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Введение

В настоящее время растения являются незаменимым источником

получения очень многих практически важных веществ. Промышленное

получение таких соединений, как сердечные гликозиды, флавоноиды,

кумарины и эфирные масла достигается только путем выделения их из

растительного сырья. Между тем, возможности получения БАВ в достаточных

для промышленного использования количествах зачастую ограничены. Это

связано с сокращением ресурсов некоторых ценных дикорастущих растений,

принадлежностью многих из них к числу видов, занимающих лишь

определенный узкий ареал, а также к редким и исчезающим видам. В ряде

зарубежных стран сформированы и эффективно функционируют коллекции

клеток, органов и растений, культивируемых in vitro. Кроме того, организованы

криобанки, где в жидком азоте сохраняют образцы растительного материала,

принадлежащего к разным систематическим группам. Актуальность таких

коллекций для Беларуси очевидна, т.к. сбор дикорастущих растений, как

основной источник сырья для производства лекарств растительного

происхождения запрещен или сильно ограничен, в плантационном

культивировании задействовано ограниченное количество видов

лекарственных растений, а получение биологически активных веществ путем

культивирования клеток и тканей растений in vitro не имеет никаких

ограничений. Большой интерес в качестве источника биологически активных

веществ представляют культуры растительных клеток, к которым относят

каллусные и суспензионные культуры [52].

Культуры растительных клеток и тканей могут быть получены по

стандартным методикам в стерильных условиях из различных эксплантов

(листей, стеблей, корней) как с целью размножения, так и для экстракции

вторичных метаболитов [14].

Лекарственные средства из плодов расторопши пятнистой (Silybum

marianum L., сем. Asteraceae) широко применяются при заболеваниях печени, а
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также после химиотерапии, для предотвращения развития гепатопатий

лекарственной этиологии [11].

Семена расторопши являются уникальным источником силимарина, его

состовляющих силибина, силикристина, силидианина и их стериоизомеров.

Именно благодаря наличию флаволигнанов, плоды этого растения нашли

широкое применение в фармацевтике в качестве средства лечения цирроза

печени, болезней селезенки, пищеварительного тракта и т. д.[55].

Цели работы: интродуцировать в открытом грунте и получить плоды

сорта «Золушка» селекции ЦБС с последующей оценкой его на содержание

флаволигнанов для получения силимарина и создания отечественных

гепатопротекторных препаратов. Еще одним направлением работы с

коллекцией росторопши в ЦБС является сохранение генетического

биоразнообразия в культуре in vitro. В связи с этим, разработать новые

биотехнологические приемы и методы получения клеточного материала, как

возможного источника возобновляемого сырья для этого растения.

Для достижения данных целей были решены следующие задачи:

• Ввести в культуру ex situ лекарственные растения расторопши пятнистой

(Silybum marianum L. ) двух сортов.

• Провести качественное и количественное определение флаволигнанов в

плодах и каллусных культурах.

• Ввести в культуру invitro лекарственные растения расторопши пятнистой

(Silybum marianum L.) двух сортов. Подобрать оптимальный

фитогормональный состав среды культивирования.

• Подобрать оптимальный фитогормональный состав среды

культивирования для инициации каллусогенеза и поддержания роста

каллусных культур данных лекарственных растений.

• Получить каллусные культуры расторопши пятнистой и подобрать

условия их культивирования.
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Заключение

Эффективное использование адаптивного потенциала культивируемых

растений в обеспечении устойчивого роста продуктивности,

энергоэкономичности и природоохранности растениеводства имеет решающее

значение.

Современное лекарственное растениеводство базируется на наиболее

рациональном использование адаптивного потенциала культивируемых

растений, обеспечивает перевод этой отрасли на принципиально новый уровень

наукоемкости, открывая реальную возможность широкого практического

использования знаний из других наук для повышения величины и качества

урожая. В Беларуси особый акцент делается на плантационное

культивирование селекционных растений. К таким селекционным достижениям

можно отнести сорт «Золушка»расторопши пятнистой, полученный в ЦБС

НАН Беларуси.

С помощью модифицированной методики ВЭЖХ был проведен

биохимический анализ вторичных метаболитов флаволигнановой природы в

плодах расторопши пятнистой этого сорта и показано, что он отличается

высоким содержанием силимарина. В связи с этим сорт «Золушка» может быть

использован для плантационного возделывания в качестве растительного

лекарственного сырья при производстве отечественных гепатопротекторных

препаратов.

Оценен биосинтетический потенциал в плодах и каллусной культуре

расторопши пятнистой.

Установлен спектр флаволигнанов в каллусной культуре Silybum

marianum, полученного из корня, стебля, листа, семядольного листа: при длине

волны 289 нм. время удержания составляет 30 – 50 мин.

Так же методикой ВЭЖХ было показано, что содержание силимарина в

каллусной культуре крайне невелико. Зависит это от времени пассирования или
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от фитогормонального состава среды точно неизвестно, поэтому данная

проблема является стимулом для дальнейших исследований.

Дополнительным биотехнологическим путем получениея биологически

активных веществ является культивирование клеток и тканей растений.

В ходе выполнения работы нами разработаны условия введения в

культуру in vitro и последующего культивирования двух форм расторопши

пятнистой (Silybum marianum).

Этот растительный материал послужил источником получения каллусных

культур данных лекарственных растений. Нами были подобраны оптимальные

условия культивирования для каллусных культур:

• гормональная часть среды: 1,0 мг/л α-нафтилуксусная кислота (НУК) и

1,0 мг/л бензиладенин (BA) (для каллуса листового происхождения), 0,1

мг/л НУК и 0,1 мг/л BA (для каллуса цветкового происхождения), 1,0

мг/л BA (для каллуса стеблевого происхождения) ;

• минеральная часть среды: KNO3 – 1900 мг/л; NH4NO3 – 825 мг/л;

KH2PO4 – 170 мг/л;

• условия освещения: 16 часов освещения, 8 часов темноты ;

• время культивирования – 20 суток .

Установлено, что наиболее эффективное формирование каллусов

наблюдается в случае применения следующих сочетаний фитогормонов: 1 мг/л

2,4-Д + 1 мг/л кинетина; 0,5 мг/л 2,4-Д + 1,5 мг/л кинетина и 1 мг/л 2,4-Д + 1,5

мг/л кинетина.

В состав меристемной коллекции клеток и тканей ЦБС НАН Беларуси

включено лекарственное растение расторопша пятнистая (Silybum marianum).

На примере расторопши пятнистой показана возможность получения

каллусных культур с высоким индексом роста и высоким выходом биомассы и

синтеза БАВ.




