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В культуру in vitro введены растения 29 сортов 14 видов 13 родов, при-
надлежащих к 3 семействам. Для каждого сорта или вида растений оптими-
зированы условия стерилизации эксплантов, состав питательных сред на 
стадиях эксплантации, микроразмножения и укоренения регенерантов. По-
лучение посадочного материала этих форм растений на основе клонального 
микроразмножения доведено до стадии создания малой серии продукции.

Ключевые слова: клональное микроразмножение, получение посадоч-
ного материала растений.

THE USE OF CLONAL MICROPROPAGATION FOR MASS 
PRODACTION OF PLANTING MATERIAL OF ORNAMENTAL AND 
FRUIT CROPS IN THE BOTANICAL GARDEN OF SARATOV STATE 

UNIVERSITY

E. A. Bludneva, T. A. Kritskaya, A. S. Kashin

There are 29 varieties of 14 species of 3 families introduced in the in vitro cul-
ture. It is optimized conditions of the sterilization of the explants, the composition 
of the culture media at the stages of explantation, microreproduction and rooting 
for the each varieties/species of plants. The generation of planting material of this 
forms of plants brought to the stage to the making a small series prodaction.

Key words: clonal micropropagation, generation of planting material.

В последние десятилетия метод клонального микроразмножения 
растений получил широкое распространение в России и за рубежом. В 
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основе метода лежит уникальная способность растительной клетки реа-
лизовывать присущую ей тотипотентность, то есть давать начало целому 
растительному организму под влиянием экзогенных воздействий (Ката-
ева, Бутенко, 1983). Ряд преимуществ, отличающих культуру in vitro от 
традиционных способов вегетативного размножения растений (высокий 
коэффициент репродукции; ускорение перехода растений от ювенильной 
к репродуктивной фазе развития; роспроизводство трудно размножаемых 
традиционными способами растений; получение оздоровленного безви-
русного материала; возможность проведения работ в течение года и эко-
номия площадей, необходимых для выращивания посадочного матери-
ала), позволил занять данному методу прочные позиции в современной 
биотехнологии.

Процесс клонального микроразмножения принято разделять на че-
тыре этапа: 1) выбор растения-донора, изолирование эксплантов и по-
лучение хорошо растущей стерильной культуры; 2) собственно микро-
размножение, когда достигается получение максимального количества 
микропобегов; 3) укоренение размноженных побегов; 4) адаптация их к 
почвенным условиям, выращивание растений в условиях теплицы (Бу-
тенко, 1999).

В настоящее время опубликовано большое число работ по усовер-
шенствованию методов клонального микроразмножения растений и по 
подбору условий культивирования для различных растительных объек-
тов (Высоцкий, 2006; Митрофанова и др., 1997; Коновалова, 2008; Семе-
рикова и др., 2008; Митрофанова, 2009). Наиболее полно разработанные 
технологии находят свое применение в сельском хозяйстве и при массо-
вом производстве посадочного материала.

Исследования по подбору условий культивирования с целью получе-
ния посадочного материала ряда видов и сортов декоративных и плодово-
ягодных культур с использованием клонального микроразмножения были 
начаты в учебно-научном центре «Ботанический сад» СГУ им. Н. Г. Чер-
нышевского весной 2011 г. на базе лаборатории микроклонального раз-
множения, созданной в ходе реализации Программы развития инноваци-
онной инфраструктуры СГУ «Развитие инновационной инфраструктуры 
национального исследовательского университета путем создания высо-
котехнологичных научно-образовательных производственных структур».

На данный момент коллекция культиваров насчитывает 67  сортов, 
34 вида 29 родов, принадлежащих 16 семействам. Из них растения 29 со-
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ртов 14 видов 13 родов, принадлежащих к 3 семействам, были введены 
в культуру in vitro сотрудниками лаборатории микроклонального размно-
жения УНЦ «Ботанический сад» СГУ. Для реализации методов клональ-
ного микроразмножения выбирались растения с ценными признаками 
(плодово-ягодные, декоративно-цветущие и др.). Часть образцов уже в 
виде пробирочных культур была любезно предоставлена коллегами из 
других ботанических садов (таблица). Для всех введённых в культуру in 
vitro видов и форм растений технология получения посадочного матери-
ала на основе клонального микроразмножения растений доведена до ста-
дии создания малой серии продукции. Общее количество растений-ре-
генерантов, адаптированных к нестерильным условиям, составила около 
3.5 тысяч экземпляров.

Особенности отбора эксплантов и их ввода в стерильную культу­
ру. Изоляция эксплантов производилась в сухую погоду, растения-доноры 
оценивались визуально. Большое внимание уделялось качеству побегов, 
отсутствию на них следов внешних повреждений и/или поражения ин-
фекцией. В качестве первичных эксплантов использовались латеральные 
почки и узловые сегменты побегов текущего года. Наиболее оптималь-
ным сроком изоляции являлась фаза активного роста растения (период 
апрель-май и сентябрь-октябрь).

Поверхностная стерилизация проводилась согласно общепринятой 
методике. В работе с древесными растениями возник ряд трудностей. Так 
как исходный материал брался из полевых условий, он отличался высокой 
степенью внешней и внутренней загрязненности, особенно при изъятии 
материала летом, во время активного роста. Для повышения эффектив-
ности стандартной методики применялось предварительное выдержи-
вание объектов в растворе синтетического моющего средства в течение 
20–30  минут с последующим отмыванием их в проточной воде. Также 
применялась дополнительная дробная стерилизация растворами фунги-
цида и/или антибиотика, чтобы уничтожить патогенные микроорганизмы 
и споры грибов.

В качестве основных стерилизующих агентов использовались рас-
творы гипохлоритов (в частности бытовые отбеливатели «Белизна» и 
«Domestos») и препарата «Лизоформин-3000». Концентрация раствора 
зависела от размеров эксплантов, наличия или отсутствия покровных 
чешуй, степени загрязненности. Питательной инициальной средой для 
первичных эксплантов являлась среда по Мурасиге и Скугу (Murashige, 
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Skoog, 1962), дополненная 6-БАП в концентрации 0.1–0.5  мг/л. В не-
которых случаях в инициальную среду добавлялась ГК в концентрации 
0.1–1.5  мг/л для активации вывода осенних почек из состояния покоя. 
Полученные экспланты ежедневно осматривались на наличие инфекции 
и некроза. При наличии видимой инфекции наиболее ценные экспланты 
повторно подвергались стерилизации и пересадке на новую среду, а ме-
нее ценные – уничтожались. При регистрации внутренней инфекции под 
основанием побега экспланты пересаживались на среду, содержащую 
антибиотик в концентрации 100–400  мг/л. При отсутствии какой-либо 
инфекции на 7–10-й день после посадки экпланты переводились на этап 
размножения.

Условия культивирования и собственно микроразмножения. 
Для этапа размножения микропобегов наиболее универсальной средой 
была MS с добавлением цитокининов. Помимо нее в нашей работе были 
использованы питательные среды Woody plant medium (Lloud, McCown, 
1980), QL (Quoirin, Lepoivre, 1977), В5 (Gamborg, Evelegh, 1968), Нича 
(Nitsch, 1969), Андерсона (Anderson, 1980), Уайта (White, 1934) и их 
модификации. Для разных сортов (даже в пределах одного вида) мине-
ральный состав питательной среды подбирался индивидуально. Успеш-
ные результаты были получены при чередовании сред с разным мине-
ральным составом, что подтверждает литературные данные (Шипунова, 
2009). Например, у черной смородины сортов «Зуша», «Багира» и др. 
качество эксплантов заметно улучшалось при чередовании пассажей на 
среды MS и WPM. Единственным источником углеводов в среде служи-
ла сахароза.

В качестве цитокининов чаще всего использовались 6-БАП, кинетин 
и зеатин. Концентрация цитокининов подбиралась индивидуально в за-
висимости от состояния экспланта и желаемого результата, чаще всего 
она составляла от 1,0 до 3,0 мг/л (рис. 1, 2). Повышенная концентрация 
6-БАП приводила к увеличению коэффициента размножения, однако 
побеги в этом случае получались маленькими, трудно отделяемыми от 
основного побега, наблюдалось обводнение побегов. Иногда совместное 
использование цитокининов и ауксинов в соотношении 10:1 или 5:1 на 
этапе размножения давало значительное увеличение коэффициента раз-
множения.

Культивировались растения при температуре 22–25ºC, при 16-часо-
вом фотопериоде. Длительность пассажа составляла от 20 до 60 дней.
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Рис. 1. Зависимость количества образовавшихся адвентивных побегов за один 

пассаж от концентрации БАП (мг/л) у чёрной смородины сорта «Зуша» 

Рис. 2. Микропобеги чёрной смородины сорта «Зуша» на средах с различной 
концентрацией БАП, мг/л, слева направо: 0,1; 0,2; 0,5

Для подготовки побегов к последующему этапу ризогенеза экс-
планты пересаживались на среды, содержащие ГК в концентрации 0,5–
1,0 мг/л, либо БАП замещался на кинетин в концентрации 1–2 мг/л, что 
способствовало «вытягиванию» побегов по длине и улучшало качество 
листовой пластинки (рис. 3).
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Рис. 3. Малина сорта «Золотая осень»: слева – экспланты на этапе микроразм-
ножения на среде с БАП 0,5 мг/л; справа – экспланты на этапе доращивания на 

среде, содержащей кинетин 1,0 мг/л и ГК 0,5 мг/л

Укоренение побегов. В качестве сред для укоренения использовались 
те же среды, на которых размножались экспланты, только минеральный со-
став уменьшали вдвое, а цитокинины замещались ауксинами. В качестве 
индукторов ризогенеза для большинства культур использовались ИУК, 
ИМК и НУК. Наиболее эффективным оказалось использование ИМК в 
концентрации 1,0 мг/л (вишня, слива). Совместное действие ИМК и ИУК в 
концентрации по 0,5 мг/л каждая приводило к увеличению процента укоре-
нившихся побегов. Такое сочетание оказалось наиболее эффективным для 
укоренения различных сортов клематисов, что подтверждает литературные 
данные (Коротков, Комарова, 2004). Для некоторых их сортов («Изоби-
лие», «Полярный») оказался эффективным прием выдерживания растений 
в темноте непродолжительное время (3 суток) с последующим возвратом 
на обычный световой режим. Ризогенез в данном случае составлял от 75 до 
100%, причем качество корней также было лучше.

От использования НУК в качестве индуктора ризогенеза мы были 
вынуждены отказаться из-за усиленного каллусообразования в базальной 
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части побега, несмотря на то что процент укорененных побегов был не 
ниже, а в некоторых случаях и выше, чем на ИМК (рис. 4, 5).

Рис. 4. Ризогенез клематиса «Полярный» на среде ½ MS с НУК 1,0 мг/л

Рис. 5. Ризогенез клематиса «Полярный» на ½ MS с ИМК 0,5 мг/л
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Адаптация к нестерильным условиям. Укорененные растения-ре-
генеранты извлекали из питательной среды, отмывали дистиллированной 
водой и высаживали в смесь земли, песка и торфа в соотношении 3:1:1. 
Предварительно субстрат проливался раствором «Фитоспорин».

Адаптацию регенерантов к тепличным условиям производили при 
23–24˚С и 16-часовом фотопериоде. Сосуды с высаженными регенеран-
тами помещали в герметично закрытые полиэтиленовые пакеты.

Со второго дня после высадки регенерантов полиэтиленовые пакеты 
приоткрывали на несколько часов в день, с каждым днем увеличивая вре-
мя экспозиции с целью адаптации растений.

Через 2 – 3 недели после высадки регенерантов сосуды с ними пол-
ностью освобождали от полиэтиленовых пакетов. К этому времени ре-
генеранты адаптировались к нестерильным условиям и давали прирост. 
Выживаемость регенерантов составила 75–90%.

Заключение

В культуру in vitro введены растения 29 сортов 14 видов 13 родов, 
принадлежащих к 3 семействам цветковых. Получение посадочного ма-
териала этих форм растений на основе клонального микроразмножения 
доведено до стадии производства малой серии продукции.

Благодарности. Благодарим сотрудников лаборатории биохи-
мии, биотехнологии и вирусологии растений Никитского ботаниче-
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