимова Р.А., Чернышева Т.П., Асанакунов Б.А. //Мат. междунар. научно-практ. конф. «Интродукция, сохранение биоразнообразия и использование растений», посвященной 100-летию со дня рождения чл.-корр. АН Кирг.ССР, д.б.н., проф. Э.З.Гареева.  -  Бишкек, 2010. – С.217-225.
26. Поддержание в контролируемых условиях (in vitro) ювенильных растений как способ сохранения эндемиков и редких видов растений Кыргызстана и возможности их использования для биотехнологических разработок [Текст] / А.Р. Умралина, Т.П. Чернышева, Б.А. Асанакунов // Мат. междунар. научно-практ. конф. «Инновационные биотехнологии в странах ЕврАзЭС». – Минск, 2011 - С. 90-104.

27. Выделение линий гермоплазмы растений рода Scutellaria [Текст] /Т.П. Чернышева, И.В. Бабченко, Б.А. Асанакунов, А.Р. Умралина // Известия НАН КР. – 2011. – №3. – С. 65-68.
28. Получение быстрорастущих штаммов трансформированных корней фармакологически перспективных видов эндемиков и редких растений Кыргызстана для создания лекарственного сырья нового поколения [Текст] // А.Р. Умралина, Т.П. Чернышева, Б.А. Асанакунов // Известия НАН КР. – 2011. – №1. – С. 103-107.
29. Умралина А.Р. Биотехнология сохранения ex-situ эндемиков и редких видов растений Кыргызстана. - Бишкек, 2012. - 124 с.

Умралина Анара Рустамовнанын 03.01.04 – биохимия, 03.01.06 – биотехнология адистиктери боюнча «Кыргызстанда сейрек кездешкен осумдуктордун турлору жана эндемиктердин практикада колдонучул  жана сактоонун теориялык аспекти» темасында биология илиминин доктору илимий даражасына коргоочу диссертациясынын
КОРУТУНДУСУ
Туйундуу сөздөр: биоартүрдүүлүк, эндемиктер, гермоплазма банкы, in vitro, hairy roots, жасалма алынган уруг, флавоноиддер, маалымат базасы.
Изилдөөнүн объектиси: Кыргызстанда сейрек кездешкен өсүумдүктөрдүн түрлөрү жана эндемиктердин 127 түрү.
Изилдоонун максаты: биотехнологиялык ыкмаларды колдонуу менен Кыргызстандагы сейрек кездешкен өсүумдүктөрдүн түрлөрүн жана эндемиктердин колдонуунун теориялык, эксперименталдык, методикалык жана сактоо ыкмасынын практикалык аспекттисин киргизүү жана иштеп чыгуу.
Изилдөөнун ыкмалары: морфометриялык, биотехнологиялык, биохимиялык, статистикалык.
Алынган жыйынтыктар жана алардын жанылыктары: биринчи жолу Кыргызстанда сейрек кездешкен өсүмдүктөрдүн түрлөрү жана эндемиктердин практикалык колдонулусун жана сактоонун эрежелери комплекстуу изилдөөнун модели көрсөтүлгөн жана иштелип чыккан. Эндемиктердин электрондук маалымат базасы биринчи жолу түзүлгөн. Биринчи жолу республикада сейрек кездешкен өсүмдүктөрдүн түрлөрүнүн жана эндемиктердин гермоплазма банкы түзүлгөн. Биринчи жолу бөлүнгөн жана Hedysarum enaffae трансфармацияга учураган тамырынын  культурасы бөлүнүп алынган. Фитоэргостероид касиетине ээ болгон, ононинди алуу үчүн биотехнология жолу менен  hairy root Hedysarum enaffae эндемиги колдонунун мүмкүнчүлүгү көрсөтүлгөн.
Практикалык мааниси: практикалык колдонунун потенциалынын изилдөө жана аны кайта өндүрүү, ар дайым гермоплазма банкы Кыргызстандагы сейрек кездешкен өсүмдүктөрдүн түрлөрү жана эндемиктер менен толукталып турушу генофондду сактоо учун негизги кызматы болуп эсептелинет. Баалуу генетикалык материал катары алмашуу жана сактоо учун алтернативдүү ыкмасы катары «жасалма урук» колдонунун мүмкүнчүлүгү. Дары препараттарына чийки зат катары эндемиктерди культивациясы in vitro ыкмасы аркылуу келечекте өндүрүү колдонушу мүмкүн.
Колдонуу тармагы: алынган жыйынтыктар ex situ эндемигинин ар-түрдүүлүгүн сактап калууда жана практикада колдонуу максатында пайдаланышы мумкун.
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диссертации Умралиной Анары Рустамовны на тему

"Теоретические аспекты  сохранения и практическое использование   эндемиков и редких видов растений Кыргызстана", представленной на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 03.01.14 – биохимия
03.01.06 – биотехнология

Ключевые слова: биоразнообразие, эндемики, банк гермоплазмы, культура in vitro, hairy roots,  искусственные семена, флавоноиды, база данных.
Объекты исследования: 127 видов эндемиков и редких видов растений   Кыргызстана.  
Цель исследований: Разработать и внедрить теоретические, методические, экспериментальные и практические аспекты методологии сохранения и использования эндемиков и редких видов растений Кыргызстана с помощью методов биотехнологии.
Методы исследования: морфометрические, биотехнологические, биохимические, статистические.
Полученные результаты и их новизна: Впервые разработана и представлена модель комплексного изучения проблем сохранения и практического использования эндемиков и редких видов растений Кыргызстана. Впервые создана электронная база данных эндемиков. Впервые в республике создан банк гермоплазмы эндемиков и редких видов растений.  Впервые получены культуры изолированных и трансформированных корней Hedysarum enaffae.   Показано, что hairy root  эндемика  Hedysarum enaffae может быть использована для биотехнологического получения ононина, обладающего свойствами фитоэргостероида.
Практическая значимость: Постоянно пополняющийся банк гермоплазмы эндемиков и редких видов растений Кыргызстана будет служить основой для сохранения генофонда, его воспроизводства и изучения потенциала для практического использования. «Искусственные семена» могут быть использованы в качестве альтернативного способа сохранения и обмена ценным генетическим материалом. Отработанные методы культивирования перспективных тканевых культур in vitro эндемиков послужат инструментом в поиске сырья для лекарственных препаратов.  
Область применения: полученные результаты могут быть использованы для сохранения ex situ разнообразия эндемиков и практического использования  их потенциала.
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Object of research: 127 species of endemics and rare plant species of Kyrgyzstan.

Goal of research: to develop and introduce theoretical, methodological, experimental and practical aspects of conservation methodology and use of endemics and rare plant species of Kyrgyzstan with methods of biotechnology.
Methods of research: morphometric, biotechnological, biochemical, statistical.
Obtained results and their novelty: a model of complex study of conservation problems and practical use of endemics and rare plant species of Kyrgyzstan was developed and produced for the first time. Electronic data base of endemics was designed for the first time. Germplasm bank of endemics and rare plant species was established for the first time in the republic. Cultures of isolated and transformed roots of Hedysarum enaffae were produced for the first time. It was shown that hairy root culture endemic Hedysarum enaffae can be used for biotechnological production of ononin which has characteristics of phytoergosteroid.
Practical value: constantly replenished germplasm bank of endemics and rare plant species of Kyrgyzstan will serve the base for gene pool conservation and its reproduction and study of potential for practical use. “Artificial seeds” can be used as an alternative way of conservation and exchange valuable genetic material. Elaborated cultivation methods of perspective tissue in vitro cultures of endemics will serve as an instrument in search raw materials for drugs.

Field of application: obtained results can be used for ex situ conservation of endemics diversity and practical utilization of their potential.
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Рис. 1. Методология  сохранения ex situ биоразнообразия эндемиков и редких видов растений и практического использования методами биотехнологии
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Рис. 2. Регенерация растений Silene fetissovii Lazkov из меристем, подвергнутых замораживанию в жидком азоте методом инкапсуляции-дегидратации.
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ВЭЖХ профиль метанольных экстрактов из hairy roots  H. enaffae

ВЭЖХ профиль метанольных экстрактов из hairy roots  H.enaffae со стандартами изофлавонов



     

 

Рис. 7. ВЭЖХ профиль метанольных экстрактов из hairy roots  H.enaffae 
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