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Впервые введен в культуру in vitro редкий вид Lespedeza davurica (Laxm.) Schindl, произрастающий на
территории Российской Федерации. Предложен ряд биотехнологических приемов, позволяющих
размножать растения с помощью образования пазушных побегов: подобран эффективный метод
стерилизации, опробованы различные питательные среды. Среда Мурасиге и Скуга без регуляторов
роста подходит для культивирования и микроклонального размножения исследуемого вида, с до-
бавлением тидиазурона может использоваться для получения дополнительного растительного ма-
териала. Результаты исследования представляют интерес для фундаментальных и прикладных ас-
пектов изучения L. davurica.
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Леспедеца даурская (Lespedeza davurica (Laxm.)
Schindl.) – декоративный полукустарничек се-
мейства бобовых. Представляет собой многолет-
нее растение до 80 см высотой с несколькими
прямостоячими или восходящими, в основании
одревесневающими стеблями. Листья тройчатые,
на черешках; листочки до 3(4) см длиной и 2 см
шириной, овально-продолговатые, на верхушке с
шипиком, сверху рассеянно, снизу более густо-
прижато-волосистые. Цветки в укороченных гу-
стых пазушных кистях. Имеются клейстогамные
цветки [1, 2]. Венчик белый или желтоватый, с
фиолетовым пятном на лодочке и фиолетовыми
жилками на флаге. Бобы вдвое короче чашечки,
округло-яйцевидные, густоволосистые. Цветет в
августе, плоды созревают в сентябре–октябре,
размножается семенами. Растет на сухих остеп-
ненных каменистых склонах, а также на песчано-
галечниковых берегах рек, поодиночке или груп-
пами [2].

В России встречается на юге Дальнего Востока
(Приморском крае, Амурской области, Еврей-
ской автономной области) [1, 2] и в Восточной
Сибири [3]; вне Российской Федерации – в Мон-
голии, Китае, Корее и Японии [4]. Леспедеца да-
урская внесена в Красные книги Приморского
края [5] и Амурской области [6].

В род Lespedeza входят 3 вида лекарственных
растений – леспедеца головчатая (L. capitata
Michx.), леспедеца двуцветная (L. bicolor Turcz.) и
леспедеца копеечниковая (L. juncea (L. f.) Pers.) [7].

Активно ведутся исследования леспедецы да-
урской, произрастающей на территории Китая.
Так, были исследованы морфология корней [8],
фотосинтетическая активность [9], накопление
натрия и фтора [10], биология опыления [11], га-
зообмен и флуоресценция хлорофилла в листьях
[12]. Проводилось сравнение продуктивности по-
пуляций леспедецы даурской [13] и наблюдения
за процессом роста растений [14]. Проведены ис-
следования влияния экологических факторов на
развитие L. davurica: интенсивность выпаса скота
на территории произрастания вида [15], внесение
азота и густота посадки [16], влажность почвы, на
которой произрастает вид [17].

При совместной работе исследователей из
Республики Корея и Соединенных Штатов Аме-
рики было установлено, что экстракт L. davurica
может защищать от повреждения β-клетки под-
желудочной железы и регулировать уровень глю-
козы в крови при диабете [18], что указывает на
возможность применения сырья исследованного
растения в медицине.

Леспедеца даурская, произрастающая на тер-
ритории Российской Федерации, слабо изучена.
В работе О.Г. Потаниной, С. Буджаповой и
И.А. Самылиной исследовано анатомическое
строение листа, черешка и стебля L. davurica под
световым микроскопом, на основании чего вы-
явлены анатомо-диагностические признаки рас-
тения [19].
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Леспедеца даурская имеет хозяйственную цен-
ность и лекарственный потенциал, но мало ис-
пользуется, что, скорее всего, обусловлено, со-
гласно сообщениям М.Г. Николаевой с соавт.,
наличием у представителей рода Lespedeza высо-
кого процента твердых семян [20]. Авторы указы-
вают на необходимость скарификации семян при
проращивании представителей исследованного
рода с помощью механического повреждения или
использования серной кислоты. Вероятно, L. da-
vurica накапливает кратковременный семенной
банк в почве, но его не всегда хватает для эффектив-
ного возобновления. В связи с этим возникает не-
обходимость дополнительных мер по сохранению
L. davurica. Одним из инструментов, принятых для
сохранения редких видов, может служить техноло-
гия введения в культуру in vitro. Поскольку исследо-
вания, касающиеся особенностей культивирования
in vitro леспедецы даурской, в литературе отсутству-
ют, эта тема представляет научный интерес.

Цель исследования – разработка методов вве-
дения в культуру in vitro редкого вида L. davurica:
подбор эффективного способа стерилизации се-
мян, посев семян и получение всходов, подбор
питательной среды для культивирования расте-
ний in vitro, сравнение развития растений на сре-
дах свободной от регуляторов роста и с добавле-
нием тидиазурона.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В качестве первичных эксплантов были ис-

пользованы зрелые семена L. davurica, собранные
на окраине пос. Синельниково (Октябрьский р-он
Приморского края) для получения стерильной
культуры in vitro. Эксперимент проводили в 4-х по-
вторностях.

Приготовление питательных сред
Для приготовления питательных сред исполь-

зовали сахарозу, макро- и микроэлементы, хелат
железа, витамины и агар по прописи Мурасиге и
Скуга [21]. Перед автоклавированием рН среды
повышали до 5.7–5.8 раствором гидроксида ка-
лия. Автоклавирование проводили при 121 °C,
1 атм. за 20 мин. После автоклавирования в часть
приготовленной среды добавляли регулятор ро-
ста тидиазурон (TDZ). Среды разливали в сте-
рильные пробирки по 10 мл.

Стерилизация семян
Перед стерилизацией семена обрабатывали

серной кислотой в течение 25 мин, после чего
промывали дистиллированной водой 5 раз по 30 с.
Стерилизацию проводили следующим образом:
часть семян обрабатывали 0.1%-ным раствором
нитрата серебра, другую часть – 1%-ным раство-

ром нитрата серебра, время экспозиции для обеих
концентраций составляло 25 мин. После чего все
семена обрабатывали 1%-ным раствором хлорида
натрия в течение 15 мин и ополаскивали дистил-
лированной водой 3 раза по 30 с.

Посев семян

После стерилизации семена высаживали на
среды Мурасиге и Скуга без регуляторов роста
(MS0), Мурасиге и Скуга с добавлением 0.5 и
0.1 мг/л тидиазурона (MS + TDZ). Посев семян
проходил в стерильном ламинарном боксе при
потоке воздуха и горящей спиртовке. Семена по-
мещали по 1 штуке в пробирку и запечатывали
фольгой.

Условия культивирования

Для культивирования пробирки с экспланта-
ми помещали в культуральную комнату с освеще-
нием 2000–3000 люкс с холодным белым люме-
нисцентным светом (Philips, Польша), темпера-
турой 23 ± 2 °C и 16-часовым фотопериодом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Нами отмечена высокая эффективность сте-
рилизации семян L. davurica при использовании в
качестве основного стерилизующего агента нит-
рата серебра (96–100%). Семена начинали про-
растать на 3 сут культивирования, на 4 сут отмеча-
ли массовое прорастание семян. При культивиро-
вании на среде MS0 прорастало 82.2% посеянных
семян L. davurica, на среде MS + TDZ – 73.3%. Об-
щая всхожесть всех изученных семян составила
78.8%. У семян, хранившихся после сбора более
3 лет на момент начала эксперимента, некоторые
проростки останавливались в развитии на стадии
прорастания корня или стебля.

У большинства проростков L. davurica, полу-
ченных из семян, хранившихся менее 3 лет, к
концу первой недели культивирования появля-
ются семядоли, а к концу второй недели – насто-
ящие листья. Закономерностей влияния TDZ на
образование листьев не выявлено. На рисунке по-
казано прорастание семян и первые стадии форми-
рования проростка L. davurica в условиях in vitro.

На 3–4 нед. культивирования проростков
L. davurica стали видны различия в морфологии
растений на разных средах. На среде MS0 растения
имели вытянутые междоузлия и тонкие ветвящиеся
корни, у растений на среде MS + TDZ междоузлия
были укороченные, корни толстые, короткие и сла-
бо ветвящиеся. На среде с низкой концентрацией
TDZ (0.1 мг/л) повреждение проростков было ме-
нее выражено – встречались проростки с нор-
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мально развитыми побегами, их корни ветви-
лись, но были укорочены.

Показано, что проростки могут начать образо-
вывать пазушные побеги к концу первой недели
культивировния. Образование боковых пазуш-
ных побегов неравномерно – на одних растениях
нет ни одного побега, тогда как на других образу-
ется 6 и более побегов, из чего следует, что мно-
жественное побегообразование носит случайный
характер. В первый месяц культивирования у
большинства растений на всех средах формиру-
ются 1–3 пазушных побега.

Отросшие развитые пазушные побеги, после
появления на них листьев, отделяли и переноси-
ли в другие пробирки на среду MS0. Большинство
побегов дало здоровые корни и продолжило разви-

тие. Отметим, что у побегов, отделенных от расте-
ний L. davurica, находившихся на среде MS0, и побе-
гов растений, находившихся на среде MS + TDZ, в
морфологии корней различий не обнаружено.
Образовавшиеся корни были не укорочены, хотя
материнские растения, развивавшиеся на среде
MS + TDZ, имели укороченные плохо развитые
корни.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследованы особенности культивирования

in vitro редкого вида Lespedeza davurica (Laxm.)
Schindl. (Fabaceae). Показана высокая эффектив-
ность стерилизации семян 1%-ным раствором
нитрата серебра с применением 1%-ного раство-
ра хлорида натрия. Общая всхожесть семян соста-
вила 78.8%, что является достаточно высоким по-
казателем. Отмечено, что семядольные листья у
большинства растений исследованного вида по-
являются к концу первой недели культивирова-
ния, настоящие листья – к концу второй недели,
боковые пазушные побеги начинают формировать-
ся в первый месяц культивирования. Показана воз-
можность получения жизнеспособных микрорасте-
ний L. davurica при использовании питательной
среды по прописи Мурасиге и Скуга без регулято-
ров роста и с добавлением тидиазурона. Для ин-
дукции ризогенеза достаточно культивировать
микрорастения на исследуемых средах, не прибе-
гая к другим регуляторам роста.
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In Vitro Introduction of Lespedeza davurica (Fabaceae)
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Abstract—Rare species Lespedeza davurica (Laxm.) Schindl. (Fabaceae), growing in the Russian Federation,
was for the first time introduced into in vitro culture. Efficient sterilization protocol was selected: seeds were
soaked in sulfuric acid for 25 min, then washed in distilled water 5 times for 30 s, then soaked in 1% silver
nitrate solution for 25 min, then in 1% sodium chloride solution for 15 min, and washed in distilled water
3 times for 30 s. The overall seed germination was sufficiently high – 78.8%. It was observed, that cotyledon
leaves in most plants appeared by the end of the first week of cultivation, true leaves – by the end of the second
week, additional shoots began to form within the first month of cultivation. The resulting culture was propa-
gated under in vitro conditions using additional shoots. The effect of thidiazuron at concentrations of 0.5 and
0.1 mL/L was traced. It was shown that Murashige and Skoog medium without growth regulators are suitable
for cultivation and micropropagation of the species under study, and when the medium is supplemented with
thidiazuron it can be used to obtain more plant material. The results of our study are of interest for the fun-
damental and applied aspects of the study of L. davurica.

Keywords: Lespedeza davurica, in vitro culture, micropropagation, seed germination, growth regulator thidi-
azuron, rare species
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