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Реферат. Сохранение in vitro является доступным инструментом для 

защиты биологического разнообразия растений. Одним из наиболее перспективных 

путей сохранения биоразнообразия растений в настоящее время является создание 

медленно растущих коллекций in vitro. Цель работы – изучение влияния состава 

среды и температуры на сохранение жизнеспособности и генетической 

стабильности исследуемых генотипов растений in vitro при длительном 

депонировании. В исследованиях использовали верхушки микропобегов розы садовой 

сорта Наталья Муравская (Rosa sp.), земляники садовой сорта Белый Швед 

(Fragaria × ananassa Dushesne), инжира сорта Наираннейший Фиолетовый (Ficus 

carica L.). Экспланты депонировали in vitro при температуре 4, 6, 8 и 10  °С на 

среде ¼ Мурасиге и Скуга, дополненной хлорхолинхлоридом (ССС) в различных 

концентрациях. На основе анализа полученных данных нами определены 

оптимальная температура и концентрация ССС в питательной среде и 

разработаны условия среднесрочного сохранения in vitro сортов изучаемых 

генотипов. Установлено, что введение в состав среды 0,2–0,4 г/л ССС при 

температуре 6 °С и 8 °С способствовало 97–100 % сохранению эксплантов розы, 

земляники и инжира в течение 12 месяцев соответственно. В процессе 

депонирования наблюдали образование листьев, дополнительных побегов и корней. 

При этом добавление ССС снижало ростовые процессы в сравнении с контролем. 

После депонирования отделяли верхушки побегов и переносили на среды для 

размножения в стандартных условиях культивирования. Показано, что после 

первого субкультивирования 100 % эксплантов регенерировали микропобеги. С 

помощью ISSR-анализа выявлено, что микропобеги розы садовой после хранения in 

vitro полностью идентичны исходным растениям. Проведенные исследования 

показали эффективность используемых условий для хранения in vitro эксплантов 

исследуемых генотипов и подтвердили генетическую стабильность растений после 

12 месяцев депонирования на примере розы садовой. 
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сохранение in vitro, кинетика роста, ретардант, ISSR-анализ. 
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Введение 

Сохранение генетических ресурсов растений с помощью современных 

биотехнологий является доступным инструментом для защиты биологического 

разнообразия растений. В зависимости от требуемой продолжительности хранения 

используются различные методы сохранения in vitro. Одним из наиболее 

перспективных путей сохранения биоразнообразия растений в настоящее время 

является создание медленно растущих коллекций in vitrо [1–7]. Методы длительного 

сохранения in vitro используются для широкого спектра декоративных, плодовых, 

эфиромасличных, редких исчезающих видов растений и сельскохозяйственных 

культур. В настоящее время используют коллекции, где хранение растительного 

материала происходит в стандартных условиях культивирования, и коллекции, где 

растения находятся в состоянии замедленного роста. Хранение в стандартных 

условиях происходит на питательных средах, дополненных регуляторами роста, и 

требует пересадки на свежие среды для микроразмножения и роста растений так как 

происходит потеря питательных веществ, и это приводит к утрате их 

жизнеспособности.  

Большое влияние на увеличение длительности депонирования оказывают 

компоненты питательных сред. Обычно концентрация углеводов, минералов, 

регуляторов роста модифицируется в среде для уменьшения скорости деления 

клеток, а значит, ограничивает развитие побегов и образование каллуса [8, 9]. Как 

правило, культуру побегов многих растений сохраняют на среде одного и того же 

состава (макроэлементы, микроэлементы и витамины), которую используют для 

пролиферации в стандартных условиях культивирования. Среди сред наиболее 

часто используются: среда Мурасиге и Скуга (МС) [9], растительная среда Lloyd, 

McCown (WPM) [10], среда Driver и Kunijuki (DKW) [11]. Эти среды применяют с 

полной или пониженной концентрацией их солей. При этом наилучшие результаты 

получены при наличии в среде регуляторов роста, таких как 6-бензиламинопурин 

(6-БАП), отдельно или в сочетании с индол-3-масляной кислотой (ИМК), 

нафтилуксусной кислотой (НУК) или гибберелловой кислотой в различных 

концентрациях в пределах от 0,05 мг/л до 1,0 мг/л [12]. Для замедления роста 

микрорастений in vitro и сохранения жизнеспособности в среды добавляют 

органические вещества, обладающие осмотической активностью, такие как маннит, 

сорбит, дульцит, высокие концентрации сахарозы [13–15]. Так введение в 

питательную среду 0,45 % маннита или дульцита способствовало сохранению 

эксплантов земляники при стандартной температуре в течение года [14]. 

Использование маннита в качестве осмотика увеличивало срок сохранения Vitis 

heyneana в условиях медленного роста по сравнению с сахарозой. Наилучшая 

выживаемость (47,8 %) была получена в конце 12 месяцев хранения на среде MS с 

добавлением 10 г/л маннита по сравнению с 40 г/л сахарозы [15]. 

Эффективным методом снижения скорости роста является хранение культур 

побегов при низких температурах. При этом происходит снижение метаболической 

активности, такой как дыхание, потеря воды и производство этилена. Это приводит 

к снижению кинетики роста растений и поддержанию жизнеспособности [16, 17]. 

Известно, что оптимальная температура депонирования для декоративных, 

плодовых, эндемичных видов растений находится в интервале от 2 до 6 °C, а для 

тропических и субтропических видов – от 8 до 15 °С [17, 18]. При этом часто 

растения сохраняют при низкой интенсивности света или в полной темноте. Так, 11 

видов плодовых растений сохранялись при 4 °C в темноте в течение 12 месяцев с 

самой высокой выживаемостью (100 %) у Prunus spp. [19] и Fragaria spp. [20]. 

Сохранение эксплантов мяты в течение одного года проводили в отсутствии 
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освещения при температуре 4–6 °С [21]. Культивирование при температуре 7 °С 

способствовало сохранению растений эндемика Западного Саяна Fritillaria 

sonnikovae Schaulo et A. Erst (Liliaceae) [22].  

Наряду с низкой температурой для сохранения растений используют 

вещества-ретарданты: абсцизовая кислота (АБК), хлорхолинхлорид (ССС), гидразид 

малеиновой кислоты, жасмоновая кислота и другие. Они являются активными 

эндогенными ингибиторами роста. Введение их в состав питательной среды 

останавливает рост культуры in vitro, при этом не снижает жизнеспособность 

микрорастений. Добавление в состав среды 1,0 мг/л жасмоновой кислоты при 

температуре 3–6 °С позволило сохранить жизнеспособность клоновых подвоев 

яблонь в течение 48 месяцев [23]. Исследователи описывают результаты 

длительного депонирования при комплексном использовании пониженной 

температуры и ССС в питательной среде для хризантемы садовой [24], розы садовой 

[25], сирени [26], редких и эндемичных видов растений Горного Крыма [27].  

Показателем эффективности длительного депонирования растений при 

низкой температуре и наличии в среде ССС является восстановление ростовых 

процессов по возвращении растений в стандартные условия культивирования. Так, в 

ряде публикаций описывается формирование дополнительных побегов, не имеющих 

морфологических отклонений, при субкультивировании на свежую питательную 

среду с регуляторами роста после депонирования [12, 14, 17, 21, 26, 27].  

Известно, что длительное культивирование тканей и органов на 

искусственных питательных средах может вызывать сомаклональную изменчивость 

[17, 28]. В связи с этим, важным аспектом при использовании биотехнологий 

культивирования и сохранения растений in vitro является проверка генетической 

стабильности размножаемых и депонируемых хозяйственно ценных генотипов. 

Как указывают многие исследователи, генетическая идентификация сортовой 

и внутрисортовой клональной вариабельности может быть осуществлена поэтапно с 

использованием нескольких типов молекулярных маркеров [21, 26, 27]. Показано, 

что различные AFLP, SAMPL, M-AFLP и ISSR маркеры помогают выявлять 

внутрисортовую генетическую вариабельность и характеризовать клоны с 

различными морфологическими и фенологическими признаками. 

Цель исследований – изучение влияния состава среды и температуры на 

сохранение жизнеспособности и генетической стабильности изучаемых генотипов 

растений in vitro при длительном депонировании. 

Материалы и методы исследований   

Исследования выполнены в лаборатории морфогенеза и депонирования 

растений in vitro ФГБУН «НБС-ННЦ» в 2022–2023 гг. по общепринятым в 

биотехнологии методикам, а также разработанными нами [13, 29]. В 

биотехнологических исследованиях по сохранению растительного материала 

использовали микропобеги in vitro земляники садовой (Fragaria × ananassa 

Dushesne, Rosaceae) сорт Белый Швед, розы садовой (Rosa sp., Rosaceae) сорт 

Наталья Муравская и инжира (Ficus carica L., Moraceae) сорт Наираннейший 

Фиолетовый. В качестве исходных эксплантов служили верхушки побегов длиной 

0,5 и 0,8 см, которые помещали на среду для сохранения. При этом выбранные 

исходные побеги не имели признаков физиологических нарушений, таких как 

оводнение, некроз верхушки, деградация хлорофилла. На этапе депонирования 

использовали питательную среду ¼ МС, дополненную сахарозой и ССС (BASF, 

Германия).  

В процессе исследований изучали влияние температуры и концентраций 

ретарданта в среде на физиологическую стабильность и ростовые процессы 
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эксплантов при длительном культивировании в условиях пониженной температуры. 

Для определения значения оптимальной температуры сохранения экспланты 

помещали на среду ¼ МС + 60,0 г/л сахарозы + 0,2 г/ССС и выставляли на 12 

месяцев в холодильные камеры LIEBHERR FKvsl 4113 (Австрия) с температурой 4, 6, 

8 или 10 °С. 

Для изучения влияния концентрации ССС в среде на физиологическую 

стабильность эксплантов в состав среды ¼ МС + 60,0 г/л сахарозы добавляли 0,2; 

0,4; 0,6; 0,8; 1,0 г/л ССС. Банки с эксплантами помещали в холодильники при 

оптимальной для каждого вида температуре: роза садовая и земляника садовая – 

6 °С, инжир – 8 °С. В течение срока депонирования определяли число 

жизнеспособных растений, осуществляли оценку общего состояния растений, 

которая включала состояние листьев и побегов, образование корней, адвентивное 

побегообразование, изменение окраски питательной среды. 

По завершении 12 месяцев депонирования оценивали способность 

эксплантов к органогенезу при культивировании на питательной среде с 

регуляторами роста в стандартных условиях. На этапе собственно 

микроразмножения в качестве эксплантов использовали верхушки микропобегов 

длиной 1,0 см с почкой (роза и инжир) или укороченный микропобег земляники 

садовой. Экспланты помещали на среду МС, дополненную 30,0 г/л сахарозы и 

регуляторами роста: 0,5 мг/л 6-БАП (6-бензиламинопурин) для розы садовой и 

земляники садовой и 0,75 мг/л для инжира. Экспланты в культуральных сосудах 

содержали в фитокапсуле при температуре 24 ± 1 С, 16-часовом фотопериоде и 

интенсивности освещения 37,5 мкМ м-2 с-1.
 Период культивирования составлял 45 

суток. Измеряли длину побегов, количество листьев, корней, количество 

дополнительных побегов. Все опыты проводили в трехкратной повторности, в 

каждой из которых было по 10 эксплантов.  

Оценку генетической стабильности культивируемого в различных условиях 

(ex situ и in vitro) материала розы садовой проводили с использованием пяти ISSR-

маркеров (таблица 1).  

 

Таблица 1 – ISSR-праймеры для постановки ПЦР 

Геномную ДНК выделяли из листьев с применением цетилтриметиламмоний 

бромида (2×ЦТАБ) c добавлением 2 %-го поливинилпирролидона (ПВП) [30]. 

Качество и количество полученной ДНК оценивали на спектрофотометре 

NanoPhotometer NP80 (Implen, Германия). Амплификацию проводили с применением 

набора BioMaster HS-Taq PCR (Биолабмикс, Российская Федерация) в соответствии 

с протоколом производителя на термоциклере C1000 ™ ThermalCycler (Bio-Rad, 

Сингапур). Условия реакции были следующими: 1) начальная денатурация ДНК при 

95 °С (5 мин); 2) 35 циклов 30 с при 95 °C, 1 мин при 55 °С, 1 мин при 72 °C; 3) 

окончательная элонгация при 72 °С (5 мин). Амплифицированные фрагменты 

анализировали с помощью генетического анализатора НАНОФОР 05 (Синтол, 

Россия), используя размерный стандарт СД-600. 

 

 

Название 

праймеров 
Нуклеотидная последовательность 

Флуорес- 

центная метка 

Tm, 

°С 

Ссылка на 

источник 

UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT R6G 55 Werner et 

al., 2015  UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC FAM 55 

UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT TAMRA 55 

UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC ROX 55 

UBC 815 CTC TCT CTC TCT CTC TG TAMRA 55 
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Результаты и их обсуждение 

В НБС-ННЦ разработан способ сохранения in vitro растений декоративных и 

плодовых субтропических культур [13], который был взят нами за основу 

проведения исследований по выявлению влияния температуры сохранения и 

концентрации ретарданта (ССС) в питательной среде на снижение кинетики роста и 

сохранение физиологической стабильности эксплантов изучаемых генотипов 

растений. Полученные данные показали, что в течение 12 месяцев на питательной 

среде при температурах 4, 6, 8 и 10 °С удалось поддерживать устойчивое 

жизнеспособное состояние сохраняемых эксплантов при низкой интенсивности 

ростовых процессов (рисунок 1). Установлены значения оптимальных температур 

депонирования in vitro, при которых в течение 12 месяцев сохранялась 

физиологическая стабильность эксплантов и снижалась кинетика роста. 

 

 
Рисунок 1 – Жизнеспособность эксплантов розы, земляники и инжира после 

12 месяцев сохранения в условиях генобанка in vitro при температуре  

4, 6, 8 и 10 °С 

 

Визуальная оценка эксплантов розы и земляники, культивируемых при 

температуре 4 и 6°С показала, что количество жизнеспособных эксплантов на 

протяжении 12 месяцев составляло 100 %. Средняя длина побега у розы по 

окончании 12 месяцев депонирования достигала 1,03–1,46 см, среднее количество 

листьев/побег 1,88–2,63 шт. (таблица 2, рисунок 2). Отмечали образование 

единичных корней длиной 0,3–0,4 см.  

 

Таблица 2 – Морфометрические показатели эксплантов розы, земляники и 

инжира после 12 месяцев депонирования при температуре 4, 6, 8 и 10 °С 

Т, °С Среда 
Длина побега, 

см 

Количество 
листьев/побег, 

шт. 

Количество 
дополнительных 
побегов/экспл., шт. 

Количество 
корней/побег, 

шт. 
Роза садовая, сорт Наталья Муравская  

4 
контроль 1,14 ± 0,03 2,88 ± 0,13 0,88 ± 0,13 1,14 ± 0,03 
0,2 г/л ССС 1,03 ± 0,02 1,88 ± 0,29 0,25 ± 0,25 1,03 ± 0,02 

6 
контроль 1,55 ± 0,02 3,0 ± 0,0 0 1,55 ± 0,02 
0,2 г/л ССС 1,46 ± 0,04 2,63 ± 0,26 0,5 ± 0,27 1,46 ± 0,04 

Земляника садовая, сорт Белый  
4 контроль 0,74 ± 0,01 1,50 ± 0,27 1,38 ± 0,18 3,25 ± 0,25 

0,2 г/л ССС 0,71 ± 0,02 1,25 ± 0,16 0,75 ± 0,31 3,38 ± 0,18 
6 контроль 0,98 ± 0,02 2,13 ± 0,13 1,0 ± 0,0 2,63 ± 0,26 

0,2 г/л ССС 0,81 ± 0,01 1,90 ± 0,16 0,50 ± 0,19 3,88 ± 0,29 
Инжир, сорт Наираннейший Фиолетовый  

8 контроль 1,10 ± 0,03 0,88 ± 0,13 0,0 0,0 
0,2 г/л ССС 0,92 ± 0,02 0,50 ± 0,19 0,0 0,0 

10 контроль 0,95 ± 0,02 1,76 ± 0,30 0,0 0,0 
0,2 г/л ССС 0,91 ± 0,03 1,0 ± 0,19 0,0 0,0 
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Рисунок 2 – Экспланты растений после 12 месяцев  

депонирования при различной температуре на среде ¼ МС + 60,0 г/л сахарозы + 0,2 г/л 

ССС 

 
Примечание. А – 4 °С роза садовая, Б – 6 °С земляника садовая, В – 8 °С инжир. Масштаб 1 см. 

 

У эксплантов земляники при температуре 4 и 6 °С также наблюдали 

незначительный рост побегов (0,73 см и 0,81 см), образование листьев в количестве 

1,5–2,13 шт./побег, единичных дополнительных побегов и корней у всех эксплантов 

(см. таблицу 2, рисунок 2). 

Однако, для эксплантов инжира сорта Наираннейший Фиолетовый 

температура 4 °С и 6 °С оказалась неэффективной: отмечали резкое снижение 

физиологической стабильности. Наблюдали появление на побеге отдельных 

участков коричневого цвета, некроз тканей и выделение фенолов в питательную 

среду, что снижало жизнеспособность эксплантов.  

Депонирование эксплантов розы и земляники при 8 °С и 10 °С незначительно 

снижало их жизнеспособность, которая составила 95,23 % и 97,47 % 

соответственно. При этом у эксплантов розы происходило отмирание и опадение 

листьев, ухудшение внешнего вида растений. Растения земляники образовывали 

мелкие листья на коротких черешках, количество корней составляло 5,38–6,38 шт., а 

их длина достигала 4,0–5,0 см. Наблюдали интенсивное выделение фенолов в среду. 

Все это способствовало снижению жизнеспособности эксплантов при увеличении 

времени депонирования и влияло на способность к последующему органогенезу.   

Экспланты инжира при температуре 8 °С и 10 °С на протяжении времени 

депонирования сохраняли зеленую окраску. Жизнеспособность – 95,30 % и 98,40 %. 

Среднее количество листьев составило 0,50–1,0 шт./побег, корни отсутствовали (см. 

таблицу 2). Незначительное потемнение среды отмечали при 10 °С. Таким образом 

по результатам эксперимента были выбраны значения оптимальной температуры 

для эксплантов розы и земляники 6 °С, и для эксплантов инжира 8 °С. 

Известно, что наряду с низкой положительной температурой наличие в среде 

ретардантов снижает интенсивность ростовых процессов и позволяет значительно 

увеличить время депонирования растительных объектов и сохранить 

физиологическую стабильность [24-27]. Экспланты розы, земляники и инжира 

культивировали в течение 12 месяцев на среде ¼ МС + 60,0 г/л сахарозы + 0,2–1,0 

г/л ССС при оптимальной температуре сохранения для каждого генотипа: роза и 

земляника 6 °С; инжир 8 °С. 

Установлено, что жизнеспособность эксплантов розы садовой по окончании 

депонирования in vitro составляла 99,13–100 % на всех вариантах питательной 

среды. Растения имели зеленую окраску. Наибольшее число листьев и единичные 

корни получены на среде, дополненной 0,4 г/л ССС (таблица 3). С увеличением 
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концентрации ССС в питательной среде до 0,8 и 1,0 г/л ССС наблюдали замедление 

роста побега, образование единичных листьев. Побеги оставались зелеными, однако 

их диаметр увеличился.  

Все экспланты земляники также оставались жизнеспособными (97,40 и 

100,0 %) на протяжении сохранения на всех вариантах среды. При этом длина побега с 

увеличением концентрации ССС уменьшалась в среднем с 0,75 до 0,58 см, среднее 

количество листьев – от 2,25 до 1,25 шт./побег. Образование адвентивных побегов и 

корней отмечали на всех вариантах питательной среды (см. таблицу 3). 

 

Таблица 3 – Морфометрические показатели эксплантов розы, земляники и 

инжира после 12 месяцев депонирования на среде ¼ МС, дополненной 0,0–1,0 

г/л ССС 

Параметр 
Концентрация ССС, г/л 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 

Роза садовая сорта Наталья Муравская  

Жизнеспособность, % 100,0 100,0 100,0 99,13 ± 0,44 100,0 100,0 

Длина побега, см 1,62 ± 0,02 1,55 ± 0,02 1,55 ±0,02 1,50 ± 0,03 1,46 ± 0,02 1,42 ± 0,03 

Количество 

листьев/побег, шт. 
1,13 ± 0,13 2,75 ± 0,16 1,88 ±0,35 1,13 ± 0,35 0,25± 0,16 0,25± 0,16 

Количество корней/побег, шт. 0 0 0,25 ± 0,16 0 0 0 

Земляника садовая сорта Белый Швед  

Жизнеспособность, % 100,0 100,0 100,0 100,0 97,40±0,31 97,20 ±0,29 

Длина побега, см 0,98 ± 0,02 0,75 ± 0,02 0,73 ± 0,02 0,70 ± 0,02 0,63 ± 0,02 0,58 ±0,01 

Количество листьев/побег, шт. 3,0 ± 0,0 2,25 ± 0,25 2,50 ±0,26 2,50 ± 0,27 1,75 ± 0,37 1,25 ± 0,26 

Количество адвентивных 

побегов/экспл., шт. 
0,75 ± 0,25 0,88 ± 0,13 1,0 ± 0,0 0,50 ± 0,19 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 

Количество корней, шт. 5,1 ± 0,19 3,0 ± 0,19 3,63 ± 0,32 3,13 ± 0,13 3,38 ± 0,26 4,0 ± 0,33 

Длина корня, см 3,38 ± 0,18 3,75 ± 0,16 3,25 ± 0,16 1,93 ± 0,29 1,03 ± 0,15 0,59 ± 0,03 

Инжир сорта Наираннейший Фиолетовый  

Жизнеспособность, % 70,0 ± 1,33 97,38 ± 0,82 97,75 ± 0,56 95,75 ± 0,49 99,50 ± 0,33 99,38 ± 0,42 

Длина побега, см 1,40 ± 0,03 1,29 ± 0,02 1,25 ± 0,02 1,15 ±0,02 1,15 ± 0,02 1,16 ± 0,02 

Количество листьев/побег, шт. 0,5 ± 0,19 1,0 ± 0,0 1,0 ±0,0 0,75 ± 0,16 0,88 ± 0,13 0,75 ± 0,16 

 

 С ростом концентрации ССС уменьшались размеры листа, длина черешка, 

окраска менялась от темно-зеленой к светло-зеленой. Растения выглядели 

угнетенными, но при этом сохраняли физиологическую стабильность. 

Жизнеспособность эксплантов инжира на протяжении 12 месяцев также 

оставалась высокой на всех вариантах питательной среды 95,75–99,75 %. Окраска 

побегов в основном была зеленая, однако наблюдали и участки коричневого цвета. 

С увеличением концентрации ССС уменьшалась средняя длина микропобегов от 

1,40 до 1,0 см (см. таблицу 3). Наличие в среде 0,8–1,0 г/л ССС способствовало 

минимизации роста, сохранению зеленой окраски эксплантов, отсутствию фенолов в 

среде. Таким образом, добавление в среду ретарданта способствовало сохранению 

жизнеспособности эксплантов исследуемых генотипов и увеличивало период 

беспересадочной культуры. 

После 12 месяцев депонирования жизнеспособные микропобеги переносили 

на питательную среду с регуляторами роста для каждого генотипа и помещали в 

стандартные условия культивирования для оценки морфогенетического потенциала. 

Анализ морфометрических параметров проводили после 45 суток культивирования. 

После первого субкультивирования 100 % эксплантов образовывали 

дополнительные микропобеги. Они имели насыщенный зеленый цвет, хорошо 

развитые листья. Однако процесс адвентивного образования замедлялся на 7–10 

суток по сравнению со стандартными условиями. Установлена зависимость 

количества адвентивных побегов от концентрации ССС в среде для сохранения. Так 

среднее количество адвентивных побегов без морфологических отклонений у розы 
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садовой 4,0–4,25 шт./побег получено после депонирования на среде ¼ МС+60,0 г/л 

сахарозы + 0,2 и 0,4 г/л ССС соответственно (рисунок 3).  

 
 

Рисунок 3 – Влияние концентрации ССС в среде при депонировании 

эксплантов розы, земляники и инжира в течение 12 месяцев на адвентивное 

побегообразование в стандартных условиях культивирования  

 

Побеги были зеленые, с листьями и черешками нормальной морфологии. 

Полученные в первом пассаже после сохранения на среде с 0,6; 0,8 и 1,0 г/л ССС 

микропобеги отличались более светлой окраской мелких листьев на коротких 

черешках. Для земляники максимальное количество дополнительных побегов 

(2,0 шт./побег) получено после сохранения на среде, дополненной 0,6 г/л ССС (см. 

рисунок 3). Однако побеги были оводненными. После депонирования на среде с 0,8 

и 1,0 г/л ССС растения в первом пассаже имели разные по форме листья – круглые и 

рассеченные, темно зеленые и светло зеленые с различной длиной черешков. Побеги 

инжира также отличались друг от друга в зависимости от концентрации ССС в 

среде для депонирования. Так, максимальное количество микропобегов без 

морфологических отклонений получено после депонирования на среде ¼ МС, 

дополненной 0,2 г/л ССС. В остальных вариантах опыта полученные побеги были 

оводненными с удлиненными междоузлиями.  

На основании полученных данных были рекомендованы температура и 

концентрация ССС в среде для сохранения жизнеспособности при депонировании и 

последующего размножения в стандартных условиях культивирования. Так, для 

эксплантов розы садовой сорта Наталья Муравская и земляники садовой сорта 

Белый Швед оптимальная температура сохранения составила 6 °С, концентрация 

ССС – 0,2–0,4 г/л; для эксплантов инжира сорта Наираннейший Фиолетовый – 8 °С, 

концентрация ССС – 0,2 г/л.  

Основной задачей при выращивании и мультипликации растений in vitro 

является сохранение генотипа исходных образцов. При вегетативном размножении и 

размножени клона увеличивается количество митотических делений клеток, что 

может увеличивать накопление мутаций. Это может привести к увеличению уровня 

генетического разнообразия [17, 28, 31, 32], что в свою очередь может повлечь 

потерю сортового фенотипа. 

В результате анализа, выполненого с пятью маркерами, детектировано от 6 до 

14 амплифицированных фрагментов размером от 71 до 735 п.н. Наиболее 

информативными маркерами оказались UBC 808, UBC 810 и UBC 811. Всего 

идентифицировано 47 фрагментов для образцов розы сорта Наталья Муравская в 

каждом из условий культивирования (рисунок 4).  
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Рисунок 4 – Результаты капиллярного электрофореза розы садовой сорта  

Наталья Муравская по 5 ISSR маркерам   

 
Примечание. А – образец ex situ, В – образец in vitro. 

 

При анализе электрофорреграмм амплифицированных фрагментов 

генетических различий между материнскими растениями (ex situ) и размножаемыми 

в культуре in vitro не обнаружено. ISSR-профили изученных растений полностью 

идентичны по количеству и длине ампликонов растениям исходных сортов. 

В настоящее время протоколы депонирования представлены для многих 

видов растений. Комплексное использование низкой температуры и наличие 

осмотиков и ретардантов в питательной среде позволяют сохранить 

физиологическую и генетическую стабильность растений [17, 21, 23, 27]. Однако 

встречаются данные, что применение питательных сред, содержащих высокие 

концентрации ССС, приводит к физиологическим изменениям, снижает 

регенерационный потенциал на последующих этапах микроразмножения и может 

приводить к генетическим нарушениям. Так, повышение концентрации ССС в среде 

приводило к полному или частичному повреждению эксплантов и дальнейшему 

снижению регенерационного потенциала двух сортов розы [25]. Наши исследования 

подтвердили влияние концентрации ССС в среде на качество полученных растений 

после первого субкультивирования на среде с регуляторами роста. После 12 месяцев 

сохранения все экспланты в первом пассаже образовывали адвентивные 

микропобеги. Однако у побегов исследуемых культур, депонируемых на среде с 0,6; 

0,8 и 1,0 г/л ССС, отмечали наличие удлинения междоузлий, пожелтение листьев, 

уменьшение диаметра побегов, изменение формы листа. Для снижения 

возникновения негативных последствий при последующем после длительного 

депонирования клональном микроразмножении рекомендовано использование 

низких (0,2–0,4 г/л) концентраций ССС.  

Выводы 

Установлено, что растения розы садовой, земляники садовой и инжира 

изучаемых сортов можно сохранять в течение 12 месяцев при температуре 6 и 8 °С 

на среде ¼ МС, дополненной 0,2 и 0,4 г/л ССС. Жизнеспособность эксплантов по 

окончании депонирования составила 97–100 %. После первого субкультивирования 

100 % эксплантов сохранили способность к адвентивному побегообразованию на 

средах с регуляторами роста в стандартных условиях культивирования. Полученные 
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микропобеги не имели морфологических отклонений после депонирования при 

используемых нами температуре и концентрации ССС в среде.  

Данные проведенного ISSR-анализа свидетельствуют о сохранении 

генетической стабильности после 12 месяцев депонирования (на примере розы 

садовой сорта Наталья Муравская) и о возможности использования приведенного 

способа для сохранения и последующего размножения растений. 
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UDC 504.73.57.085.2 

Ivanova N. N., Korzina N. V., Tsyupka V. A., Chelombit S. V. 

INFLUENCE OF IN VITRO PRESERVATION ON VIABILITY AND GENETIC 

STABILITY OF GARDEN PLANTS 
Summary. In vitro preservation is an affordable tool for protecting plant 

biological diversity. Nowadays, various methods of in vitro preservation are used. 

Currently, one of the most promising ways to preserve plant biodiversity is the creation of 

slow-growing in vitro collections. The aim of our work was to study the influence of the 

cultural medium composition and temperature on the preservation of viability and genetic 

stability of the researched plant genotypes in vitro during long-term deposition. In the 

research, microshoot tips of garden rose cv. ‘Natalia Muravskaya’ (Rosa sp.), garden 

strawberry cv. ‘Bely Shved’ (Fragaria × ananassa Dushesne), and fig cv. ‘Nayranneishy 

Fioletovy’ (Ficus carica L.) were used. Explants were deposited in vitro at temperatures of 

4, 6, 8 and 10° C on ¼ Murashige and Skoog medium supplemented with chlorocholin 

chloride (CCC) in various concentrations. Based on the analysis of the data obtained, we 

determined the optimal temperature and concentration of CCC in the culture medium and 

developed conditions for medium-term in vitro preservation of the cultivars of the studied 

genotypes. It was found that the addition of 0.2–0.4 g/L of CCC into the medium at a 

temperature of 6°C and 8°C contributed to 97-100 % preservation of explants of roses, 

strawberries and figs for 12 months, respectively. During preservation, the development of 

leaves, adventitious shoots and roots was observed. At the same time, the addition of CCC 

reduced growth processes in comparison with the control. After deposition, the microshoot 

tips were separated and transferred to culture media under standard cultivation 

conditions. It was shown that after the first subcultivation, 100 % of explants regenerated 

microshoots. Using ISSR analysis, it was revealed that garden rose microshoots after in 

vitro storage are completely identical to the original plants. The conducted studies have 

shown the effectiveness of the conditions used for in vitro storage of explants of the studied 

genotypes and confirmed the genetic stability of plants after 12 months of deposition using 

the example of garden rose. 

Keywords: Rosa sp., Fragaria × ananassa Dushesne, Ficus carica L., in vitro 

preservation, growth kinetics, retardant, ISSR analysis. 
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