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(OXYCOCCUS MACROCARPUS) В КУЛЬТУРЕ IN VITRO
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Настоящее исследование направлено на разработку системы микроразмножения пяти меж-

сортовых гибридов Oxycoccus macrocarpus, перспективных для выращивания на территории 
Западной Сибири. Все исследования по созданию методики размножения in vitro проведены 
на примере межсортового гибрида O.  macrocarpus Bergman  × Pilgrim. Гибриды Ben Lear  × 
Bergman, Ben Lear × Pilgrim, Pilgrim × Bergman и Pilgrim × Ben Lear размножены in vitro по 
разработанной для Bergman × Pilgrim технологии. Всхожесть семян гибридов в культуре in vitro 
составила от 35,29 до 80,00%. На этапе массового размножения установлено, что концентрация 
2‑изопентиладенина 0–10 мкМ не влияет на коэффициент размножения. Тестируемые значения 
рН (4,5–7,5) не вызывали гибель гибрида Bergman  × Pilgrim, что указывает на его устойчи-
вость в данном диапазоне рН. Отмечено активное корнеобразование на средах с цитокинином 
(100,0%), в связи с чем отдельной стадии укоренения микропобегов не требовалось. На этапе 
адаптации к условиям ex vitro установлено, что использование в качестве субстрата сфагнового 
мха является эффективным приемом. Жизнеспособность растений составила 86,0–93,0%. По-
казаны достоверные различия после этапа адаптации: по количеству побегов – между гибрида-
ми Bergman × Pilgrim (1,21 шт./побег) и Ben Lear × Bergman (7,00 шт./побег), по длине корней – 
между Bergman × Pilgrim (19,7 мм), Ben Lear × Bergman (39,4 мм) и Pilgrim × Bergman (53,4 мм). 
Применение методов in vitro для размножения и отбора генотипов является эффективным под-
ходом и может применяться в программах получения межсортовых гибридов O. macrocarpus.
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The present study is aimed at developing a micropropagation system for five intervarietal hybrids 

of Oxycoccus macrocarpus promising for cultivation in Western Siberia. All studies on the develop-
ment of in vitro propagation techniques were carried out on the example of the intervarietal hybrid  
O. macrocarpus Bergman × Pilgrim. Ben Lear × Bergman, Ben Lear × Pilgrim, Pilgrim × Bergman, 
and Pilgrim × Ben Lear hybrids were propagated in vitro using the technology developed for Berg-
man × Pilgrim. Seed germination of the hybrids in in vitro culture ranged from 35.29 to 80.00%. At 
the mass reproduction stage, it was found that concentrations of 2-isopentyl adenine 0–10 μM did not 
affect the reproduction rate. The tested pH values (4.5–7.5) did not cause the death of Bergman × Pil-
grim hybrid, indicating its stability in this pH range. Active root formation on the media with cytokinin 
(100.0%) was observed, and therefore a separate stage of rooting of microshoots was not required. 
During the ex vitro adaptation phase, it was found that the use of sphagnum moss as a substrate served 
as an effective technique. The plant viability was 86.0–93.0%. Significant differences after the adapta-
tion stage were shown: in shoot number between Bergman × Pilgrim (1.21 pcs./shoot) and Ben Lear × 
Bergman (7.00 pcs./shoot) hybrids, in root length between Bergman × Pilgrim (19.7 mm), Ben Lear × 
Bergman (39.4 mm) and Pilgrim × Bergman (53.4 mm). The use of in vitro methods for propagation 
and selection of genotypes is an effective approach and can be applied in programs to obtain interva-
rietal hybrids of O. macrocarpus.
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ВВЕДЕНИЕ

За почти 200-летний период возделыва-
ния клюквы крупноплодной  – Oxycoccus 
macrocarpus (Aiton) Pursh – в результате от-
бора в природе и межсортовой гибридизации 
выведено более 100 сортов1. Территория За-
падной Сибири характеризуется коротким ве-
гетационным периодом, недостаточным ко-
личеством тепла летом и суровой зимой, поэ-
тому создание районированного ассортимен-
та клюквы на основе испытания инорайон- 
ных сортов, а также межвидовой, меж- и вну-
триродовой гибридизации с участием клюк-
вы крупноплодной считается актуальной за-
дачей.

В результате исследований установлено, 
что наиболее скороспелыми, крупноплодны-
ми и урожайными интродуцированными сор- 
тами клюквы крупноплодной на юге Запад-
ной Сибири являются Bergman, Ben  Lear и 
Pilgrim [1]. Создание на их основе новых для 
Сибири межсортовых гибридов – перспектив-
ное направление в селекции клюквы. Такие 
гибриды созданы в Центральном сибирском 

ботаническом саду Сибирского отделения 
Российской академии наук (ЦСБС СО РАН).

Клонирование новых отборных образцов 
клюквы в культуре in vitro имеет преимуще-
ство перед традиционными методами раз-
множения, позволяя быстро и массово раз-
множить ценный селекционный материал. 
Хотя существует ряд работ о размножении 
в культуре in vitro различных видов родов 
Vaccinium L. и Oxycoccus Hill [2–6], лишь не-
многие из них посвящены культивированию 
O. macrocarpus. Для размножения представи-
телей родов Vaccinium и Oxycoccus в культуре 
in vitro чаще используют питательные среды 
по прописи Андерсона (A)2, Мурасиге и Ску-
га (MС)3 и МакКауна (WPM)4, дополненные 
зеатином, тидиазуроном или 2‑изопентила-
денином  (ИПА). Помимо состава основной 
питательной среды и регуляторов роста, еще 
одним фактором, влияющим на микроразмно-
жение растений, служит концентрация ионов 
водорода в среде (рН). Как правило, pH в ди-
апазоне 5,5–5,8 рекомендован для культиви-
рования in vitro большинства видов растений. 
Однако наиболее эффективное значение pH 

1Интродукция нетрадиционных плодовых, ягодных и овощных растений в Западной Сибири / ред.: И.Ю. Коропачин-
ский, А.Б. Горбунов. Новосибирск: Гео, 2013. 290 с.

2Anderson W.C. Propagation of rhododendrons by tissue culture. Part 1: Development of a culture medium for multiplication of 
shoots // Combined Proceedings – International Plant Propagators′ Society. 1975. Vol. 25. P. 129–135.

3Murashige T., Skoog F. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures // Physiologia Plantarum. 
1962. Vol. 15. N 43. P. 473–497.

4Lloyd G., McCown B. Commercially-feasible micropropagation of mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot tip cul-
ture // Combined Proceedings – International Plant Propagators′ Society. 1980. Vol. 30. P. 421–427.
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специфично для отдельных видов растений и 
даже сортов и должно быть определено экспе-
риментально. Для ацидофильных растений, 
таких как клюква, оптимальная величина рН 
почвы составляет менее 5,5 [7], что следует 
учитывать при культивировании in vitro. На-
пример, показано, что на пролиферацию по-
бегов Vaccinium vitis-idaea L. сортов Koralle и 
Red Pearl с использованием одноузловых сег-
ментов, полученных in vitro, заметно влияли 
как сортовые особенности, так и рН среды5. 
Таким образом, скрининг клюквы, в том чис-
ле в культуре in vitro, на устойчивость к раз-
личным значениям рН необходим при выве-
дении новых сортов, адаптированных к поч- 
вам с высоким рН.

Цель исследования – изучение особенно-
стей размножения in vitro и адаптации к усло-
виям ex vitro межсортовых гибридов O. mac-
rocarpus, перспективных для выращивания 
на территории Западной Сибири.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Материалом для введения в культуру in 
vitro послужили гибридные семена O.  mac-
rocarpus, полученные в комбинациях меж-
сортовых гибридов Bergman  × Pilgrim 
(2018  г.) и Ben Lear  × Bergman, Ben Lear  × 
Pilgrim, Pilgrim × Bergman, Pilgrim × Ben Lear 
(2020  г.) на экспериментальном участке ла-
боратории интродукции пищевых растений 
ЦСБС СО РАН.

Все исследования по клональному микро-
размножению проведены на межсортовом 
гибриде O.  macrocarpus Bergman  × Pilgrim. 
Остальные гибриды размножены и адаптиро-
ваны по аналогичной схеме (данные приве-
дены только по прорастанию семян и этапу 
адаптации к условиям ex vitro).

В работе использовали семена из свежесо-
бранных плодов. Стерилизацию семян про-
водили 20%‑м раствором Domestos (Unilever, 
Великобритания) в течение 20 мин с последу-
ющим трехкратным промыванием стерильной 
дистиллированной водой. Проращивали семе-
на на 0,6%‑м водном агаре в следующих ус-

ловиях: температура 24 ± 1 °С, фотопериод – 
16/8  ч свет/темнота, освещенность 2–3  клк. 
Через месяц культивирования проростки пе-
ресаживали на питательную среду А, допол-
ненную 5 мкМ ИПА, сахарозой 3%‑й, агаром 
0,6%‑м. Для оценки влияния ИПА на побего-
образование использовали концентрации 5, 10 
и 15  мкМ. Контролем послужила безгормо-
нальная среда А. Для оценки влияния pH на 
рост и развитие побегов и корневой системы 
применяли питательную среду  А, дополнен-
ную 5  мкМ ИПА с различными значениями 
pH (4,5; 5,5; 6,5 и 7,5) и добавлением различ-
ного количества агара (0,8; 0,6 и 0,4 г/л).

Адаптация растений-регенерантов прохо-
дила в пластиковых контейнерах, наполнен-
ных сфагновым мхом и установленных на 
стеллаже в адаптационной комнате. Условия: 
температура 24 ± 1 °С, фотопериод – 16/8 ч 
свет/темнота, освещенность 2–3  клк. Перед 
высадкой в субстрат делали прищипку кор-
ней гибридов для удобства высадки. Первые 
14  дней адаптации контейнеры накрывали 
прозрачными крышками для создания повы-
шенной влажности. Через 21 день адаптации 
осуществляли еженедельную корневую под-
кормку препаратом Bona Forte для азалий 
(серия Красота, Русинхим, Россия) в концен-
трации, рекомендованной производителем. 
Через 1,5 мес адаптированные растения вы-
саживали в почвенный субстрат, состоящий 
из нейтрального и кислого торфа в соотноше-
нии 2 : 1, и выращивали в условиях теплицы.

Измерения проводили в двух повторно-
стях по 30  микропобегов в эксперименте 
через 60 дней культивирования. Статистиче-
скую обработку результатов и анализ полу-
ченных данных выполняли с использованием 
программы Microsoft Excel 7.0 и Statistica 6.0 
(тест Дункана, факторный дисперсионный 
анализ ANOVA, p ≤ 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Всхожесть гибридных семян O. macrocar-
pus в культуре in vitro составила от 35,29 до 
80,00% (см. табл.  1). Наименьшей всхоже-

5Ostrolucká M.G., Gajdošová A., Ondruskova E., Lateèková M., Libiaková G. Effect of medium pH on axillary shoot prolifera-
tion of selected Vaccinium vitis-idaea L. cultivars // Acta Biologica Cracoviensia. Series Botanica. 2010. Vol. 52 (2). P. 92–96.
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стью характеризовались семена, где мате-
ринским растением выступал сорт Ben Lear 
(35,29–36,84%).

Проращивание семян в культуре in vitro 
в первую очередь позволило преодолеть не-
гативное влияние различных факторов на 
всхожесть семян и жизнеспособность про-
ростков на начальных этапах развития, со-
хранить уникальный генетический мате-
риал. В своем исследовании В.В.  Черник 

с соавт.6 использовали модифицирован-
ные питательные среды  А и МС и доказа-
ли их эффективность при проращивании 
гибридных семян O.  macrocarpus  × V.  viti- 
sidaea в культуре in vitro. Отмечена эффек-
тивность применения 0,6%‑го агара для про-
ращивания семян трехвидовых гибридов 
рода Vaccinium [8].

На этапе размножения in vitro нами было 
исследовано влияние ИПА на показатели ро-
ста и развития O.  macrocarpus (см. табл.  2). 
Установлено, что концентрация цитокинина 
достоверно не влияла ни на один из изучае-
мых параметров. На всех испытанных средах, 
в том числе на среде с максимальным значе- 
нием ИПА (10 мкМ), через 2 мес культивирова-
ния наблюдалось активное корнеобразование.

Ранее для O.  macrocarpus сорта Howes 
показано, что самый высокий коэффициент 
размножения был получен на среде A с кон-
центрацией зеатина 1 мг/л, а дальнейшее уве-
личение концентрации до 2 мг/л не оказало 
заметного влияния на количество побегов7. 
Нами отмечено активное корнеобразование 
у изучаемых гибридов на средах с цитокини-
ном, в связи с чем отдельной стадии укоре-
нения микропобегов не требовалось. Анало-
гичные данные получены S.C. Debnath8, кото-

Табл.  2 .  Влияние концентрации ИПА на показатели роста и развития гибрида O. macrocarpus 
Bergman × Pilgrim в культуре in vitro
Table 2.  Effect of 2-iP concentration on the growth and development performance of O. macrocarpus 
Bergman × Pilgrim hybrid in in vitro culture

Параметр Концентрация ИПА, мкМ
0 1 5 10

Количество побегов, шт./экспл. 1,24 ± 0,12 a 1,30 ± 0,45 a 1,45 ± 0,30 a 1,35 ± 0,10 a
Высота побегов, мм 32,9 ± 5,3 a 30,0 ± 6,5 a 29,9 ± 4,7 a 31,6 ± 3,2 a
Количество листьев, шт./побег 11,33 ± 1,23 a 11,45 ± 2,01 a 10,63 ± 2,12 a 10,85 ± 1,90 a
Укореняемость, % 100 a 100 a 100 a 100 a
Количество корней, шт./побег 5,36 ± 1,24 a 4,12 ± 1,15 a 5,13 ± 2,05 a 4,67 ± 1,30 a
Средняя длина корней, мм 31,4 ± 2,8 a 28,1 ± 3,3 a 33,2 ± 3,2 a 27,5 ± 3,2 a

Примечание.  Здесь и в табл. 3, 4: значения, за которыми следует одна и та же буква (буквы), существенно не разли-
чаются при p  ≤  0,05 в соответствии с тестом Дункана.

6Черник В.В., Черник В.Ф., Морозов  О.В. Культура гибридных семян Oxycoccus macrocarpus Pursch.  × Vaccinium vi-
tis-idaea L. in vitro // Вестник Белорусского государственного университета. Сер. 2: Химия. Биология. География. 1993. № 1. 
С. 29–31. 

7Sedlak J., Paprstein F. Micropropagation of cranberry (Vaccinium macrocarpon) through shoot tip cultures: Short communica-
tion // Horticultural Science. 2011. Vol. 38. N 4. P. 159–162.

8Debnath S.C. Zeatin-induced one-step in vitro cloning affects the vegetative growth of cranberry (Vaccinium macrocarpon Ait.) 
micropropagules over stem cuttings // Plant Cell, Tissue and Organ Culture. 2008. Vol. 93. P. 231–240.

Табл.  1 .  Число завязавшихся плодов, суммар-
ное количество семян и процент их прораста-
ния у межсортовых гибридов O. macrocarpus в 
культуре in vitro
Table 1.  Number of the set fruit, total number 
of seeds and germination percentage in the 
intervarietal hybrids of O. macrocarpus in in vitro 
culture

Образец
Число 
ягод, 
шт.

Суммар-
ное ко-

личество 
семян, 

шт.

Количество 
проросших  

семян, шт./% 

Bergman × Pilgrim
Ben Lear × Bergman
Ben Lear × Pilgrim
Pilgrim × Bergman
Pilgrim × Ben Lear

2
3
4
1
2

43
17
38
21
15

28/65,12
6/35,29
14/36,84
16/76,19
12/80,00
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рый предложил одноэтапный способ размно-
жения клюквы.

Нами проведена оценка жизнеспособно-
сти, роста и развития гибрида O. macrocarpus 
Bergman × Pilgrim при различных значениях 
pH (см. табл. 3, рисунок). Выявлено, что pH 
и содержание агара в питательной среде су-
щественно влияют на изучаемые показатели. 
Так, при увеличении pH до 7,5 образования 
корней на микропобегах не  наблюдали, при 
всех остальных испытанных режимах дан-
ный показатель составил 100,0%. Наиболь-
шие показатели развития надземной и под-
земной частей отмечены на питательной сре-
де со значением pH 6,5 при добавлении 6 г/л 
агара. В целом гибрид O. macrocarpus Berg-
man × Pilgrim проявил хороший рост и раз-
витие в диапазоне pH 4,5–6,5. Дальнейшее 
увеличение значения pH приводило к сниже-
нию высоты побегов, количества листьев и 
жизнеспособности (до 69,2%).

Ранее для трех видов рода Vaccinium пока-
зано, что при повышении значения pH до 6,0 
происходит увеличение длины побегов и коли-
чества узлов на побеге [9], для V. corymbosum 
сорта Liberty установлено, что pH достоверно 
не влияет на высоту побегов [10]. Согласно 

данным G. Staniene и R. Stanyte9, pH субстра-
та влияет на длину микропобегов клюквы как 
ex vitro, так и in vitro. По результатам прове-
денных ранее исследований, параметры ро-
ста V. ashei сорта Climax и V. corymbosum сор- 
та Chaoyue 1 в условиях ex vitro значительно 
снижались при рН 6,0 [11].

Питательная среда А, дополненная мини-
мальной концентрацией ИПА (1  мкМ), вы-
брана нами как оптимальная и использована 
для культивирования межсортовых гибри-
дов O. macrocarpus Ben Lear × Bergman, Ben 
Lear × Pilgrim, Pilgrim × Bergman и Pilgrim × 
Ben Lear.

На этапе адаптации к условиям ex vitro 
обнаружено, что использование в качестве 
субстрата сфагнового мха является эффек-
тивным приемом (см. табл.  4). Жизнеспо-
собность растений в данном случае соста-
вила 86,0–93,0%. Показаны достоверные 
различия по количеству развившихся побе-
гов только между гибридами Bergman × Pil-
grim (1,21 шт./побег) и Ben Lear × Bergman 
(7,00  шт./побег), по длине корней  – между 
Bergman  × Pilgrim (19,7  мм), Ben Lear  × 
Bergman (39,4 мм) и Pilgrim  × Bergman 
(53,4  мм). В целом следует отметить, что 

Табл.  3 .  Влияние pH питательной среды и концентрации агара на показатели роста и развития 
гибрида O. macrocarpus Bergman × Pilgrim в культуре in vitro (А + 5 мкМ ИПА)
Table 3.  Effect of pH and agar concentration on the growth and development of O. macrocarpus 
Bergman × Pilgrim hybrid in in vitro culture (A + 5 μM 2-iP)

Параметр

pH
4,5 5,5 6,5 7,5

Агар, г/л
6 8 6 6 4 6 4

Жизнеспособность, % 95,7 100 100 94,1 80,0 91,7 69,2

Количество побегов, 
шт./экспл. 1,18 ± 0,08 a 1,15 ± 0,08 a 1,17 ± 0,08 a 1,25 ± 0,11 a 1,25 ± 0,13 a 1,00 ± 0,00 a 1,22 ± 0,15 a
Высота побегов, мм 19,3 ± 3,1 bc 22,9 ± 1,8 b 22,3 ± 2,8 bc 35,9 ± 5,6 a 14,4 ± 2,4 bc 10,4 ± 3,9 c 16,9 ± 5,1 bc
Количество листьев, 
шт./побег 7,36 ± 0,73 b 6,85 ± 0,37 bc 7,50 ± 0,84 b 10,00 ± 0,89 a 5,00 ± 0,39 c 4,82 ± 0,81 c 6,11 ± 0,89 bc
Укореняемость, % 100 100 100 100 100 0 0
Количество корней, 
шт./побег 2,41 ± 0,29 b 2,95 ± 0,26 b 2,83 ± 0,34 b 4,00 ± 0,32 a 2,42 ± 0,26 b 0 c 0 c
Средняя длина кор-
ней, мм 31,6 ± 1,8 b 28,3 ± 1,7 b 27,8 ± 2,5 b 39,0 ± 2,5 a 18,4 ± 2,1 c 0 d 0 d

9Staniene G., Stanyte R. Adaptation of American cranberry to substrate pH in vitro and ex vitro // Žemes ukio mokslai. 2007. 
Vol. 14. P. 40–44.
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на этапе адаптации в сфагновом мхе проис-
ходит увеличение количества корней, а не 
их средней длины (данные не  приведены). 
Далее растения были высажены в кассеты с 
торфяным субстратом и успешно выращены 
в условиях теплицы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате исследования разработана 
методика размножения in vitro и адаптации к 
условиям ex vitro для пяти межсортовых ги-
бридов O.  macrocarpus, перспективных для 
выращивания на территории Западной Сиби-
ри. Показано, что применение методов раз-

а                                       б

в                                       г

Этапы размножения in vitro и адаптации к условиям ex vitro гибрида O. macrocarpus Bergman × 
Pilgrim:
а – семена; б – микропобеги на среде А, дополненной 5 мкМ ИПА; в – растения-регенеранты в конце этапа 
адаптации в сфагновом мхе; г – растения на этапе выращивания в торфяном субстрате
Stages of in vitro propagation and adaptation to ex vitro conditions of O. macrocarpus Bergman × Pilgrim:
а – seeds; б – microshoots on the medium A supplemented with 5 μM 2-iP; в – regenerated plants at the end of the 
stage of adaptation in sphagnum moss; г – plants at the stage of cultivation in a peat substrate

Табл.  4 .  Параметры роста и развития межсортовых гибридов O. macrocarpus после адаптации к 
условиям ex vitro в сфагновом мхе
Table 4.  Growth and development parameters of the intervarietal hybrids of O. macrocarpus after 
adaptation to ex vitro conditions in sphagnum moss

Гибрид
Жизнеспо-
собность, 

%

Количество  
побегов,  

шт./экспл.

Высота побегов, 
мм

Количество  
листьев,  

шт./побег

Максимальная  
длина корней, мм

Bergman × Pilgrim 93 1,21 ± 0,31 b 125,5 ± 6,1 a 23,13 ± 1,31 a 19,7 ± 5,4 c

Ben Lear × Bergman 87 7,00 ± 1,33 a 124,7 ± 7,9 a 21,14 ± 1,77 a 39,4 ± 4,1 b

Ben Lear × Pilgrim 86 6,20 ± 0,66 ab 118,6 ± 8,4 a 19,60 ± 2,01 a 42,0 ± 4,5 ab

Pilgrim × Bergman 90 5,40 ± 0,60 ab 132,3 ± 8,6 a 23,20 ± 1,16 a 53,4 ± 9,2 a

Pilgrim × Ben Lear 92 6,60 ± 0,75 ab 138,2 ± 7,2 a 22,60 ± 1,50 a 44,4 ± 1,4 ab
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множения и отбора генотипов в культуре in 
vitro является эффективным подходом и мо-
жет быть использовано в программах получе-
ния межсортовых гибридов O. macrocarpus.
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