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Реферат. В связи с развитием эфиромасличной отрасли значительное внимание 

уделяется пополнению и изучению коллекции генофонда эфиромасличных и 

лекарственных культур, в том числе рода Origanum L. Для поддержания коллекций 

ценных генотипов на современном уровне эффективно использовать биотехнологии 

сохранения in vitro. Цель исследования – изучение влияния состава питательной среды, 

генотипа и длительности депонирования на развитие эксплантов сортов и образцов 

душицы при низких положительных температурах in vitro. Исследования проводили в 

2021–2022 гг. в лаборатории биотехнологии ФГБУН «Научно-исследовательский 

институт сельского хозяйства Крыма». Материалом для исследования служили 

сегменты стебля с одним узлом шести генотипов Origanum vulgare L. (образцы г31, г163 

и сорта Славница, Квазар, Ак-Кая, Урусвати), полученные при клональном 

микроразмножении. Экспланты культивировали на пяти модификациях питательной 

среды Мурасиге и Скуга (МС) при температуре 4–6 °С и освещенности 500–600 лк. 

Анализ морфометрических параметров проводили после шести и 12 месяцев хранения. 

Показано, что после года депонирования на средах с 0,5 мг/л бензиламинопурина (БАП) 

и 0,4 %-ми сорбита, или 0,4 г/л хлорхолинхлорида с 2 % сахарозы количество 

жизнеспособных эксплантов варьировало в пределах 25,0–84,6 %, при этом у 

большинства генотипов отмечали некроз верхушек побегов. Наибольшее количество 

сохранённых эксплантов получили при культивировании в банках или пробирках на среде 

МС с 0,5 мг/л БАП и 6 % сахарозой. На этой среде отмечали 61,3–91,6 % 

жизнеспособных эксплантов и формирование 1,6–6,7 побегов 37,0–64,5 мм длиной (в 

зависимости от генотипа). Установлено, что для успешного возобновления роста 
эксплантов после депонирования изученных образцов и сортов душицы в условиях культуральной 

комнаты при 26 °С достаточно одного субкультивирования. Более интенсивное развитие 
микропобегов при отрастании отмечено у сортов Квазар и Ак-Кая. Проведенные 

исследования могут служить основой для дальнейшей разработки методики 

депонирования O. vulgare in vitro.  

 Ключевые слова: душица обыкновенная (Origanum vulgare L.), депонирование in 

vitro, эксплант, состав питательной среды, генотип, культуральный сосуд. 
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Введение 

В последние годы в связи с развитием эфиромасличной отрасли особое внимание 

уделяют пополнению, изучению и поддержанию коллекции генофонда эфиромасличных 

и лекарственных культур при сохранении генетической стабильности и 
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жизнеспособности образцов [1–3]. В настоящее время ФГБУН «Научно-

исследовательский институт сельского хозяйства Крыма является основным держателем 

коллекции эфиромасличных, пряноароматических и лекарственных растений 

(зарегистрирована как уникальная научная установка № 507515 (http://www.ckp-rf.ru)). В 

нее входят специализированные коллекции основных и перспективных эфиромасличных 

культур, в том числе душицы обыкновенной (Origanum vulgare L.) [4, 5]. Душица – 

перспективное эфиромасличное и пряноароматическое растение, которое широко 

применяют как пряность в кулинарии, в фармацевтической, парфюмерно-

косметической, лакокрасочной промышленностях, а также в традиционной и народной 

медицине [6–8]. Особую ценность имеет эфирное масло душицы – источник фенолов 

тимола и карвакрола, превосходящих по своим свойствам многие иммуномодуляторы, 

антибиотики и антигистаминные препараты [9, 10]. Коллекция душицы насчитывает 48 

образцов, включая три новых сорта селекции ФГБУН «НИИСХ Крыма» [1, 11]. Душица 

– вегетативно размножаемая культура, поэтому основным методом сохранения ценных 

для селекции образцов и сортов является поддержание растений в полевых коллекциях. 

Однако данный прием считают достаточно трудозатратным, коллекционные питомники 

занимают обширные площади, также высока вероятность поражения образцов 

болезнями и вредителями.  

Для проведения селекции и поддержания коллекций сортов и ценных образцов на 

современном уровне эффективно использование биотехнологических методов. В 

частности, создание медленно растущих коллекций in vitro путем снижения температуры 

культивирования, а также добавления в состав питательной среды осмотиков или 

ингибиторов роста. Использование данной технологии имеет ряд преимуществ: 

значительное снижение площади для культивирования растений, увеличение интервала 

между субкультивированиями, снижение затрат [12–14]. Правильный подбор типа 

экспланта, состава питательной среды и условий депонирования in vitro позволяет 

минимизировать возможность появления сомаклональных вариантов и эффективно 

сохранить ценные образцы и сорта [14–16].  

 В литературе представлен обширный материал, касающийся сохранения редких 

и исчезающих видов растений [17–19], так как на сегодняшний день в Красной книге 

Международного союза охраны природы насчитывается более 8000 видов растений [20]. 

Есть данные о создании медленно растущих коллекций тропических, плодово-ягодных, 

декоративных и основных сельскохозяйственных культур [21–25]. Показана 

возможность сохранения микрорастений киви, фейхоа, абрикоса, сливы, клематиса, 

юкки при низких положительных температурах в течение 6–24 месяцев в зависимости от 

вида растения [12]. Разработан протокол депонирования виноградной лозы на 

протяжении шести и 12 месяцев с последующим анализом генетической стабильности 

методом RAPD- и ISSR-ПЦР [26]. Оптимизированы условия холодового хранения трех 

сортов канны садовой с использованием в составе питательной среды МС 0,15–0,25 г/л 

ССС [27]. Однако литературные сведения, касающиеся сохранения in vitro 

эфиромасличных и лекарственных культур, достаточно ограничены и представлены 

лишь для некоторых видов растений [12, 28]. Так, E. R. J. Keller с коллегами разработали 

протокол сохранения нескольких генотипов мяты (Mentha villosa Huds., Mentha piperita 

L.) при 2 и 10 °С на безгормональной питательной среде МС на протяжении шести 

месяцев [29]. На примере нескольких сортов мяты и лаванды изучено влияние разных 

типов эксплантов (меристемы, микрочеренки), длительности холодового хранения и 

концентраций сахарозы в питательной среде на развитие микрорастений при 

депонировании [30]. Показана возможность успешного депонирования сортов мяты 

Ажурная и Бергамотная при температуре 4–6 °С без освещения в течение 12 месяцев. 

При этом микропобеги изучаемых сортов сохраняли генетическую стабильность [31].  



Таврический вестник аграрной науки *№ 4 (36) *2023 

 

176 

 

 Большинство исследований по культуре ткани in vitro душицы посвящены 

оптимизации протоколов микроразмножения этого ценного растения [32–34]. 

Встречаются работы, в которых сохранение микрорастений душицы осуществляли с 

использованием методов клонального микроразмножения in vitro и дальнейшим 

культивированием микропобегов на свету при 22–26 °С [35–38]. Так, показано влияние 

происхождения донорного растения [37], типа экспланта и его расположения на побеге 

[36], состава питательной среды [37, 39] и количества субкультивирований [32] на 

развитие микропобегов некоторых видов душицы на разных этапах размножения in vitro. 

Sarropoulou V. с соавторами выявили возможность сохранения редких эндемичных 

видов душицы путем микрочеренкования проростков из семян и дальнейшего их 

культивирования на питательной среде МС с добавлением 2,2 мкМ БАП и 0,25 мкМ 

ИМК в условиях культуральной комнаты с переносом на свежие питательные среды 

каждые 30 суток [40]. Однако исследований, посвященных вопросам создания медленно 

растущих коллекций O. vulgare in vitro при низких температурах, в доступной 

литературе мы не встречали. 

Цель исследований – изучение влияния состава питательной среды, генотипа и 

длительности депонирования на развитие эксплантов сортов и образцов душицы при 

низких положительных температурах in vitro.  

Материалы и методы исследований 
Исследования проводили в 2021–2022 гг. в лаборатории биотехнологии ФГБУН 

«Научно-исследовательский институт сельского хозяйства Крыма». Для проведения 

исследований использовали растения шести сортов и селекционных образцов душицы 

(сорта Славница, Квазар, Ак-Кая, Урусвати и образцы г31, г163), которые выращивали в 

условиях закрытого грунта. Все работы по введению в культуру in vitro и 

микрочеренкованию побегов проводили в условиях операционной комнаты в ламинар-

боксе БАВнп-01-«Ламинар-С»-1,2 (Россия). Для работы в асептических условиях 

подготовку материалов, оборудования, питательных сред, а также анализ ростовых 

процессов в ходе эксперимента осуществляли согласно общепринятым методам в 

культуре клеток, тканей и органов растений in vitro [41, 42], а также разработанным нами 

для душицы [41]. 

В качестве эксплантов для депонирования использовали сегменты стебля c одним 

узлом, полученные путем микрочеренкования побегов со второго этапа 

микроразмножения in vitro, культивируемых на оптимизированной для сортов и 

образцов душицы питательной среде МС с 0,5 мг/л бензиламинопурина (БАП) [34]. 

Экспланты помещали на поверхность агаризованной питательной среды Мурасиге и 

Скуга (МС) [43] с 0,5 мг/л БАП, сорбита, хлорхолинхлорида (ССС) и 2–6 %-ми сахарозы. 

Экспланты выращивали в пробирках с ватно-марлевыми пробками (пробирки) и 

стеклянных банках, закрытых фольгой (банки). Количество эксплантов в культуральном 

сосуде рассчитывали исходя из соотношения 10 мл питательной среды на один эксплант. 

Микрочеренки культивировали в холодильной камере при температуре 4–6 °С и 

освещенности 500–600 лк в течение одного года без пересадки. Анализ основных 

морфометрических показателей проводили после шести и 12 месяцев холодового 

хранения. Полученные микропобеги черенковали в асептических условиях, 

пересаживали на свежую питательную среду (оптимальную для микроразмножения 

сортов и образцов душицы) и помещали в условия культуральной комнаты (при 26 °С, 

влажности 70 % и освещенности 2–3 клк с 16-часовым фотопериодом), где дважды 

проводили субкультивирование. После каждого субкультивирования анализировали 

морфометрические показатели. Коэффициент размножения (К.Р.) рассчитывали как 

произведение количества микропобегов на эксплант и количества узлов на побеге.  
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В каждом варианте опыта (при депонировании и микроразмножении in vitro) 

использовали 20 эксплантов в двукратной повторности. Статистическую обработку 

данных проводили с помощью пакета Microsoft Office Excel (2010) и программы Statistica 

10.0. Результаты представлены в таблицах в виде средней арифметической величины со 

стандартной ошибкой. Для анализа достоверности различий применяли 

многодиапазонный тест Тъюки при p ≤ 0,05. 

Результаты и их обсуждение 

В результате проведенных исследований выявлено, что на средах с 0,5 мг/л БАП, 

сорбита или ССС с 2 %-ми сахарозы, после шести месяцев культивирования количество 

жизнеспособных эксплантов (рисунок 1) и частота развивающихся побегов (рисунок 2) 

у изучаемых генотипов в зависимости от варианта опыта варьировали в пределах 25,0–

84,6 % и 20,0–90,9 % соответственно.  

 

 
Рисунок 1 – Влияние состава питательной среды, генотипа и типа культурального 

сосуда на количество жизнеспособных эксплантов после шести месяцев 

депонирования  
 

Примечание. Здесь и далее: добавки в среде МС: МС 17 – 0,5 мг/л БАП, 2 % сахарозы; МС 17а – 0,5 мг/л 

БАП, 6 % сахарозы; МС 17б – 0,5 мг/л БАП, 0,4 % сорбита, 2 % сахарозы; МС 17в – 0,5 мг/л БАП, 0,4 г/л 

ССС, 2 % сахарозы; МС 17г – 0,5 мг/л БАП, 0,4 % сорбита, 4 % сахарозы. 

 

 
 

Рисунок 2 – Влияние состава питательной среды, генотипа и типа культурального 

сосуда на частоту развивающихся эксплантов после шести месяцев депонирования  
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У сорта Квазар при культивировании в банках на питательных средах МС17б и 

МС17в наблюдали полную гибель эксплантов. Жизнеспособные экспланты всех 

изучаемых генотипов медленно развивались, формируя при этом 1,2–6,0 пазушных и 

адвентивных побегов, длиной 21,6–57,8 мм (таблица 1). У изучаемых образцов и сортов 

максимальное число жизнеспособных эксплантов (62,5–100 %) и наиболее высокие 

морфометрические параметры микропобегов отмечали при культивировании на 

питательных средах с добавлением 0,5 мг/л БАП и 2 или 6 % сахарозы. Минимальные 

значения параметров развития эксплантов наблюдали у сорта Квазар, при этом из 

эксплантов развивались слабые истонченные побеги с сильно удлиненными 

междоузлиями. Так, количество побегов на эксплант у этого сорта было в 2,3–2,8 раза 

меньше по сравнению с другими изучаемыми образцами и сортами. 

В работах многих авторов показано замедление роста и развития растений в условиях 

in vitro под воздействием низких положительных температур [14, 15, 19]. Митрофанова И. В. 

с соавторами депонировали микропобеги розы эфиромасличной, лавандина и лаванды 

узколистной при снижении концентрации микросолей в составе питательной среды и 

добавлении 0,2–0,4 г/л ССС и 6,0 % сахарозы. При этом жизнеспособность эксплантов после 

шести месяцев депонирования составила 95 % [12]. 
 

 

Таблица 1 – Влияние состава питательной среды, генотипа и типа культурального 

сосуда на развитие эксплантов душицы после шести месяцев депонирования  

 

 

Питательная 

среда, 

состав, мг/л 

Сорт, 

образец 

Тип 

культураль-

ного сосуда 

Длина побега, мм 

Количество 

побегов, 

шт./эксплант 

Количество узлов, 

шт./побег 

1 2 3 4 5 6 

МС 17 

 

БАП-0,5; 

2 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  29,1 ± 3,8abcdefghijklm 1,6 ± 0,2abcde 2,9 ± 0,2bcdefghijlm 

банки 24,2 ± 2,9ijklmnopqrs 2,1 ± 0,3 abcdef 2,5 ± 0,2bcdefghi 

Урусвати 
пробирки  24,3 ± 3,1bcdefghijkl 1,4 ± 0,2abc 2,8 ± 0,3efghighijklm 

банки 29,3 ± 2,3cdefghijklmp 2,5 ± 0,3bcdef 2,8 ± 0,2bcdefg 

Ак-Кая 
пробирки  41,6 ± 3,2kmnoqr 1,8 ± 0,2bcde 3,1 ± 0,1cdefghilm 

банки 40,9 ± 3,4ijklmnopqrs 1,9 ± 0,1bcde 3,7 ± 0,3efghijklmn 

Славница 
пробирки  26,0 ± 3,1bcdefghijklmp 1,4 ± 0,1abc 2,3 ± 0,2bcdefg 

банки 27,6 ± 2,7 bcdefghijklmp 1,9 ± 0,2abcde 2,2 ± 0,2 bcdefg 

Квазар 
пробирки  13,4 ± 2,7abcdefg 1,5 ± 0,2abcde 1,5 ± 0,2abcd 

банки 20,8 ± 0,3abcdefghijklm 1,8 ± 0,5abcde 2,0 ± 0,3abcdefgh 

г31 
пробирки  27,2 ± 2,0bcdefghijk 1,8 ± 0,2abcde 1,8 ± 0,2bcdefghi 

банки 52,9 ± 4,4 oqrs 2,5 ±0,3bcdef 4,1±0,3ghijklmn 

МС 17а 

 

БАП-0,5; 

6 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  57,8 ± 3,5s 2,3 ± 0,2bcde 5,2 ± 0,3cdefghilm 

банки 34,8 ± 1,6diklmnop 6,0 ± 0,4h 3,1 ± 0,2 bcdefghijlm 

Урусвати 
пробирки  43,4 ± 5,7klmnopqrs 1,4 ± 0,1abc 3,7 ± 0,4efghijklmn 

банки 25,8 ±1,2cdefghijklp 3,2 ± 0,4cdefg 2,4 ± 0,1bcdefg 

Ак-Кая 
пробирки  52,8 ± 4,1oqrs 1,6 ± 0,1bce 4,6 ± 0,3jkn 

банки 54,6 ± 3,8qrs 3,5 ± 0,3dfg 4,3±0,3ijkn 

Славница 
пробирки  51,9 ± 5,2noqrs 3,0 ± 0,4bcdefg 4,3±0,4hijklmn 

банки 40,1 ± 2,3iklmnopr 4,3±0,6efg 3,2 ± 0,2cdefghijlm 

Квазар 
пробирки  21,6 ± 2,8abcdefghijkl 1,3 ± 0,1ab 2,7 ± 0,3bcdefghijkm 

банки 36,9 ± 3,8cdefghijklmnopqrs 2,1 ± 0,4abcdef 3,0 ± 0,3 bcdefghijklmn 

г31 
пробирки  39,9 ± 2,6hijklmnopqrs 1,5 ± 0,2abcde 1,6 ± 0,2 bcdefghijklmn 

банки 52,7 ± 5,5noqrs 1,8 ± 0,2abcde 4,8 ± 0,5ln 

 

г163 
пробирки  14,0 ± 1,9abcdefghij 1,3 ± 0,1abc 1,9 ± 0,3abcdefg 

банки 24,5 ± 2,5abcdefghijklmnopqrst 1,3 ± 0,2abcde 2,3 ± 0,3abcdefghijklmn 

Урусвати 
пробирки  15,2 ± 2,1abceg 1,4 ± 0,2abc 2,1±0,3bcde 

банки 28,9 ± 3,2bcdefghijklmp 2,2 ± 0,3bcde 2,5±0,2bcdefg 
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Продолжение таблицы 1 

 

Примечание. Здесь и далее: в каждом столбце разными буквами обозначены достоверно различающиеся 

значения (p ≤ 0,05).   

 

В то же время, в наших исследованиях добавление в состав питательной среды 

ССС оказывало негативное влияние на депонирование эксплантов душицы, а в 

некоторых вариантах опыта приводило к их гибели. Следует отметить, что при 

культивировании микрорастений в банках, закрытых фольгой, из эксплантов 

развивалось в 1,4–2,6 раза больше побегов, чем в пробирках, в то время как на длину 

побега и количество узлов на побеге этот фактор не оказывал достоверно значимого 

влияния. 

После 12 месяцев культивирования на питательных средах с сорбитом или ССС и 

2 % сахарозы у исследуемых образцов и сортов наблюдали тенденцию к снижению числа 

жизнеспособных эксплантов, а также некроз верхушек побегов по сравнению с более 

кратковременным хранением, что свидетельствует о низкой способности эксплантов 

переносить холодовой стресс. Наибольшее число жизнеспособных (61,3–91,6 %) 

(рисунок 3) и развивающихся (66,7–100 %) (рисунок 4) эксплантов при хранении в 

течение года выявлено при добавлении в состав среды 0,5 мг/л БАП и 6 % сахарозы. Для 

некоторых видов растений эффективным приемом для поддержания коллекции in vitro 

было повышение концентрации сахарозы в питательной среде [12]. В то же время, при 

оптимизации условий депонирования нескольких сортов лаванды добавление в состав 

среды высоких концентраций сахарозы приводило к снижению отдельных 

 1 2 3 4 5 6 

МС 17б 
 

БАП-0,5; 
0,4 % 

сорбита,  
2 % 

сахарозы 

Ак-Кая 
пробирки  37,7 ± 2,6cdefghijklmp 1,7 ± 0,1bcde 2,8 ± 0,2bcdefghm 

банки 37,9 ± 4,6cdefghujklmn 1,8 ± 0,2bcde 3,6 ± 0,4 defghijklmn 

Славница 
пробирки  32,3 ± 3,1 cdefghujklmp 2,5 ± 0,3bcdef 2,9 ± 0,2hijklmn 

банки 39,5 ± 4,3ghijklmnopqrs 1,6 ± 0,3abcde 2,8 ± 0,3cdefghijlmn 

Квазар 
пробирки  18,9 ± 1,6 1,3 ± 0,2abcde 2,3 ± 0,3bcdefghijkm 

банки 0a 0a 0a 

г31 
пробирки  20,6 ± 2,3abcdifghijkl 1,6 ± 0,2abcde 3,1 ± 0,2 bcdefghijklmn 

банки 47,3 ± 3,0mnoqrs 2,1 ± 0,4bcde 3,3 ± 0,2ln 

МС 17в 
 

БАП-0,5; 
0,4 г/л 
ССС,  
2 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  54,3 ± 4,6opqrs 1,2 ± 0,1ab 4,9 ±0,6jklmn 

банки 0a 0a 0a 

Урусвати 
пробирки  11,0 ± 1,5abcg 1,3 ± 0,1ab 3,0 ± 0,2 bcdefghijklm 

банки 18,5 ± 1,6abcdefgh 2,0 ± 0,3bcde 1,9 ± 0,1abc 

Ак-Кая 
пробирки  8,7 ± 0,9ab 1,7±0,2bcde 1,4 ± 0,2ab 

банки 13,1 ± 1,6abcdefghij 1,6 ± 0,2abcde 1,9 ± 0,3abcdefg 

Славница 
пробирки  14,3 ± 2,1abceg 1,7 ± 0,2abcde 2,0 ± 0,3bcd 

банки 31,7 ± 3,7 abcdefghijklmnopqrst 2,0 ± 0,3abcdefg 2,6 ± 0,3abcdefghijklmn 

Квазар 
пробирки  4,3 ± 0,2abcdef 1,3 ± 0,2abcd 1,2 ± 0,1abcdef 

банки 0a 0a 0a 

г31 
пробирки  8,8 ± 0,6abcdefghijklmnopq 1,3 ± 0,1abcdef 1,6 ± 0,2abcdefghijklmn 

банки 5,0 ± 0,5abcdefghijklmn 1,3 ± 0,3abcdefg 1,2 ± 0,2 abcdefghijklm 

МС 17г 
 

БАП-0,5; 
0,4 % 

сорбита,  
4 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  84,8 ± 4,6t 2,1 ± 0,2abcde 8,5 ± 0,8o 

банки 63,0 ± 5,1mrs 2,0 ± 0,2abc 6,0 ± 0,5mn 

Урусвати 
пробирки  42,2 ± 4,1klmnopqrs 1,7 ± 0,2bcde 3,7 ± 0,3fghijklm 

банки 19,6 ± 1,1abcefghj 4,8 ± 0,4fg 2,3 ± 0,2bcde 

Ак-Кая 
пробирки  36,3 ± 2,2kmnoqr 1,5 ± 0,1abc 3,1 ± 0,2 cdefghijklm 

банки 57,1 ± 5,7ijklmnopqrs 3,9 ± 0,6efgh 4,2 ± 0,3kn 

Славница 
пробирки  37,5 ± 4,3 bcdefghijklmnopqrst 1,4 ± 0,2abc 3,3 ± 0,3bcdefghijklmn 

банки 0a 0a 0a 

Квазар 
пробирки  27,9 ± 1,6 bcdefghijklmnopq 1,8 ± 0,2abcde 2,9 ± 0,1bcdefghijklm 

банки 35,7 ± 3,1 defhijklmnopqrst 2,6 ± 0,4bcdefg 2,8 ± 0,2 bcdefghijkm 

г31 
пробирки  38,0 ± 3,5 dfhijklmnopqrst 1,5 ± 0,1abce 3,1 ± 0,2 bcdefghijklm 

банки 33,8 ± 2,7 bcdefghijklmnopqrst 1,9 ± 0,1abcdef 2,8 ± 0,5 bcdefghijklmn 
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морфометрических показателей развития эксплантов, а при холодовом хранении in vitro 

сортов мяты повышение концентрации сахарозы не влияло на показатели 

жизнеспособности и развития эксплантов [30]. Бразильскими учеными был разработан 

эффективный протокол холодового хранения in vitro в течение полугода четырех 

генотипов мяты на питательной среде без гормонов, содержащей 2 % сахарозы [29]. 

Также показана возможность успешного депонирования мяты на оптимальной для 

микроразмножения питательной среде МС с добавлением 2% сахарозы, 1,0 мг/л БАП и 

0,5 мг/л ИУК [31].  

С помощью трехфакторного дисперсионного анализа установлено, что на 

количество жизнеспособных эксплантов душицы после 12 месяцев холодового хранения 

определяющее влияние оказывали состав питательной среды (26,6 %) и совместное 

действие питательной среды и генотипа (26,7 %) (рисунок 5). 

 

Рисунок 3 – Влияние состава питательной среды, генотипа и типа культурального 

сосуда на количество жизнеспособных эксплантов после 12 месяцев депонирования 

 

Рисунок 4 – Влияние состава питательной среды, генотипа и типа культурального 

сосуда на частоту развивающихся эксплантов после 12 месяцев депонирования 
 

Установлено, что тип культурального сосуда не влиял на данный показатель. 

Вместе с тем анализ морфометрических параметров показал, что при культивировании 

микрорастений на оптимальной питательной среде в пробирках у некоторых генотипов 
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длина побегов была в 1,3–1,6 раз выше по сравнению с культивированием в банках 

(таблица 2).  

 

Рисунок 5 – Доля влияния фактора (состав питательной среды, генотип и тип 

культурального сосуда) на количество жизнеспособных эксплантов после 12 

месяцев депонирования  
 

Таблица 2 – Влияние состава питательной среды, генотипа и типа культурального 

сосуда на развитие эксплантов душицы при депонировании в течение 12 месяцев 

Питатель

ная среда, 

состав, 

мг/л 

Сорт, 

образец 

Тип 

культураль-

ного 

сосуда  

Длина побега, мм 

Количество 

побегов, 

шт./эксплант 

Количество узлов, 

шт./побег 

1 2 3 4 5 6 

МС 17 

 

БАП-0,5;  

2 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  28,9 ± 3,0 bcdefghij 1,6 ± 0,2abc 2,5 ± 0,2bcdefghijkp 

банки 36,5 ± 4,3 ghijklmnop 2,1 ± 0,2abcdefghijk 3,1 ± 0,2defghijklmnop 

Урусвати 
пробирки  40,5 ± 3,2fghijklmnop 1,9 ± 0,3 abcdefghi 3,4 ± 0,5 efghijklmnp 

банки 34,2 ± 3,1defghijkl 2,4 ± 0,3 abcdefghi 3,4 ± 0,2defghijklp 

Ак-Кая 
пробирки  36,4 ± 3,1 fghijkl 2,9 ± 0,2bcdefghijk 2,6  ±0,2cdefghijkmp 

банки 47,5 ± 4,2 hijklmnop 1,9 ± 0,2abcdefgi 4,2 ± 0,4ijklmnop 

Славница 
пробирки  24,1 ± 3,1abcdefgh 2,5 ± 0,3 abcdefghi 2,2 ± 0,2 abcdifghi 

банки 33,7 ± 3,8defghijklmn 1,9 ± 0,2 abcdefghi 2,9 ± 0,2 defghijklmnp 

Квазар 
пробирки  22,2 ± 3,7 abcdefghij 1,9 ± 0,2 abcdefgh 1,7± 0,2 abcdefghijk 

банки 22,7 ± 3,4abcdefghijk 2,0 ± 0,3abcdefghi 2,5 ± 0,2 abcdefghijklmn 

г31 
пробирки  30,5 ± 2,8cdefghijkl 3,0 ± 0,4 abcdefghik 2,6 ± 0,2bcdefghijkmp 

банки 20,8 ± 2,5abcdefghij 1,8 ± 0,4 abcdefghi 2,1 ± 0,2abcdefghijkl 

МС 17а 

 

БАП-0,5; 

6 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  60,6 ± 2,9mnp 3,4 ± 0,3l 4,7 ± 0,3klno 

банки 37,0 ± 1,9fhijkl 6,7 ± 0,5defghijk 4,0 ± 0,2gijklmnop 

Урусвати 
пробирки  56,3 ± 3,3hijklmnop 1,6 ± 0,2 abcdefghi 6,3 ± 0,2mnop 

банки 42,2 ± 3,6hijklo 3,6 ± 0,3efghijk 3,4 ± 0,2fgijkl 

Ак-Кая 
пробирки  50,7 ± 3,9ijklmnop 3,1 ± 0,4cdfghi 3,8 ± 0,3gijklmnop 

банки 51,4 ± 3,3jmnop 4,2 ± 0,3fghijkl 4,6 ± 0,3jklmnop 

Славница 
пробирки  64,5 ±3,2p 4,7 ± 0,7hijkl 6,9 ± 0,9 q 

банки 48,6 ± 2,6ijklmnop 4,6 ± 0,5hjkl 3,4 ± 0,4 fgijklmnop 

Квазар 
пробирки  36,3 ± 3,5defghijkl 2,2 ± 0,3 abcdefghi 2,4 ± 0,3 abcdefghijk 

банки 49,8 ± 5,6hijklmnop 2,8 ± 0,3 abcdefghij 4,1 ± 0,3 ghijklmnopq 

г31 
пробирки  38,9 ± 3,5fghujklmnop 2,3 ± 0,4abcdefghikl 3,1 ± 0,4 abcdefghijklmnop 

банки 56,3 ± 5,1klmnop 2,1 ± 0,3abcdefghi 5,2 ± 0,5mnoq 

МС 17б 

 
г163 

пробирки  21,0 ± 2,6 abcdefghijklmnop 2,0 ± 0,2 abcdefghi 2,2 ± 0,2 abcdefghijklmnopq 

банки 21,5 ± 3,1 abcdefghijklmnop 1,3 ± 0,1abcdefghijk 2,0 ± 0,2 abcdefghijklmnopq 
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Продолжение таблицы 2 

 

В то же время, количество побегов, сформированных в пробирках, было в 1,3–2,3 

раза ниже, чем в банках. Тем не менее, основным показателем успешного депонирования 

растений является количество жизнеспособных эксплантов. В наших экспериментах на 

лучшей для депонирования питательной среде этот показатель для эксплантов 

изучаемых образцов и сортов душицы имел одинаково высокие значения при 

культивировании и в пробирках, и в банках. 

Важным этапом при формировании коллекций является проверка 

жизнеспособности культур при их отрастании в обычных условиях культивирования 

in vitro.  На примере нескольких генотипов было изучено влияние холодового хранения 

на развитие эксплантов (микрочеренков, полученных после микрочеренкования) 

душицы при их переносе на свежие питательные среды и выращивании в условиях 

культуральной комнаты при 26 °С и освещенности 2–3 клк с 16-часовым фотопериодом 

для оценки их способности к восстановлению роста.  
Анализ отрастания культур показал, что после 12 месяцев хранения при первом 

субкультивировании все морфометрические показатели были достаточно высокими. Частота 

жизнеспособных развивающихся эксплантов варьировала в пределах 60,8–100 %, при 

этом, в зависимости от генотипа формировалось от 3,1 до 20,3 побегов длиной до 42,4 

мм (таблица 3). Следует отметить, что у изученных генотипов (за исключением сорта 

1 2 3 4 5 6 

 

БАП-0,5; 

0,4 % 

сорбита, 

 2 % 

сахарозы 

Урусвати 
пробирки  31,8 ± 4,1 cdefghijkl 1,3 ± 0,1 abcdefghi 3,2 ± 0,3 efghijklmnp 

банки 31,9 ± 2,4 cdefghijklmnop 1,9 ± 0,2 abcde 2,8 ± 0,2 abcdefghijkopq 

Ак-Кая 
пробирки  34,2 ± 4,0abcdefghijklmnop 2,2 ± 0,2abcdefghijk 2,9 ± 0,3abcdefghijklmnop 

банки 36,6 ± 3,6fijklmnop 1,7 ± 3,4abcdefgi 4,2 ± 0,5 gijklmnop 

Славница 
пробирки  34,3 ± 3,2ifhijkl 5,6 ± 0,4kl 2,9 ± 0,2 defghijmp 

банки 37,2 ± 4,1fghijklmnop 1,7 ± 0,3 abcdefghi 2,5 ± 0,3 abcdefghijklmnp 

Квазар 
пробирки  - - - 

банки - - - 

г31 
пробирки  31,4 ± 2,6cdefghijkl 1,9 ± 0,2 abcdefgi 2,5 ± 0,2bcdefghijkp 

банки 49,5 ± 3,5ijklmnop 2,3 ± 0,5 abcdefghi 3,2 ± 0,3defghijklmnp 

МС 17в 
 

БАП-0,5; 
0,4 г/л 
ССС,  
2 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  60,0 ± 7,5lmnop 1,3 ± 0,1abcde 6,1 ± 0,1oq 

банки - - - 

Урусвати 
пробирки  20,6 ± 0,2abcdifghijk 1,3 ± 0,2 abcdefg 3,5 ± 0,5 abcdefghijklmn 

банки 24,2 ± 0,9abcdifghijklm 1,3 ± 0,2 abcdefg 2,1 ± 0,3 abcdefghijklmnop 

Ак-Кая 
пробирки  11,7 ± 1,1abcdg 2,7 ± 0,2 abcdefghik 1,3 ± 0,3 abcdeh 

банки 16,2 ± 1,2abcdefghi 1,6 ± 0,3abcdefghi 2,2 ± 0,4 abcdefghijklm 

Славница 
пробирки  15,6 ± 1,4abcdefg 2,1 ± 0,3 abcdefgh 1,8 ± 0,2 abcdefgh 

банки 28,6 ± 2,9 abcdefghijklmnop 1,7 ± 0,3 abcdefghijk 2,6 ± 0,4 abcdefghijklmnopq 

Квазар 
пробирки  - - - 

банки - - - 

г31 
пробирки  20,7 ± 1,4 abcdefghijklmnop 1,3 ± 0,2 abcdefghijk 1,6 ± 0,4 abcdifghijklmn 

банки 5,3 ± 0,3 abcdefghijklm 1,1 ± 0,1 abcdef 2,0 ± 0,1 abcdifghijklmnopq 

МС 17г 
 

БАП-0,5; 
0,4 % 

сорбита,  
4 % 

сахарозы 

г163 
пробирки  63,7 ± 6,1op 1,7 ± 0,2abcdefgi 5,2 ± 0,6noq 

банки - - - 

Урусвати 
пробирки  41,4 ± 4,5hijklmno 2,1 ± 0,3abcdefgi 4,2 ± 0,6 gijklmnop 

банки 35,6 ± 3,8efhikl 5,4 ± 0,3jl 3,9 ± 0,3gijklmnopq 

Ак-Кая 
пробирки  43,2 ± 2,7hijklmnop 1,8 ± 0,2abcdefgi 1,8 ± 0,2gijklmnop 

банки 62,7 ± 5,1np 4,3 ± 0,5ghijkl 5,1 ± 0,3lno 

Славница 
пробирки  30,9 ± 8,9cdefghijkl 2,9 ± 0,3 abcdefghijk 2,5 ± 0,2bcdefghijk 

банки - - - 

Квазар 
пробирки  27,3 ± 1,8abcdefghijkl 2,0 ± 0,3 abcdefghi 2,8 ± 0,3 abcdifghijklmnp 

банки 50,0 ± 4,4ijklmnop 3,3 ± 0,3abcdefghijk 4,3 ± 0,3gijklmnop 

г31 
пробирки  36,5 ± 3,7 fghijklmnop 1,9 ± 0,3abcdefghi 3,0 ± 0,2 difghijklmnp 

банки 36,7 ± 2,6 fghijklmnop 2,0 ± 0,3 abcdefghij 3,3 ± 0,3 abcdifghijklmnop 
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Урусвати) в первом пассаже отмечали высокие коэффициенты размножения, которые в 

зависимости от образца варьировали от 9,4 до 74,6. Во втором субкультивировании в 

большинстве вариантов опыта наблюдали достоверно значимое снижение основных 

морфометрических параметров. В частности, коэффициент размножения у большинства 

изучаемых образцов и сортов при втором субкультивировании уменьшился в 1,3–15,5 

раза по сравнению с первым. У сорта Урусвати достоверно значимых различий данного 

показателя в зависимости от количества субкультивирований не выявлено.  

 

Таблица 3 – Влияние генотипа на развитие эксплантов душицы в условиях 

культуральной комнаты после 12 месяцев депонирования  

Сорт, 

образец 

Количество 

субкульти-

вирований 

Количество 

жизнеспособных 

эксплантов, %  

Длина 

побега, мм 

Количество 

побегов, 

шт./эксплант 

Количество 

узлов, 

шт./побег 

К.Р. 

г163 
1 100a 26,7 ± 1,1abcde 3,1 ± 0,1ab 5,6 ± 0,6abc 17,4 ± 1,2c 

2 74,3 ± 8,9a 20,3 ± 1,5abc 2,7 ± 0,3a 2,0 ± 0,1a 5,4 ± 0,3b 

Урусвати 
1 77,0 ± 3,1a 22,9 ± 1,6a 3,4 ± 0,3a 2,8 ± 0,2a 9,4 ± 0,9a 

2 100a 33,6 ± 3,1bcdefg 2,6 ± 0,3a 3,4 ± 0,3abc 9,0 ± 0,8a 

Ак-Кая 
1 90,2 ± 5,5a 27,8 ± 1,6abcde 7,4 ± 0,4ab 3,3 ± 0,1abc 24,4 ± 2,1e 

2 100a 38,2 ± 2,4fg 4,8 ± 0,1a 3,9 ± 0,2bc 18,7 ± 1,8c 

Славница 
1 100a 21,4 ± 0,7a 15,1 ± 0,9bc 3,1 ± 0,2ab 46,6 ± 3,8f 

2 12,5 ± 1,2b 5,5 ± 0,2abc 2,7 ± 0,3abc 1,1 ± 0,1abc 3,0 ± 0,2b 

Квазар 
1 100a 42,4 ± 1,2g 20,3 ± 1,6c 3,7 ± 0,1c 74,6 ± 7,1g 

2 80,9 ± 6,6a 24,2 ± 1,4abd 3,8 ± 0,4a 2,5 ± 0,1a 9,5 ± 0,8a 

г31 
1 100a 33,2 ± 1,5cef 7,7 ± 0,6ab 2,8 ± 0,2a 21,6 ± 1,9d 

2 90,3 ± 6,6a 34,1 ± 2,2defg 3,2 ± 0,3a 3,2 ± 0,2abc 10,1 ± 0,6a 

 

Следует отметить, что лучшее развитие побегов в условиях культуральной 

комнаты после 12 месяцев холодового хранения наблюдали у сортов Квазар, Ак-Кая. У 

них выявлено максимальное число жизнеспособных эксплантов (100,0 %) и высокие К.Р. 

(до 74,6). У сорта Славница и образцов г163, г31 эти параметры также были высоки, 

однако формировались нетипичные, тонкие и часто витрифицированные микропобеги с 

укороченными междоузлиями. Учитывая эффективное отрастание эксплантов у 

большинства генотипов уже в первом субкультивировании после депонирования и 

высокие К.Р., можно рекомендовать при поддержании коллекции душицы in vitro 

использовать для возобновления роста только один пассаж и дальше после 

микрочеренкования снова переводить культуры в холодильную камеру. Для других 

видов растений иногда требуется более продолжительный период для возобновления 

роста. Так, у мяты при анализе отрастания эксплантов после холодового хранения, 

наоборот, было выявлено слабое развитие эксплантов после первого 

субкультивирования (количество жизнеспособных эксплантов не превышало 45 %), а 

после второго данный параметр увеличился до 100 % [31].  

Выводы 
В результате проведенных исследований изучено влияние состава питательной 

среды, генотипа и типа культурального сосуда на развитие эксплантов шести сортов и 

образцов душицы обыкновенной при их сохранении in vitro в течение 6–12 месяцев в 

холодильной камере при температуре 4–6 °С и освещенности 500-600 лк.  

Показано, что лучшее развитие эксплантов при депонировании в течение 12 

месяцев наблюдали на питательной среде МС, дополненной 0,5 мг/л БАП и 6 % сахарозы 

при культивировании в банках или пробирках. На этой среде в зависимости от генотипа 

количество жизнеспособных эксплантов варьировало в пределах 61,3–91,6 %. На данный 

показатель достоверно значимое влияние оказывал состав питательной среды (26,6 %) и 
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совместное действие состава питательной среды и генотипа (26,7 %). При этом из 

эксплантов развивалось 1,6–6,7 побегов длиной 37,0–64,5 мм. 

 Установлено, что при последующем отрастании для успешного возобновления роста 

эксплантов изученных образцов и сортов душицы в условиях культуральной комнаты 

достаточно одного субкультивирования. При этом количество жизнеспособных эксплантов 

достигало 80,9–100 %, а коэффициент размножения – до 9,4–74,6 (в зависимости от 

генотипа). Лучшее развитие микропобегов при отрастании наблюдали у сортов Квазар и Ак-

Кая. Проведенные исследования являются основой для разработки методики 

депонирования сортов и образцов O. vulgare in vitro.  
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Yakimova O. V., Yegorova N. A. 

IN VITRO PRESERVATION OF OREGANO CULTIVARS AND SAMPLES: 

ANALYSIS OF THE INFLUENCE OF CULTURE MEDIUM, GENOTYPE AND 

CULTIVATION CONDITIONS  

Summary. Currently, the development of the essential oil industry causes the 

considerable attention to the replenishment and studying the collection of the essential oil and 

medicinal crops gene pool, including genus Origanum L. To maintain valuable genotypes 

collections at the current level, it is effective to use biotechnological methods of preservation 

in vitro. The aim of this study was to investigate the effect of culture medium composition, 

genotype and deposition duration on the development of explants of cultivars and samples of 

oregano under low positive temperatures in vitro. The studies were carried out in 2021–2022 

at the Laboratory of Biotechnology, a structural unit of the Research Institute of Agriculture of 

Crimea. Stem segments with one node from six Origanum vulgare L. genotypes (samples ‘g31’, 

‘g163’ and cultivars ‘Slavnitsa’, ‘Kvazar’, ‘Ak-Kaya’, ‘Urusvati’; all obtained by clonal 

micropropagation) were used as a material for the study. Explants were cultivated on five 

Murashige and Skoog (MS) culture medium modifications at a temperature of 4–6 °C and 

illumination of 500–600 lux. Morphometric parameters were analyzed after 6 and 12 months 

of storage. After one year of deposition on media supplemented with 0.5 mg/l 
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benzylaminopurine (BAP) and 0.4% sorbitol, or 0.4 g/l chlorocholine chloride with 2% 

sucrose, the number of viable explants varied from 25.0 to 84.6 % but it should be mentioned 

that shoot tip necrosis in this case was observed in most genotypes. Better preservation of 

explants was observed when they were cultivated in jars or test tubes on MS medium with 0.5 

mg/l BAP and 6 % sucrose. On this medium, 61.3–91.6% of viable explants with 1.6–6.7 shoots 

ranging in length from 37.0 to 64.5 mm (depending on the genotype) were formed. It had been 

established that one subcultivation was enough for successful resumption of explants growth 

after depositing (the studied oregano samples and cultivars were placed in a culture room 

conditions at 26 °C). The best development of microshoots during regrowth was in cultivars 

‘Kvazar’ and ‘Ak-Kaya’. These studies can serve as the basis for further development of the 

method for O. vulgare preservation in vitro. 

Keywords: Origanum vulgare L., in vitro deposition, explant, culture medium 

composition, genotype, culture vessel. 
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