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ВВЕДЕНИЕ 
 

Актуальность темы. Представители рода Рододендрон (Rhododendron L.) 

семейства вересковых (Ericaceae) насчитывают около 1000 видов (Chamberlain 

et al., 1996) и множество сортов, гибридов и форм. Благодаря высочайшим деко-

ративным свойствам, рододендроны широко используются в озеленении и 

ландшафтном дизайне в Европе и Северной Америке, однако, невысокая мо-

розоустойчивость многих сортов ограничивает их культивирование в суровых 

климатических условиях Западной Сибири. Во флоре Сибири и Дальнего 

Востока встречаются 16 видов рододендронов, включая Rhododendron 

dauricum L., R. sichotense Pojark и R. schlippenbachii Maxim., которые отлича-

ются не только высокой декоративностью, но и характеризуются морозо-

устойчивостью и способностью произрастать на слабокислых почвах. Кроме 

того, значительный интерес представляют вечнозеленые сорта, например, се-

вероамериканский гибрид R. catawbiense cv. Grandiflorum, как перспективный 

источник признаков устойчивости к низким температурам и высокой инсоля-

ции. Указанные генотипы рододендронов могут быть не только рекомендова-

ны для выращивания в сибирских условиях, но и служить исходным материа-

лом для дальнейшей селекции и получения новых сортов на их основе.  

Наиболее эффективным методом массового воспроизводства рододенд-

ронов в настоящее время является клональное микроразмножение (Briggs, 

1988; Preece, Immel, 1991; Hsia, Korban, 1997; Pavingerova, 2009). Однако, для 

большинства дикорастущих видов Сибири и Дальнего Востока эти техноло-

гии не разработаны. Применение протоколов, используемых для микрораз-

множения вечнозеленых видов и сортов, может быть неэффективно из-за ге-

нотипических различий этих растений. 

Морфогенез растений in vitro является ключевым процессом как для 

разработки эффективных протоколов клонального микроразмножения цен-

ных генотипов, так и для познания фундаментальных основ биологии разви-

тия растений. Несмотря на значительное количество публикаций по микро-
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размножению рододендронов (Eeckhaut et al., 2010), имеющиеся единичные 

данные гистологических исследований, не дают представления о процессах 

клеточной детерминации и морфологической дифференциации, связанных с 

побегообразованием de novo.  

Цель и задачи исследования. Цель работы – выявить особенности орга-

ногенеза побегов in vitro морозоустойчивых видов и сортов рододендронов и 

разработать эффективные технологии их клонального микроразмножения. 

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 

• создать системы регенерации побегов из проростков, листовых и фло-

ральных эксплантов с использованием различных регуляторов роста;  

• исследовать влияние тидиазурона на процессы инициации морфоге-

неза в культуре in vitro; 

• установить тип и последовательность этапов морфогенеза из листо-

вых эксплантов на основе морфогистологического анализа; 

• разработать протоколы клонального микроразмножения морозо-

устойчивых видов и сортов рода Rhododendron, включающие эффек-

тивные приемы укоренения и адаптации регенерантов. 

Основные положения диссертации, выносимые на защиту:  

1. Инициация процессов регенерации побегов de novo в культуре листо-

вых эксплантов R. sichotense и R. catawbiense «Grandiflorum» происхо-

дит в эпидермальном слое адаксиальной стороны основания листовой 

пластины, при этом видовые различия проявляются на дальнейших эта-

пах морфогенеза: появлению почек у R. sichotense предшествует обра-

зование протуберанцев на поверхности листовых эксплантов, а органо-

генез у R. catawbiense «Grandiflorum» проходит через формирование 

эмбриоидоподобных структур. 

2. Предкультивирование флоральных эксплантов R. dauricum и R. sichotense 

на безгормональных средах с последующим переносом на индукцион-

ные среды, содержащие регуляторы роста, позволяет ускорить получе-

ние морфогенного ответа и увеличить частоту регенерации.  
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Научная новизна работы. Впервые проведена оценка морфогенетиче-

ского потенциала различных типов эксплантов в зависимости от действия ре-

гуляторов роста и генотипов рододендронов. Установлена эффективность ис-

пользования синтетического регулятора роста – тидиазурона – путем им-

пульсной обработки или при внесении в среды для стимуляции побегообразо-

вания в культуре in vitro. Впервые проведен гистологический анализ хроноло-

гической последовательности этапов морфогенеза при регенерации побегов 

из листовых эксплантов R. sichotense и R. сatawbiense «Grandiflorum». 

Практическая значимость. Разработаны протоколы клонального мик-

роразмножения с использованием различных типов эксплантов (семена, ли-

стья, флоральные экспланты) высоко декоративных морозоустойчивых пред-

ставителей рода Рододендрон: R. dauricum, R. sichotense, R. schlippenbachii,  

R. catawbiense «Grandiflorum» и R. «Pohjola's Daughter», включающие получе-

ние стерильных культур, оптимизацию и разработку состава индукционных 

сред для запуска процессов прямого органогенеза, укоренение и адаптацию 

регенерантов к условиям ex vitro. Использование импульсной обработки ре-

гуляторами роста, а также предкультивирования на безгормональных средах 

позволяет существенно сократить продолжительность некоторых этапов кло-

нального микроразмножения. Оптимизирован процесс укоренения и адапта-

ции регенерантов к условиям ex vitro. Созданная эффективная система реге-

нерации из листовых эксплантов является основой для дальнейшего полу-

чения новых форм и сортов рододендронов с помощью агробактериальной 

трансформации. 

Апробация работы. Основные результаты исследований были пред-

ставлены на I Всероссийской научно-практической конференции «Ботаниче-

ское образование в России: прошлое, настоящее, будущее» (Новосибирск, 

2013); Международной научно-практической конференции «Состояние и пер-

спективы сибирского садоводства» (Барнаул, 2013); Всероссийской молодеж-

ной конференции участием иностранных ученых «Растительный мир Север-
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ной Азии: проблемы изучения и сохранения биоразнообразия» (Новосибирск, 

2013); X Международной конференции «Биология клеток растений in vitro и 

биотехнология» (Казань, 2013); Международной научной конференции по 

биологии и биотехнологии растений (Алматы, 2014); III(V) Всероссийской 

молодежной конференции с участием иностранных ученых «Перспективы 

развития и проблемы современной ботаники» (Новосибирск, 2014). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 7 работ, в том 

числе 2 – в рецензируемых журналах, рекомендованных ВАК. 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, 6 

глав, выводов, списка литературы и приложения. Библиографический список 

включает 214 источников, из них – 159 на иностранном языке. Работа изло-

жена на 128 страницах, содержит 15 таблиц и 26 рисунков. 

Благодарности. Автор выражает искреннюю благодарность своему на-

учному руководителю д.б.н. Новиковой Татьяне Ивановне за оказанную по-

мощь и руководство в процессе выполнения и написания диссертации. Выра-

жаю признательность д.б.н., проф. Вере Алексеевне Черемушкиной за кон-

сультации и обсуждение результатов; с.н.с. Красникову Александру Анатоль-

евичу за помощь и технические консультации при работе с микроскопиче-

ским оборудованием ЦКП ЦСБС СО РАН, а также благодарю всех сотрудни-

ков лаборатории биотехнологии за поддержку и ценные советы. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Таксономия рода Rhododendron 
 

Род Rhododendron – крупнейший в семействе Вересковых (Ericaceae 

Juss.), который включает в себя, по разным оценкам, от 800 до 1300 вечнозе-

леных, полувечнозеленых и листопадных видов и более 10 000 сортов (Конд-

ратович, 1981; Chamberlain, 1982, 1996). На территории Российской Федера-

ции произрастают 16 видов рододендронов, причем 13 из них встречаются, 

только в Сибири и на Дальнем востоке (Растительные ресурсы, 2009). В связи 

с большой изменчивостью видов, входящих в род Rhododendron, сложно ус-

тановить филогенетические отношения внутри рода. До сих пор не существу-

ет единой общепризнанной классификации рода Rhododendron. Созданные 

ранее на основе морфологических и анатомических признаков классификации 

рода, в настоящее время уточняются, дополняются, а иногда и пересматрива-

ются на основе современных биохимических и молекулярно-генетических 

данных.  

Существуют две основные классификации рода Rhododendron. Отечест-

венные авторы выделяют в роде Rhododendron 9 подродов, которые разделя-

ются на ряды, так, изучаемые виды R. dauricum L., R. sichotense Pojark состав-

ляют ряд Daurica Pojark подрода Rhodorastrum (Maxim.) Drude. R. schlippen-

bachii относят к подроду азалиевых Nomazalea, R catawbiense – к подроду 

вечнозеленых Hymenanthes (Пояркова, 1952). 

Альтернативная система рода Rhododendron, основанная на анатомо-

морфологических признаках, принята в западных странах и Китае (Chamber-

lain, 1996). Согласно этой классификации R. dauricum и R. sichotense относят к 

подроду Rhodorastra секции Rhododendron, R. schlippenbachii входит секцию 

Sciadorodian подрода Pentanthera, а R. catawbiense – в секцию Pontica подрода 

Hymenanthes. Основываясь на данных, полученных в результате секвенирова-

ния ядерной ДНК различных видов рододендронов, американские исследова-
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тели внесли изменения в классификацию Д. Чемберлена (рис. 1). Авторы не 

выделяют подрод Pentanthera, как самостоятельный, а секцию Sciadorodian 

включают в подрод Azaleastrum, что согласуется с данными М.А. Александ-

ровой (1975), Е.А. Карповой и А.В. Каракулова (Карпова, Каракулов, 2013). 

 

 
 

Рис. 1. Таксономия рода Rhododendron (Goetsch et al., 2005) 

 

Систематическое положение R. sichotense долгое время определяли на 

уровне подвида R. dauricum (Ворошилов, 1982), одновременно с этим сущест-

вовало мнение о самостоятельности этих видов (Пояркова, 1952; Александро-
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ва, 1975, 1976). В изданиях «Сосудистые растения советского Дальнего Вос-

така» (Хохряков, Мазуренко, 1991) и «Флора Сихотэ-Алинского биосферного 

заповедника» (Галанин и др., 2004) R. sichotense описан как подвид R. 

mucronulatum, в то время как некоторые авторы считают все три дальнево-

сточных вида самостоятельными (Вологдина, 2007; Усенко, 2010, Тихонова, 

2013). Современные исследования состава и содержания фенольных соедине-

ний, а также генома R. dauricum и R. sichotense указывают на недавнее обо-

собление этих видов, но для выявления четкой обособленности необходимо 

проведение популяционно-генетических исследований на основе методов, по-

зволяющих провести скрининг всего генома (ISSR, RAPD или AFLP) (Куцев, 

Каракулов, 2010). 

 

1.2. Эколого-биологические особенности исследуемых видов 
 

Естественные ареалы представителей рода рододендрон располагаются 

в основном в холодных и умеренных областях северного полушария (рис. 2). 

Родиной большинства известных ныне видов является Восточная Азия. Их 

ареал включает бассейны больших рек, берущих начало в горах Тибета, за-

падные провинции Китая Сычуань и Юньнань, Корею и Японию, полуостров 

Камчатка, Новую Гвинею и северную Австралию. В Европе обнаружено 

лишь 9 дикорастущих видов, в Северной Америке – 29 видов (в основном, на 

побережье Тихого и Атлантического океанов). В Южной Америке и Африке в 

естественных условиях рододендроны не встречаются.  

Из изучаемых нами видов дикорастущие полувечнозеленые (R. dauricum, 

R. sichotense) и листопадные (R. schlippenbachii) распространены в Азиатской 

части России, естественный ареал вечнозеленого R. catawbiense находится в 

Северной Америке. 

R. sichotense произрастает на каменистых склонах и гребнях, на скалах 

и крупнокаменистых россыпях восточных склонов Сихотэ-Алиня. Образует 

подлесок в горных лиственничных и темнохвойных лесах. Обильно цветет 
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только на открытых местах. Предпочитает слабокислые или нейтральные 

почвы. 

 
 

Рис. 2. Области распространения дикорастущих видов рододендронов (Berg, 1969) 
 

При изучении полиморфизма по окраске венчика некоторые авторы вы-

деляют несколько разновидностей и форм у R. sichotense:  

1) R. sichotense var. roseuflora Vrisch – рододендрон сихотинский ро-

зовоцветковый;  

2) R. sichotense var. roseo-ochroleuflora Vrisch – рододендрон сихо-

тинский кремовоцветковый.  

Выделены две сезонные формы у рододендрона сихотинского:  

1) R. sichotense f. praecox Vrisch – раннецветущая;  

2) R. sichotense f. serotinus Vrisch – позднецветущая.  

Разница в сроках цветения этих форм составляет 10–20 дней. Существу-

ют и переходные формы по срокам цветения. Представляют определенный 

интерес с точки зрения декоративности экземпляры, встречающиеся преимуще-
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ственно в высокогорьях, у которых мелкие светло-пурпурные цветки до 1,5 см в 

диаметре и, как корреляционный признак, листья почти округлой формы. Ро-

додендрон сихотинский форма мелкоцветковая – R. sichotense f. parviflorus 

Vrisch – рекомендован для введения в культуру, учитывая его неприхотли-

вость и зимостойкость (Врищ, 2010 а, б). 

Таким образом, R. sichotense дальневосточный морозостойкий полувеч-

нозеленый кустарник до 1,5 м высотой является ценным декоративным рас-

тением и может служить материалом для получения новых высокодекоратив-

ных и морозостойких сортов. 

Одним из перспективных природных видов является R. dauricum – зи-

мостойкий кустарник высотой 0,5–2,0 м. В естественных условиях произра-

стает в степных и горных районах юга Западной Сибири (Алтай, Тува), в Вос-

точной Сибири (Саяны, Забайкалье), на российском Дальнем Востоке, Мон-

голии и Китае (Коропачинский, Встовская, 2002). Встречается как одиночно, 

так и зарослями под пологом хвойных и лиственничных лесов. Предпочитают 

щебнистую слабокислую почву. Цветет в природных условиях с мая по июнь. 

R. dauricum относится к светолюбивым растениям, переносит легкую полу-

тень (Петухова, 2006). 

R. schlippenbachii – редкий дальневосточный вид, произрастающий в 

Хасанском районе Приморского края, на территории Кореи и Китая, обладает 

высокими декоративными качествами и является ценным ресурсным растени-

ем. Рододендрон Шлиппенбаха – листопадный раскидистый кустарник около 

2 м высотой.  

Выделяют три экобиоморфы R. schlippenbachii:  

1) аэроксильный малоствольный высокий кустарник или дерево, обы-

чен под пологом дуба или среди сосны погребальной;  

2) геоксильный многоствольный кустарник опушек;  

3) угнетенный малорослый кустарник с утолщенным деревянистым 

«наплывом» в зоне кущения, характерный для открытых склонов и вершин 
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гор («наплыв» – реакция растений на частые пожары, чаще всего низовые) 

(Мазуренко, 1980; Врищ, 2009).  

Рододендрон Шлиппенбаха является полиморфным видом с варьирую-

щей окраской венчика. В природных условиях у R. schlippenbachii существу-

ют несколько форм по срокам цветения, которые можно объединить в группы: 

ранне-, средне- и поздноцветущие. Разница в сроках цветения между первой и 

последней группами составляет 25–30 дней (Петухова, 2006; Врищ, 2011). 

В соответствии с квалификацией категорий редкости, принятых в Крас-

ной книге Международного союза охраны природы (МСОП) (SUCN Plant Red 

Data book, 1978) и Списке редких и исчезающих растений Европы (List of rare 

threatened and endemic plants in Europe, 1977), R. schlippenbachii относится к 

уязвимым видам. Промышленная заготовка, срезка побегов для выгонки и 

лесные пожары в местах естественного произрастания приводят к снижению 

численности популяций и ставят под угрозу существование этого вида. Вид 

занесен в Красную книгу РФ, а также в региональные сводки редких растений 

(Харкевич, Качура, 1981; Красная книга СССР, 1984; Красная книга РСФСР, 

1988; Красная книга Приморского края, 2008; Красная книга РФ, 2008). В 

сводке «Растения Красной книги России в коллекциях ботанических садов и 

дендрариев» (Алексеева и др., 2005) R. schlippenbachii присвоена категория 

редкости 2 (V). 

R. schlippenbachii достаточно морозостойкий вид, однако нуждается в 

продолжительном вегетационном периоде (180–200 дней) (Врищ, 2011). Про-

должительность жизни – более 50 лет. Предпочитает слабокислую, хорошо 

дренированную или сухую щебнистую почву. 

В естественных условиях R. catawbiense встречается в восточной части 

Северной Америки: в верхнем поясе Аллеганских гор на высоте около 2000 м 

над уровнем моря, в истоках р. Кэтевби (Кондратович, 1981). Растет под по-

логом леса, иногда образует чистые заросли. Предпочитает богатые, хорошо 

дренированные участки, со слабокислой реакцией почвы. Продолжительность 
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жизни превышает 100 лет. R. catawbiense – один из наиболее зимостойких 

вечнозеленых рододендронов (Александрова, 2007). Подходит для селекции 

по признакам зимостойкости и крупноцветковости. 

 

1.3. Традиционные методы размножения представителей  

рода Rhododendron 

 

Виды рода Rhododendron в естественных условиях размножаются как 

вегетативно, так и с помощью семян. 

Семена рододендронов мелкие, разносятся ветром на значительные рас-

стояния от маточного куста. Попадая в рыхлую и влажную почву, семена 

прорастают и дают большое количество сеянцев, которые со временем обра-

зуют обширные, труднопроходимые заросли рододендронов. Кроме того, в 

природе рододендроны размножаются и отводками. С течением времени вет-

ки рододендронов под давлением толстого слоя снега пригибаются к земле, 

постепенно покрываются опавшими листьями, мелкими ветками и другими 

органическими остатками растений и, таким образом, укореняются (Кондра-

тович, 1981; Семенюк, 1988).  

В садоводческой практике для размножения рододендронов применяют 

как генеративный, так и вегетативный методы. Семенами размножают в ос-

новном виды рододендронов, а для размножения сортового материала приме-

няют только вегетативный метод: черенкование, прививку, размножение  

отводками и деление куста.  

 

Семенное размножение 

Дикорастущие рододендроны традиционно размножают семенами. Се-

мена высеивают на подготовленный субстрат (торф : песок) зимой в теплице. 

Посев в открытый грунт зачастую не дает положительных результатов в  

условиях интродукции (Петухова, 2006). Для прорастания семян рододендро-

нов необходим свет, температура воздуха 18–22°С и высокая влажность. 
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Ящики с семенами накрывают плёнкой или стеклом. Прорастание начинается 

на 10–25-й день в зависимости от видовых особенностей растения, всхожесть 

семян рододендронов обычно высокая до 90% у разных видов. После массо-

вого прорастания снимают пленку с ящиков и понижают температуру в теп-

лице до 10°С. При этом очень важно соблюдать водный режим и не допускать 

загнивания корневой системы вследствие избыточного переувлажнения поч-

вы (Кондратович, 1981).  

Пикировку сеянцев проводят после появления первых настоящих ли-

стьев. На протяжении всего периода роста растения нуждаются в полной ми-

неральной подкормке.  

В открытый грунт молодые растения высаживают через 18–20 месяцев 

после посева. Следует отметить, что при выращивании в условиях культуры 

рододендроны переходят к цветению раньше, чем в естественных условиях 

произрастания. Так, если R. schlippenbachii в природе зацветает на 10-й год, 

то в условиях интродукции – на 5–6-й год с момента посева, R. sichotense – на 

3-й год, R. catawbiense – 7-й год (Врищ, 2011). 

При семенном размножении необходимо постоянно пополнять запас 

семян и соблюдать условия хранения: темнота, низкая температура и влаж-

ность. С каждым годом хранения всхожесть семян рододендронов значитель-

но падает (Зарубенко, 1984; Сидоренко, 1995).  

Несмотря на то, что разработаны технологии массового воспроизводст-

ва рододендронов из семян, этот способ имеет ряд ограничений в условиях 

Сибири. К недостаткам этого метода можно отнести технические трудности 

связанные с затратами на контроль микроклимата в теплице в зимний период, 

когда в условиях редких колебаний температур наиболее вероятен высокий 

выпад растений, дефицит семян для посева и длительный период получения 

коммерчески привлекательного посадочного материала. 
 

Вегетативное размножение  

Вегетативные методы размножения (прививки, черенкование, отводки, 
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деление куста) чаще применяют для размножения сортов, гибридов и разно-

видностей рододендронов.  

Рододендроны относятся к трудно укореняемым растениям, поэтому 

черенкование, как метод размножения, используют не для всех видов и сор-

тов представителей рода. Для трудно укореняемых сортов рододендронов 

применяют размножение прививкой. Через несколько лет корневая система 

подвоя заменяется на вновь образованную корневую систему привоя – обра-

зуется корнесобственное растение. Однако такой метод размножения требует 

наличие достаточного количества маточных растений для подвоя.  

Деление куста считается любительским и используется при пересадке 

растений на новое место. Зачастую деление куста приводит к истощению рас-

тения и потере его декоративности. Размножение отводками применяется для 

получения ограниченного числа растений. Для получения сортового посадоч-

ного материала в большом количестве, необходимо иметь много маточных 

растений, причем эти растения должны быть достаточно крупными, с ветвя-

ми, низко расположенными у земли (Петухова, 2006).  

Следовательно, вегетативное размножение не может служить основой для 

массового производства качественного посадочного материала рододендронов. 

Биотехнологические методы размножения древесных растений, основанные на 

культуре клеток, тканей и органов in vitro, позволяют преодолеть трудности 

традиционных способов размножения рододендронов связанные с массовым 

получением качественного посадочного материала, а так же решить проблему 

сохранения редких видов рододендронов.  

Культивирование растительного материала в контролируемых условиях in 

vitro, имеет ряд преимуществ перед традиционными способами размножения: 

• получение генетически однородного посадочного материала; 

• освобождение растений от различного рода контаминации; 

• высокий коэффициент размножения; 

• преодоление проблем связанных с укоренением растений; 
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• широкие возможности для селекционного процесса; 

• ускорение темпов онтогенеза у растений микроклонального про-

исхождения; 

• создание «банка» ценных генотипов;  

• возможность проведения работ в течение года и экономия площа-

дей, необходимых для выращивания посадочного материала. 

Таким образом, используя небольшое количество исходного материала 

можно получить высококачественный посадочный материал в неограничен-

ных количествах независимо от времени года. Кроме того, клональное мик-

роразмножение – универсальный метод размножения и сохранения, как сор-

тов, так и редких видов рододендронов, поскольку на выходе, полученные 

микроклоны, генетически идентичные материнскому растению. В то же вре-

мя, если поставить задачу получения новых декоративных форм путем ин-

дукции сомаклональной изменчивости, то можно получить генотипы, несу-

щие признаки, повышающие коммерческую ценность исходных дикорасту-

щих видов рододендронов.  

 

1.4. Использование биотехнологических подходов для массового  

размножения ценных генотипов растений 

 

Теоретические основы морфогенеза in vitro 

Методы клонального микроразмножения широко используются для со-

хранения, размножения и генной трансформации растений. Широкие воз-

можности этого метода основаны на уникальном свойстве растительных кле-

ток: способности под воздействием экзогенных факторов давать начало но-

вому растению. Такое свойство обусловлено тотипотентностью растительных 

клеток.  

Тотипотентность растительных клеток дает гибкость при реализации 

онтогенетической программы, поэтому соматические растительные клетки 

способны изменять свой статус в условиях in vitro. Под влиянием экзогенных 
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факторов такие клетки реализуют разные онтогенетические программы: орга-

ногенез, каллусогенез или соматический эмбриогенез (Feher et al., 2003).  

В последнее время клетки растений, способные к морфогенетическим 

изменениям, называют стволовыми клетками по аналогии с клетками живот-

ных (Weigel, 2002; Laux, 2003; Sablowski, 2004; Williams, 2005; Singh et al., 

2010). Так, наряду с понятием тотипотентности вводится понятия о плюри- и 

мультипотентности стволовых клеток (Verdeil et al., 2007). Согласно этой 

концепции в результате деления мультипотентных клеток формируются клет-

ки одного или нескольких типов. Плюрипотентные клетки находятся в апи-

кальных меристемах побега и корня, их меристематическая активность огра-

ничивается способностью давать начало только клеткам тканей корня или по-

бега, причем авторы считают, что плюрипотентные клетки не способны обра-

зовывать соматические эмбриоиды. Соматические клетки, изолированные из 

интактного растения, под воздействием индукционных сигналов становятся то-

типотентными и приобретают способность формировать эмбриогенный каллус 

или непосредственно соматические эмбриоиды. Таким образом, тотипотентные 

клетки – это единичные клетки, реализующие путь соматического эмбриогенеза, 

а плюрипотентные – путь органогенеза. (Verdeil et al., 2007; Gueye et al., 2009).  

В последние годы при изучении процессов морфогенеза in vitro и разра-

ботке протоколов микроразмножения на его основе широкое распространение 

получила концепция М.Л. Христиансона и Д.А. Ворника (Christianson, 

Warnik, 1983, 1984, 1985). Согласно этой концепции в процессе морфогенеза 

выделяют 3 стадии: 

1) дедифференциация и приобретение компетенции клеток экспланта; 

2) индукция, определение судьбы клеток после воздействия экзогенны-

ми регуляторами роста;  

3) дифференциация, собственно морфогенез.  

Понимание последовательности событий, происходящих при регенера-

ции растений de novo, дает возможность влиять на инициацию определенного 
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пути морфогенеза компетентных клеток (Burrit, Leung, 1995; Lo et al., 1997 a, b; 

Yancheva et al., 2003; Полубоярова и др., 2011). Изменение физиологического 

состояния, дедифференциация и последующее приобретение морфогенной 

компетентности происходят под влиянием стресса при изоляции экспланта 

или высоких доз ауксинов в относительно короткий период от 5 до 14 дней 

(Mertens et al., 1996, Mithila et al., 2003; Yancheva et al., 2003).  

Выделяют две фазы морфогенеза – дедифференциацию и редиффе-

ренциацию (рис. 3).  

 

 

Рис. 3. Схема последовательности этапов морфогенеза адвентивных органов  
(Geneve, 2011 с изменениями) 

 
Под действием экзогенных регуляторов роста наступает дедифференциация 

и приобретение клетками компетенции, то есть способность отвечать на 

индукционные гормональные сигналы, определяющие путь морфогенеза. 

При этом особую роль отводят ауксинам, поскольку тип и концентрация 
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ауксина определяет судьбу компетентных клеток на ранних стадиях. Клет-

ки, реализующие тот или иной путь морфогенеза, полностью детерминиро-

ваны и, далее, образование структур de novo может продолжаться незави-

симо от экзогенных регуляторов роста (Yancheva et al., 2003; Trigiano, Gray, 

2005). 

Поскольку тотипотентностью обладает большинство растительных кле-

ток, то использование эксплантов, лишенных меристем подобных апикаль-

ным, открывает широкие возможности для индукции целого спектра морфо-

генных реакций. С помощью такого подхода можно быстро получить генети-

чески разнородный материал для дальнейшей генной трансформации или в 

достаточном количестве воспроизводить растения с исходными признаками. 

Также, инициируя соматический эмбриогенез, можно получать искусствен-

ные семена (Новикова, 2008, 2011; Ozden-Tokatly, 2008). 

Регенерация растений может проходить различными путями. Н.В. Ка-

таевой и Р.Г. Бутенко (1983) разработана классификация, в которой обозначе-

ны принципиальные различия морфогенных путей. Авторы выделяют два ти-

па микроразмножения:  

1) активация уже существующих меристем экспланта (апекс стебля, па-

зушные и спящие почки стебля);  

2) инициация регенерации побегов или эмбриоидов de novo.  

В последнем случае регенерация может достигаться либо прямым пу-

тем за счет образования адвентивных побегов или соматических эмбриоидов 

непосредственно тканями экспланта, либо непрямым путем, через формиро-

вание каллусной ткани с последующей дифференциацией эмбриоидов или 

адвентивных почек (Hicks, 1980). Схема возможных морфогенных путей раз-

вития клеток в культуре in vitro представлена на рис. 4.  

Для микроразмножения древесных растений чаще используют регене-

рационный потенциал изолированных органов, инициируя с помощью экзо-

генных регуляторов роста прямой или непрямой морфогенез (Debergh, 1988; 
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Ahuja, 1988, 1991; Bajaj, 1989; Bonga, 1991).  

Регенерация через каллусные культуры способствует появлению, сома-

клональной изменчивости. Возникновение соматических изменений может 

быть вызвано проявлением генетических (хромосомные нарушения, измене-

ния плоидности) и эпигенетических (связанных с изменением экспрессии ге-

нов) изменений. Проявление сомаклональной изменчивости может быть как 

недостатком, если требуется сохранить ценные генотипы, так и преимущест-

вом, поскольку в этом случае происходит увеличение генетического разнооб-

разия. Сохранение исходных признаков (генетическая стабильность) полу-

ченных микроклонов – одна из основных задач биотехнологии. В связи с этим 

при клональном микроразмножении редких видов и ценных генотипов расте-

ний необходимо уменьшить вероятность появления генетической вариабель-

ности, минуя стадию каллусообразования, и стимулировать прямой морфоге-

нез непосредственно из тканей экспланта.  

 

 

Рис. 4. Морфогенетические пути развития клеток in vitro  
(Батыгина, 1999 с изменениями) 
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Клональное микроразмножение растений  

Клональное микроразмножение включает в себя четыре этапа (Miller, 

Murashige, 1976; George, 2008) (рис. 5):  

1) стерилизация исходного материала и введение в культуру; 

2)  массовое размножение in vitro; 

3)  укоренение микроклонов; 

4) адаптация, полученных регенерантов к условиям ex vitro.  

Рис. 5. Стадии клонального микроразмножения растений с использованием  
уже существующих меристем (Trigiano, Gray, 2000) 

 

Для успешного введения в культуру экспланты подвергают поверхно-

стной стерилизации. Чаще всего в качестве стерилизующих агентов исполь-

зуют соединения хлора, серебра и ртути, поскольку они эффективно освобо-
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ждают поверхность исходного материала от бактериальной и грибной конта-

минации. Асептические экспланты помещают на питательные среды для ин-

дукции процессов регенерации.  

Успешное введение в культуру зависит от сроков изоляции, возраста, 

размера и типа эксплантов, а также интенсивности окисления полифенолов 

при инокуляции на питательные среды. Повреждение при ранении тканей 

первичных эксплантов способствует выбросу полифенолов и стимулирует ак-

тивность полифенолоксидазы. В результате фенольного окисления образуют-

ся токсические вещества – хиноны. Питательная среда и ткани экспланта чер-

неют, в конечном счете, это может стать причиной гибели эксплантов. Ре-

шить проблему фенольного окисления позволяет предварительное культиви-

рование эксплантов в жидких средах с добавлением антиоксидантов, таких 

как аскорбиновая кислота, диэтилдитиокарбамат или поливинилпиролидон, а 

также снижение интенсивности освещения или культивирование в темноте 

(Кутас, 2009). Поэтому необходимо учитывать сезонную динамику накопле-

ния фенольных соединений для определения сроков изоляции эксплантов. 

На этапе массового размножения растений необходимо использование 

различных экзогенных регуляторов роста. При определении оптимальных 

комбинаций и концентраций экзогенных цитокининов и ауксинов необходи-

мо учитывать уровень биосинтеза регуляторов роста в тканях самого экс-

планта. Поскольку эндогенные ауксины и цитокинины синтезируются, соот-

ветственно, в тканях листовых примордиев и верхушки корня, то воздействие 

экзогенными регуляторами роста зависит типа используемых эксплантов. 

Так, для стимуляции побегообразования у эксплантов, не содержащих мери-

стем, необходимы и ауксины, и цитокинины, в то время как пролиферация 

верхушек микропобегов может происходить без присутствия экзогенных аук-

синов в среде (Murashige et al., 1972). 

Реализация того или иного пути морфогенеза в системах in vitro опре-

деляется соотношением концентраций экзогенных регуляторов роста в пита-

тельной среде. Так, например, известно, что преобладание цитокининов в 
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среде для регенерации способствует прямой регенерации побегов, а ауксинов – 

образованию корней или каллуса (Skoog, Miller, 1957). Добавляя цитокинины 

в питательные среды, пролиферация побегов достигается либо за счет снятия 

апикального доминирования и развития пазушных почек, либо посредством 

дедифференциации клеток экспланта и формирования адвентивных побегов. 

Воздействие цитокининами лежит в основе клонального микроразмножения 

растений, поскольку они определяют уровень размножения, высоту побегов, а 

также частоту возникновения генетических вариаций (Kane, 2005). Кроме то-

го, успешность и эффективность прохождения стадии собственно микрораз-

множения зависит от особенностей генотипа исходного растения, минераль-

ного состава питательных сред, а также от воздействия физических факторов 

при культивировании (свет, температура, влажность). 

Микроклоны, полученные на стадии собственно микроразмножения, 

укореняют различными способами. В основе этих методов лежит обработка 

ауксинами, причем тип и концентрация ауксина для каждого вида определя-

ется экспериментально.  

Ризогенез чаще всего стимулируют в условиях in vitro. Регенеранты 

укореняют либо непосредственно на питательной среде, содержащей ИМК, 

либо при культивировании на безгормональной среде (Briggs, 1988, 1994), по-

сле предшествующего короткого замачивания их в водном растворе ИМК 

(Васильева, 2009; Almeida, 2005). Длительное воздействие ауксинами зачас-

тую вызывает пролиферацию каллуса на базальном конце побега, из клеток 

которого впоследствии дифференцируются корни. Проводящая система таких 

корней не связана с проводящей системой побега, что приводит к гибели рас-

тений при дальнейшей адаптации. При коротких обработках регенерантов в 

растворе ауксинов, исключается образование каллуса, но корневая система, 

сформированная в условиях in vitro не функциональна, поскольку не имеет 

корневых волосков. Эта особенность может стать причиной гибели растений 

при переносе в условия ex vitro в субстрат для адаптации (Hazarika, 2006). 

Импульсная обработка ауксинами с последующим укоренением ex vitro непо-
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средственно в почвенном субстрате или смеси торфа и песка, решает пробле-

мы, связанные с укоренением in vitro и повышает выход качественного поса-

дочного материала (Debergh, 1981, 1983).  

Адаптация микроклонов к условиям ex vitro является наиболее ответст-

венным этапом микроразмножения, поскольку именно на этой стадии высока 

вероятность потери большого количества регенерантов (Сonner, 1982). Разви-

тие микроклонов в культуре in vitro способствует появлению ряда морфоло-

гических, анатомических и физиологических аномалий, которые затрудняют 

перевод растения в условия ex vitro. Растениям, выращенным в условиях in vi-

tro, присущи гетеротрофный тип питания, низкая фотосинтетическая актив-

ность, ограниченная способность регулировать транспирацию, редукция ку-

тикулярного воска, слабая дифференцировка мезофилла и недостаточное раз-

витие проводящей системы (Preece et al., 1991; Pospisilova, 1999; Hazarika, 

2006).  

Таким образом, перенос регенерантов в условия ex vitro связан с 

серьезными перестройками в морфо-анатомическом строении и физиологи-

ческих процессах. Для успешной адаптации ex vitro и преодоления указан-

ных выше ограничений растения переносят в грунт, сохраняя температур-

ный режим, влажность и освещение на прежнем уровне. Затем постепенно 

снижают влажность и одновременно повышают интенсивность освещения. 

В некоторых случаях обогащают атмосферу, в которой адаптируются рас-

тения, углекислым газом, что способствует повышению адаптивной спо-

собности микроклонов за счет закрытия устьиц и снижения испарения воды 

растениями (Matysiak, 2001).  

 

Регуляторы роста, используемые в культуре тканей растений 

Наиболее часто используемые при микроразмножении древесных рас-

тений ауксины представлены на рис. 6. В культуре ткани используют ауксины 

природного и синтетического происхождения. Ауксин природного происхож-

дения индолил-3-уксусная кислота (ИУК) малоактивен из-за быстрого окис-
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ления ИУК-оксидазой и нестабильности этого соединения на свету (фото-

окисление). Более сильным эффектом обладают синтетические соединения, 

оказывающие ауксиновый эффект. Выделяют три группы синтетических ана-

логов ИУК: 

1) производные индола, например индолил-3-маслянная кислота 

(ИМК), которая более устойчива в тканях растения; 

2) хлорзамещенные феноксипроизводные: 2,4-дихлорфеноксиуксусная 

кислота (2,4-Д), 2,4,5-трихлорфеноксиуксусная кислота (1,4,5-Т) и др. устой-

чивые к разрушению и связыванию в тканях растений, и поэтому так высока 

их активность; 

 

 
 

Рис. 6. Ауксины, наиболее часто используемые в культуре ткани: индолил-3-
уксусная кислота (ИУК); индолил-3-маслянная кислота (IBA); α-нафтилуксусная 

кислота (NAA); 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-D) 
 

3) производные нафтилалкилкарбоновых кислот, такие как 1-нафтил-

уксусная кислота (1-НУК). 
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Повышенное содержание эндогенных ауксинов отмечено в меристема-

тических тканях растений: апексах побегов, листовых примордиях, почках, 

завязях, развивающихся семенах, а также и в пыльце. Физиологическими эф-

фектами ауксинов считают апикальное доминирование, коррелятивный рост, 

влияние на рост клеток в фазе растяжения, деление клеток, корнеобразование, 

дифференциацию ксилемы и др. Действие ауксинов находится в зависимости 

от концентрации. Повышение концентрации ауксина выше оптимальной тор-

мозит рост растений. Влияние ауксинов на рост растений связано с усилением 

притока воды и питательных веществ под действием этих регуляторов роста. 

Ауксины используют для стимуляции пролиферации каллуса и ризогенеза. 

Наиболее часто используемыми цитокининами являются 6-бензил-

аденин, кинетин, зеатин и 2-изопентиладенин (2-iP) (рис. 7).  

 
Рис. 7. Регуляторы роста растений цитокининового ряда, наиболее часто исполь-
зуемые в культуре ткани: зеатин (Zea); изопентиладенин (2-iP); тидиазурон (ТДЗ); 

бензиладенин (BA) 
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Цитокинины образуются в корнях и пассивно передвигаются по ксиле-

ме в надземные органы. Высокое содержание цитокининов отмечено в апи-

кальных клетках побега и корня. Цитокинины играют большую роль в раз-

личных процессах, включая стимуляцию деления клеток и их дифференциа-

цию, инициацию и развитие побегов, снятие апикального доминирования, ак-

тивацию притока метаболитов (аттрагирующий эффект), развитие проводя-

щей системы и др.  

В культуре ткани использование экзогенных цитокининов позволяет снять 

эффект апикального доминирования и добиться пролиферации побегов за счет 

активации пазушных меристем, индукции развития адвентивных побегов. В по-

следнее время в качестве эффективного триггера морфогенеза широко ис-

пользуется синтетический регулятор роста – тидиазурон (ТДЗ). Не смотря на 

то, что химическая формула ТДЗ кардинально отличается от формул аукси-

нов и цитокининов этот регулятор роста обладает как цитокининовым, так и 

ауксиновым действием (Murthy et al., 1998; Guo, 2011). ТДЗ, относящийся к 

группе веществ фенилзамещенных мочевины (см. рис. 7), изначально исполь-

зовали как дефолиант хлопка, в настоящее время, это соединение широко 

применяется в культуре изолированных тканей и органов растений (Mok, 

1982; Burkhart, 1990; Preece et al., 1991). Интерес к этому регулятору роста 

обусловлен его способностью к инициации морфогенного ответа в культуре 

древесных растений обладающих низкой регенерационной способностью (Lu, 

1993; Huetteman, Preece, 1993).  

Благодаря высокой способности стимулировать пролиферацию побегов, 

ТДЗ используют для микроразмножения широкого круга древесных растений. 

У древесных растений зачастую существуют трудности с развитием пазуш-

ных побегов в культуре in vitro при использовании цитокининов аминопури-

нового ряда, в силу сохранения сильного апикального доминирования и, как 

следствие, моноподиального нарастания. В таких случаях ТДЗ применяют как 

альтернативный регулятор роста, усиливающий пролиферацию побегов (Hu-

etteman, Preece, 1993). Однако, время обработки и концентрацию ТДЗ в пита-
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тельной среде необходимо подбирать с учетом высокой вероятности развития 

не только адвентивных побегов, но каллуса, что может привести к проявле-

нию сомаклональной изменчивости. 

ТДЗ стимулирует широкий круг физиологических реакций у различных 

групп растений (Li, 2000; Hosseini-Nasr, 2000; Svetla, 2003, Matand, 2007). 

Причины высокой активности ТДЗ, вероятно, связаны с устойчивостью этого 

соединения в питательной среде и в тканях растения, последнее обусловлено 

устойчивостью этого соединения к ферментативному окислению. В экспери-

ментах с мечеными атомами было отмечено накопление ТДЗ в каллусе бобо-

вых растений (Mok, 1985). Способность ТДЗ индуцировать соматический эм-

бриогенез, тесно связана с его влиянием на метаболизм эндогенных регулято-

ров, в частности ауксинов. (Sreenivasu, 1998; Murthy et al., 1999; Nhut et al., 

2006). Кроме того, установлено, что обработка ТДЗ соматических эмбриоидов 

и тканей растений in vitro усиливает накопление и транспорт эндогенных аук-

синов (Murch, Saxena, 2001 a, b). Также ТДЗ способствует изменению биосин-

теза цитокининов: происходит уменьшение содержания эндогенного 2-iP, при 

этом повышаются концентрации других пуриновых метаболитов (Victor, 

1999; Zhang et al., 2005). Воздействие ТДЗ на метаболизм цитокининов связа-

но с увеличением транспорта пуриновых оснований (Capelle, 1983; Laloue, 

1989). Таким образом, эффективность ТДЗ при индукции морфогенеза прояв-

ляется опосредованно и обусловлена его влиянием на уровень эндогенных ре-

гуляторов роста.  

Под действием ТДЗ эффективное снятие апикального доминирования и 

пролиферация пазушных побегов происходит при более низких концентраци-

ях, чем при использовании цитокининов пуринового ряда. Рекомендованные 

концентрации ТДЗ для микроразмножения древесных растений лежат в пре-

делах 1,0 нМ до 10,0 мкМ (Ashby, 1987; Huetteman, 1988; Briggs, 1988; Huet-

teman, Preece, 1993). В зависимости от концентрации ТДЗ в питательной сре-

де морфогенез может протекать по пути образования каллуса, развития ад-

вентивных и пазушных побегов или соматического эмбриогенеза. ТДЗ при 
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концентрации больше чем 0,1 мкМ стимулирует образование каллуса из экс-

плантов многих видов древесных растений (Huetteman, Preece, 1993; Zhang, 

2005; Rosu, 2010). Существует много сведений о регенерации побегов под 

действием 0,1–20,0 мкМ ТДЗ у различных видов растений (Kim et al., 1997; 

Thomase, 2005, Rey, 2010). В большинстве случаев низкие концентрации спо-

собствуют развитию пазушных побегов, а высокие стимулируют закладку ад-

вентивных почек. Сочетание ТДЗ с ИУК в индукционной среде усиливает ре-

генерацию побегов (Murthy et al., 1998).  

В последнее время ТДЗ в сочетании или без других регуляторов роста 

часто используют для стимуляции соматического эмбриогенеза в культуре 

ткани (Murthy et al., 1998, Sreenivasu, 1998; Nhut et al., 2006). Для запуска про-

граммы дедифференциации компетентных клеток необходимы низкие кон-

центрации ТДЗ (от 0,5 до 10,0 мкМ), при этом у некоторых видов наряду с 

эмбриоидами, одновременно закладываются адвентивные побеги (Fiola, 1990; 

Bates, 1992; Jones et al., 2007 a, b). 

Наряду с очевидными преимуществами использования ТДЗ, существует 

ряд негативных эффектов, которые возникают при культивировании растений 

в условиях in vitro под действием этого регулятора роста. Отмечено, что ТДЗ, 

стимулируя пролиферацию побегов, ингибирует их элонгацию. Для элонга-

ции укороченные побеги, полученные под действием ТДЗ, переносят на сре-

ды без гормонов или с пониженным содержанием регуляторов роста (Russell, 

1986; Fasolo et al., 1989; Preece et al., 1991b). Альтернативный метод элонга-

ции побегов, основанный на культивировании побегов на ТДЗ-содержащей 

питательной среде при низких температурах, предложен Б.А. Бриггсом для 

рододендронов (Briggs, 1988). При переносе таких клонов в стандартные ус-

ловия, после двух месяцев «холодного» культивирования, побеги быстро уд-

линялись и приобретали нормальное строение.  

Культивирование на средах с ТДЗ чаще, чем при использовании других 

цитокининов, приводит к витрификации побегов, изменению морфологии 

листовой пластинки и срастанию побегов (Nieuwkerk, 1986; Briggs, 1988; Preece 
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et al., 1991b; Huettman, Preece, 1993). Эти проблемы решаются, как и в случае с 

угнетением элонгации, при переносе регенерантов на среды без регуляторов 

роста. 

Укоренение микроклонов после размножения с использованием цито-

кининов и синтетических регуляторов роста растений, таких как ТДЗ, зачастую 

затруднительно. Так, снижение частоты укоренения микрочеренков, обработан-

ных ТДЗ, отмечено у некоторых видов рода Rhododendron (Preece et al., 1991 

a) и Vitus (Gray, 1991). Низкая способность к укоренению связана с высокой 

цитокининовой активностью и устойчивостью ТДЗ в тканях растений. Одна-

ко, у некоторых видов, размноженных при помощи ТДЗ, процессы ризогенеза 

не ингибируются (Fasolo et al., 1989; Yusnita, 1990; Preece et al., 1991 a, Rama-

nayake et al., 2006). 

Таким образом, ТДЗ – это одно из наиболее перспективных соединений 

цитокининового действия, которое используется в культуре in vitro для мик-

роразмножения многих видов рододендронов и других древесных растений, 

трудно размножающихся при использовании обычных регуляторов роста. К 

эффектам ТДЗ относят: повышение всхожести семян (Gabbar et al., 1993), 

раннее развитие проростков (Murthy et al., 1995), активацию пазушных мери-

стем (Wang et al., 1986; Coleman, Estabrooks, 1992), индукцию развития адвен-

тивных побегов, инициацию дедифференциации клеток их пролиферацию, 

запуск процессов формирования соматических зародышей из клеток вегета-

тивных органов растения (Murthy et al., 1998). Под действием ТДЗ размноже-

ние происходит быстрее, эффективные концентрации ТДЗ в 10–1000 раз 

меньше, чем у цитокининов пуринового ряда. Однако, для преодоления ано-

малий развития регенерантов, возникших под действием ТДЗ в культуре in vi-

tro, необходима элонгация полученных микропобегов. В связи с этим прото-

кол на этапе собственно микроразмножения с использованием ТДЗ должен 

быть двухстадийным, то есть включать регенерацию побегов и последующую 

их элонгацию. 
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1.5. Инициация процессов морфогенеза in vitro из листовых эксплантов 

 

Тотипотентность соматических растительных клеток в полной мере 

проявляется в культуре изолированных листовых эксплантов. Отсутствие у 

листа меристем, подобных апикальным, дает возможность индуцировать в 

культуре in vitro весь спектр морфогенных путей регенерации (Iapichino et al., 

1991; Mertens et al., 1996; Samyn et al., 2002; Mithila et al., 2003; Gueye et al., 

2009; Ranyaphia et al., 2011). Возможность индуцировать необходимый путь 

получения растений-регенерантов открывает широкие возможности примене-

ния культуры листовых эксплантов. Культура листовых эксплантов может 

служить моделью для изучения таких фундаментальных аспектов морфогене-

за как изучение и детализация последовательности морфогенетических собы-

тий, установление, определение и оптимизация факторов влияющих на путь 

морфогенеза.  

В настоящее время существует большое количество исследований по-

священных введению в культуру in vitro листовых эксплантов. Для этого с 

одинаковым успехом используют маточные растения, выращиваемые в теп-

лице, открытом грунте и растения из культуры in vitro. Листья, изолирован-

ные от растений, культивированных in vitro, легче поддаются дальнейшим 

трансформациям (Mithila et al., 2003).  

Немаловажным фактором, оказывающим влияние на индукцию побе-

гов, является возраст листа: чем моложе лист, тем больше его морфогенные 

потенции (Бутенко, 1964, 1990, 1999; Высоцкий, 1986). Так, для регенерации 

адвентивных побегов из листовых эксплантов Gypsorhila paniculata, брали 

первые два наиболее молодых листа (Zuker et al., 1997). Именно молодые 

сформированные листья обладают наибольшей отзывчивостью на действие 

экзогенных стимулов (Khan et al., 2009).  

Листовые экспланты, изолированные из растений открытого грунта или 

выращиваемых в теплицах, стерилизуют в 70% спирте с последующей обра-

боткой соединениями хлора и трехкратной промывкой в дистиллированной 
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воде (Tomsone, Gertnere, 2003; Ranyaphia et al., 2011). 

Существует ряд исследований, касающихся морфогенетического по-

тенциала различных зон листа (Iapichino et al., 1991, Mertens et al., 1996). Для 

исследования степени отзывчивости частей листа Rhododendron laetum × 

aurigeranum были выбраны листья, изолированные из растений, содержащих-

ся в культуре in vitro. На среду Андерсона (Anderson, 1984) дополненную раз-

ными концентрациями индолилуксусной кислоты (ИУК) и 2-

изопентиладенина (2-iP) помещали целые листья с черешком, листовые по-

лоски 3 × 3 мм нарезанные перпендикулярно главной жилке и листовые сек-

ции 5 ×  3 мм с нижней половины листа с удаленным черешком. Результаты 

оценивали, когда вновь образовавшиеся побеги достигли 2 мм в высоту. 

Авторами показано, что регенерация из целых листьев единична и тре-

бует длительного культивирования. Регенерационный потенциал листовых 

секций намного больше, чем у листовых полосок. Наиболее отзывчивой ча-

стью листа является его основание около центральной жилки с черешком или 

без него (Iapichino et al., 1991). Эти данные подтверждены исследованиями, 

полученными с использованием листовых эксплантов Rhododendron simsii 

(Mertens et al., 1996), Gypsorhila paniculata (Zuker et al., 1997) и яблони cv. To-

pred (Yancheva et al., 2003). 

Положение листа на среде для культивирования имеет решающее зна-

чение. Вертикальное положение листового экспланта может привести к фор-

мированию корней или вообще к отсутствию морфогенного ответа, в то вре-

мя как горизонтальное положение экспланта способствует пролиферации и 

образованию регенерантов (Iapichino et al., 1991). 

При горизонтальном положении листа на культуральной среде важно, 

какой стороной (абаксиальной или адаксиальной) эксплант соприкасается со 

средой. В работах К.Х. Ло с соавторами (Lo et al.,1997 a, b) детально изучены 

гистологические изменения листовых дисков Saintpaulia ionanta. Установле-

но, что при положении экспланта адаксиальной стороной на питательную 

среду, центры меристематической активности (меристемоиды) формируются 
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в эпидермальных слоях абаксиальной и адаксиальной сторон листа. В то вре-

мя как культивирование на абаксиальной стороне приводит к закладке мери-

стемоидов только на адаксиальной стороне (Lo et al., 1997 a). Е.Ю. Хан с со-

авторами (Khan et al., 2009) показали успешную регенерацию побегов Citrus 

sininsis (L.) Osbeck из листовых эксплантов, расположенных на поверхности 

среды адаксиальной стороной (Khan et al., 2009). При этом установлено, что 

регенерационный потенциал увеличивается, если экспланты контактируют со 

средой абаксиальной стороной (Lo et al., 1997 b). Исследования других авто-

ров доказывают справедливость этого утверждения: для видов рода Rhodo-

dendron (Samyn et al., 2002; Tomsone, Gertnere, 2003; Pavingerova, 2009), для 

рода Rubus (Meng et al., 2004), для Elliotia ractmosa (Woo, Wetzstein, 2008 a) 

и др. 

 

Влияние регуляторов роста на пути морфогенеза в культуре 

 листовых эксплантов 

При помощи варьирования регуляторов роста в питательной среде у 

листовых эксплантов можно вызвать различные пути морфогенеза: каллусо-

генез, соматический эмбриогенез, образование побегов или корней. 

Данные о регуляции морфогенеза листовых эксплантов Rhoenix dacty-

lifera свидетельствуют о том, что из одного типа клеток происходит либо ри-

зогенез, либо каллусогенез. При высоких концентрациях нафтилуксусной ки-

слоты (НУК 54,0 мкМ) образуется каллус, а при низких (1,0 мкМ) – корни 

(Gueye et al., 2009). Эти данные подтверждают предположение о том, что 

один и тот же тип клеток может стать тотипотентными или плюрипотентны-

ми под воздействием экзогенных ауксинов (Verdeil, 2007), и согласуется с 

теорией М.Л. Христиансона и Д.А. Ворника (Christianson, Warnik, 1983). Сле-

довательно, ауксины не только способствуют активной пролиферации клеток 

экспланта и формированию морфогенной компетенции, но и определяют ин-

дукцию того или иного пути морфогенеза. 
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Индуцировать прямую регенерацию побегов из листовых эксплантов 

позволяет и оптимальное соотношение цитокининов и ауксинов в среде. 

Это соотношение имеет видоспецифичный характер. Однако, чаще встре-

чаются сообщения об успешной прямой регенерации при соотношении ци-

токининов и ауксинов в среде от 1:1 до 5:1 (Iapichino et al., 1992; Samyn et 

al., 2002; Ranyaphia et al., 2011). 

Одним из возможных путей морфогенеза в культуре листовых экс-

плантов является непрямой путь, когда на первом этапе получают каллус, а 

затем, изменяя состав среды, добиваются регенерации побегов. Подобные 

схемы культивирования использовались для сортов и видов рода Rhodo-

dendron (Preece, Immel, 1991; Mertens et al., 1996; Samyn et al., 2002). На 

первой ступени из листовых эксплантов на среде с высоким содержанием 

ауксинов (ИМК, ИУК, 2,4-Д) и низким содержанием цитокининов иниции-

ровали образование каллуса. Затем образовавшийся каллус переносили на 

среду с цитокининами без ауксинов, и таким образом достигалась регене-

рация побегов. В качестве цитокининов использовали ТДЗ и зеатин. Оказа-

лось, что ТДЗ намного чаще вызывает регенерацию побегов из каллуса, чем 

зеатин (Mertens ey al., 1996). 

Цитокинины играют важную роль в определении судьбы клеток листо-

вых эксплантов. Выбор цитокининов зависит от видовой специфичности экс-

планта. Для видов рода Rhododendron, например, используют 2-iP, зеатин и 

ТДЗ. Поскольку ТДЗ существенно усиливает способность клеток к пролифе-

рации, то важным моментом для стимуляции прямого развития адвентивных 

побегов является определение оптимальной концентрации этого регулятора 

роста в индукционной среде (Yancheva et al., 2003; Pavingerova, 2009; Run-

yaphia, 2011). Наиболее частые концентрации ТДЗ, которые используют в 

культуре in vitro как у древесных, так и травянистых растений, лежат в преде-

лах от 0,5 до 10 мкМ. Именно при таких концентрациях ТДЗ показывает наи-

большую эффективность среди регуляторов роста c цитокининой активно-

стью традиционно используемых в системах in vitro (Mertens et al., 1996).  
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В культуре листовых эксплантов Saintpaulia ionantha продемонстриро-

вана способность ТДЗ индуцировать регенерацию из одного и того же типа 

тканей одновременно через прямой органогенез и прямой соматический эм-

бриогенез (Mithila et al., 2003). Листовые экспланты S. ionantha содержали на 

питательной среде с добавлением различных концентраций ТДЗ (0–10 мкМ) в 

течение 3, 6 и 9 дней. Затем переносили на безгормональную среду и культи-

вировали до 36 дней. Дальнейший гистологический анализ показал, что на 

поверхности эксплантов одновременно формируются побеги и соматические 

эмбриоиды. Причем преобладание числа побегов или соматических эмбрио-

нов зависело от концентрации ТДЗ: при высоких концентрациях ТДЗ (5,0–

10,0 мкМ) морфогенез чаще проходил по пути соматического эмбриогенеза, а 

при низких (0,5–2,5 мкМ) – происходил органогенез (Mithila et al., 2003). Из-

вестно, что для инициации соматического эмбриогенеза необходимо присут-

ствие в питательной среде экзогенных ауксинов. Способность ТДЗ к индук-

ции соматического эмбриогенеза доказывает его влияние на метаболизм эн-

догенных ауксинов (Hutchinson et al., 1996 a, b; Murthy et al., 1998; Mithila et 

al., 2003). Таким образом, ТДЗ способствует дедифферециации клеток экс-

плантов и в зависимости от концентрации этого регулятора роста в индукци-

онной среде судьбу компетентных клеток, которая может быть реализована 

через органогенез или соматический эмбриогенез.  

Для некоторых видов растений присутствие в питательной среде только 

ТДЗ вызывает морфогенетический ответ. Однако, существуют данные о видах 

древесных растений, которые проявляют «стойкость» на воздействие ТДЗ. В 

таких случаях добиться пролиферации побегов можно либо через индукцию 

каллусообразования (Samyn et al., 2002), либо посредством использования 

кратковременного воздействия ауксинами. Кратковременная обработка аук-

синами предпочтительней, поскольку, в таком случае активизируется дедиф-

ференциация клеток листового экспланта, но каллус не образуется. В связи с 

видоспецифичным действием ТДЗ в некоторых случаях все же необходимо 

использовать сочетание этого регулятора роста с ауксинами для усиления 
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степени морфогенной отзывчивости листовых эксплантов (Yancheva et al., 

2003). С.Д. Янчевой с соавторами (2003) установлено, что для увеличения 

выхода регенерантов из листовых эксплантов яблони сорта Topred необходи-

ма комбинация ТДЗ с ауксинами. При этом показана эффективность исполь-

зования кратковременной (до 6 дней) обработки ТДЗ в сочетании с 2,4-

дихлорфеноксиуксусной кислотой (2,4-Д) или ИМК в качестве стимулов к 

дедифференциации клеток листовых эксплантов. Авторы отметили сущест-

венное сокращение времени культивирования и повышение интенсивности 

пролиферации после предобработки ТДЗ в комбинации с 2,4-Д по сравнению 

с ИМК. При этом короткая предобработка способствовала не только усиле-

нию пролиферации, но и появлению «окна для определения судьбы клеток» не-

обходимого для индукции процессов регенерации побегов. В связи с этим авто-

ры приходят к выводу, что тип ауксинов – критический фактор для выражения 

потенций растительных клеток листовых эксплантов (Yancheva et al., 2003).  

 

Гистологический анализ морфогенеза в культуре листовых  

эксплантов 

Для уточнения путей морфогенеза в культуре листовых эксплантов не-

обходим детальный гистологический анализ. Многочисленные гистологиче-

ские исследования разных авторов показывают, что адвентивные побеги или 

соматические эмбриоиды, полученные из листовых эксплантов, редифферен-

цируются из дедифференцированных эпидермальных клеток (Lo et al., 1997 a, 

b; Woo, Wetzstein, 2008 b; Mithila et al., 2003). Однако существуют и другие 

данные о том, что начальные этапы морфогенеза в культуре листовых экс-

плантов Rhoenix dactylifera происходят за счет клеточных делений в прово-

дящих периваскулярных узлах (Gueye et al., 2009).  

Гистологический анализ морфогенеза из клеток листовых эксплантов, 

проведенный во многих исследованиях, также подтверждает описанную вы-

ше теорию М.Л. Христиансона и Д.А. Ворника (1983). Ранние этапы этих 

процессов при гистологическом анализе имеют сходную картину. Процесс 
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дедифференциации запускается с момента изоляции экспланта. Происходит 

возврат в состояние большей физиологической пластичности (Trigiano, Gray, 

2005).  

Начальные стадии морфогенеза из листовых эксплантов детально уста-

новлены на примере Saintpaulia ionantha (Lo et al., 1997 a, b; Mithila et al., 

2003). Изучая морфогенез листовых эксплантов фиалок К.Х. Ло с соавторами 

(1997) дополнили теорию М.Л. Христиансона и Д.А. Ворника (1983). Ими ус-

тановлено, что предобработка листьев на безгормональной среде в течение 5 

дней с последующим переносом на индукционную среду, сокращает время 

появления морфогенного ответа. Без предобработки эксплантам требовалось 

больше времени на трансформацию. Первые периклинальные деления эпи-

дермальных клеток в листьях без предобработки появились только через 3-5 

дней на индукционной среде. В то время как после 5 дней предобработки кле-

точные деления возникали на 2-й день после переноса на среду содержащую 

гормоны. Эти наблюдения позволили авторам прийти к выводу о том, что 

эпидермальные клетки не способны делиться в течение первых дней даже под 

действием экзогенных гормонов (Lo et al., 1997 b).  

Таким образом, авторы пришли к выводу о существовании предкомпе-

тентного периода, который, по их мнению, состоит из двух фаз: фазы реакти-

вации и фазы дедифференциации. Фаза реактивации длится около 3 дней. В 

это время не требуются экзогенные гормоны, однако, для последующей де-

дифференциации клеток гормоны необходимы. Предполагается, что в период 

реактивации клетки приобретают чувствительность к действию гормонов, как 

сигналу для дальнейшей дедифференциации и последующей индукции орга-

ногенеза (Lo et al., 1997 b). 

В процессе дедифференциации под действием регуляторов роста клетки 

эпидермы и мезофилла многократно делятся. Эксплант увеличивается в раз-

мерах за счет увеличения числа клеточных слоев. Периклинальные деления 

эпидермиса приводят к образованию компетентных клеток для индукции по-

бегов. Затем наряду с периклинальными делениями происходят антиклиналь-
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ные деления, в результате образуется клеточный центр деления или меристе-

моид (Lo et al., 1997 a). 

Деление клеток меристемоида физически ограничено плотно приле-

гающими слоями увеличенных клеток мезофилла, поэтому клетки центра де-

ления мелкие, приподнимаются над поверхностью экспланта и образуют вы-

пячивания (Woo, Wetzstein, 2008 b). Их развитие приводит к формированию 

сферических, а затем – сердцевидных структур. Однако на этих этапах еще 

нельзя с уверенностью определить путь морфогенеза, поскольку ранние ста-

дии органогенеза и соматического органогенеза имеют гистологическое сход-

ство. В связи с этим необходимо анализировать гистологический материал на 

протяжении всего периода морфогенеза (Yancheva et al., 2003; Woo, Wetzstein, 

2008 b). Наиболее информативны в этом смысле более поздние стадии, когда 

сформирована проводящая система регенеранта. Отличительной особенно-

стью соматических эмбриоидов является их полярная структура и автоном-

ность собственной проводящей системы. Эмбриоид на поздней стадии разви-

тия имеет два полюса зон меристематической активности: апекс побега и 

корневой апекс (Kurczyska et al., 2007). 

 

1.6. Особенности клонального микроразмножения рододендронов 

 

Клональное микроразмножение рододендронов также состоит из 4 эта-

пов, каждых из которых имеет свои особенности и определяется генотипом 

растения и типом экспланта.  

Интактные растения, произрастающие в открытом грунте или в тепли-

цах, являются основными источниками материала для введения в культуру. В 

качестве эксплантов используют неодревесневшие побеги, листья, почки, ме-

ристемы, части цветков и семена. Однако, чаще всего при микроразмножении 

рододендронов используют микрочеренки, в этом случае de novo побеги об-

разуются за счет активации пазушных меристем.  

Сроки изоляции исходного материала выбирают исходя из типа экс-
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плантов (почка, лист, части цветка, семена и т.д.). Для видов рода Rhododen-

dron характерно повышенное содержание фенольных соединений. В этой свя-

зи, материал для введения в культуру рододендронов, как и других древесных 

растений, следует изолировать весной в период выхода из физиологического 

покоя, то есть в начале активного роста, или осенью, когда уже сформирова-

ны почки следующего года (Brand, Lineberger 1992). Оптимальными сроками 

для изоляции эксплантов рододендронов является май и октябрь, поскольку 

именно в эти месяцы отмечен минимум сезонного накопления фенольных со-

единений (Васильева, 2009), ферментативное окисление которых существен-

но снижает жизнеспособность эксплантов на этапе введения в культуру. 

На этапе собственно микроразмножения используют среду Андерсона 

(АМ), Мурасиге и Скуга (Murashige, Skoog, 1962), питательную среду для 

древесных растений (WPM) (Lloyd, McCown, 1980) или среду по прописи 

Экономоу и Райда (ЕМ) (Economou, Read, 1984). Традиционно используемые 

регуляторы роста – 2-iP и ИУК (табл. 1). Зеатин также эффективно повышает 

регенерационный потенциал и число побегов на эксплант, а в последнее вре-

мя часто используют и ТДЗ. Период субкультивирования на питательных 

средах содержащих регуляторы роста составляет 6-8 недель. 
 

Т а б л и ц а  1  

Протоколы для in vitro размножения некоторых генотипов рода Rhododendron (Eeckhaut, 2010) 

 

Генотип Эксплант Среда для микроразмножения Ссылки 

Вечнозеленые виды  
и сорта 

меристемы 1/10 MS + 2–5 мг/л BA + 20 г/л 
сахарозы 

Preil, Engelhardt, 1977 

Разные генотипы  побеги WPM + 1,6–3,2 мг/л 2-iP McCown, Lloyd, 1983 

Вечнозеленые виды  
и сорта 

побеги 1/10 МS + 245 мг/л KH2PO4 + 
250,0 мг/л KNO3 + 600,0 мг/л 
MgSO4 + 20,0 г/л сахарозы + 
2,25 мг/л BA 

Dabin, Bouharmont, 
1983 

Листопадные виды  
и сорта 

побеги EМ + 1,0 мг/л ИУК + 5,0 мг/л  
2-iP 

Economou, Read, 
1984 

R. «PJM» hybrids  побеги AM + 1,0–2,0 мг/л 2-iP (pH 6,0) Ettinger, Preece, 1985 

R. prinophyllum  Побеги EМ + 1,0 мг/л ИУК + 5,0 мг/л  Dai et al., 1987 
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2-iP 

R. «Petrick» R. “Rex”  побеги ЕМ (sequestrene) + 10,0 мг/л  
2-iP + 0,9 мг/л ИУК 

Radice, Caso, 1990 

R. «President Roosevelt»  Вегетативные 
и цветочные 
почки, побеги 

WPM + 8,12 мг/л 2-iP + 1,5 г/л 
гельрита 

Pogany, Lineberger, 
1990 

R. laetum  побеги АМ + 15,0 мг/л 2-iP  Iapichino, Chen, 
Fuchigami, 1991 

R. «Montego»  побеги WPM + 2,0–10,0 мг/л 2-iP Brand, Kiyomoto, 1997 

Вечнозеленые виды  
и сорта 

побеги 1/2 АМ + 0,05 мг/л ТДЗ +  
0,5 мг/л зеатина 

Hsia, Korban, 1997 

Menziesia × VGE  проростки АМ + 10,0 мг/л 2-iP + 3,0 г/л 
геллановой камеди  

Kita et al., 2005 

R. maddenii  побеги АМ + 2,0 мг/л 2-iP + 0,1 мг/л НУК Tiwari, Chauhan, 2006 

 

Укоренение и адаптация наиболее ответственный этап микроразмноже-

ния рододендронов. Для стимуляции ризогенеза используют ауксины, ИУК 

или ИМК, которые добавляют в среду Андерсена (табл. 2). При этом процесс 

укоренения занимает 2–3 месяца. 

 

Т а б л и ц а  2  

Протоколы для укоренения некоторых представителей рода Rhododendron (Eeckhaut, 2010) 
 

Генотип Состав питательной среды Ссылки 

Вечнозеленые виды и сорта  1/10 MS + 2,0 мг/л ИУК + 2,5 г/л 

активированного угля 

Preil, Engelhardt, 1977 

Вечнозеленые виды и сорта 1/10 MS + 20,0 г/л сахароза+  

2,0 мг/л ИУК + 2,5 г/л активиро-

ванного угля 

Mertens et al., 1996 

Вечнозеленые виды и сорта 1/10 MS + 245,0 мг/л KH2PO4 + 

250,0 мг/л KNO3 + 600,0 мг/л 

MgSO4 + 20,0 г/л сахароза +  

1,75 мг/л ИУК + 0–3 г/л активиро-

ванного угля 

Dabin, Bouharmont, 1983 

R. catawbiense  1/2 АМ + 20 г/л сахарозы +  

2–4 мг/л ИУК или ИМК + 1 г/л  

активированного угля 

Meyer, 1982 

Листопадные виды и сорта 1/2 EМ + 1–4 мг/л ИУК или ИМК Economou, Read, 1984 

R. «Petrick» R. «Rex»  EМ (sequestrene) + 20 г/л  Radice, Caso, 1990 
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сахарозы 

R. prinophyllum  1/2 EМ + 20 г/л сахарозы +  

1–4 мг/л ИУК или ИМК + 1 г/л  

активированного угля 

Samyn et al., 2002 

Menziesia AM + 3 г/л геллановой камеди  Kita et al., 2005 

R. ponticum  АМ (1/2 макросоли)  Almeida, 2005 

 

Одним из эффективных способов индукции ризогенеза является корот-

кая обработка высокими концентрациями ауксинов с последующим укорене-

нием на безгормональной АМ или непосредственно в почвенном субстрате, 

смеси торфа и песка в условиях ex vitro (табл. 3). 

 
Т а б л и ц а  3  

 

Индукция ризогенеза у представителей рода Rhododendron при помощи импульсной  
обработки высокими концентрациями ауксинов  

 

Генотип Ауксины Время обработки Среда для ризогенза Ссылки 

R. ponticum 1 г/л ИМК 1 мин торф :песок (2:1) Almeida, 2005 

R. ponticum 500 мг/л ИУК 10–15 с торф:песок (3:1) Cantos, 2007 

Вечнозеленые 

виды и сорта 

30 мг/л ИМК 15 мин торф:перлит (9:1) Vejsadová, 2008 

R. ledebourii  

R. smirnowii  

R. luteum  

30 мг/г ИМК 4 часа АМ0 Васильева, 2009 

 

Особенности регенерации побегов из листовых эксплантов предста-

вителей рода Rhododendron 

Использование листа в качестве экспланта позволяет решить не только 

проблемы связанные с микроразмножением существующих видов и сортов 

представителей рода Rhododendron, но и создать системы регенерации для 

воспроизводства новых ценных генотипов, полученных вследствие агробак-

териальной трансформации.  

Для изоляции листовых эксплантов рододендронов выбирают верхнюю 

пару листьев. Экспланты помещают на питательные среды горизонтально 

адаксиальной стороной листа вверх (Samyn et al., 2002; Tomsone, Gertnere, 
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2003; Pavingerova, 2009). Наиболее морфогенной частью листовых эксплантов 

рододендронов считается основание листа – область возле черешка и главной 

жилки листовой пластины (Mertens et al., 1996).  

В культуре листовых эксплантов возможны различные пути морфогене-

за. Для листовых эксплантов рододендронов разработаны в основном двух-

ступенчатые системы регенерации, включающие стадию каллусообразования 

и регенерацию побегов из каллусов (табл. 4). Такие системы снижают вероят-

ность стабильного воспроизводства заданных генотипов вследствие проявле-

ния сомаклональной изменчивости. В литературе описаны способы индукции 

прямого органогенеза побегов у отдельных генотипов при использовании 

ТДЗ, однако эти данные касаются в основном вечнозеленых представителей 

рода (Tomsone, Gertnete, 2003).  
 

Т а б л и ц а  4  

 

Способы индукции морфогенеза из листовых эксплантов  

представителей рода Rhododendron 
 

Вид, сорт Эксплант Состав пита-

тельной среды 

Особенности 

морфогенеза 

Ссылки 

R. laetum × aurigeranum Сегменты листа  

(2 мм) обрезанные 

перпендикулярно 

главной жилке 

АМ + 22,8 мкМ 

ИУК +  

147,6 мкМ 2-iP 

Непрямой ор-

ганогенез  

Iapachino et 

al., 1991 

R. hybrids (“Ivory Coast”, 

Lodestar”, “Joe Paterno”, 

Cinningham’s White”) 

R. catawbiense “Album” 

Сегменты листа  

(3-5 мм) обрезанные 

перпендикулярно 

главной жилке 

АМ + 4,9 мкМ 

ИМК + 73,8 мкМ 

2-iP 

Прямой орга-

ногенез 

Iapachino et 

al., 1992 

R. simisii “Hellmut Vogel” Основание листовой 

пластинки с черешком 

1) AM + 9,0 мкМ 

2,4-Д (или  

5,4 мкМ НУК); 

2) АМ + 9,0 мкМ 

ТДЗ (или 68,0 

мкМ зеатина) 

1) каллусоге-

нез 

 

2) органогенез 

Mertens et 

al., 1996 

R. simisii Целый лист  

с черешком 

МС + 2,0 мкМ 

НУК + 9,0 мкМ 

ТДЗ 

Прямой орга-

ногенез 

Samyn et al., 

2002 
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R. catawbiense Целая листовая  

платина 

АМ + 1,0–3,0 

мг/л ИМК + 

12,0–15,0 мг/л 

2-iP + 0,5–1,5 

мкМ ТДЗ 

Прямой орга-

ногенез 

Tomsone, 

Gernete, 

2003 

R. “Nova Zembla”, 

Azurro”, “America” и др. 

Половинки листа АМ + 0,57 мкМ 

ИУК + 1,2 мкМ 

ТДЗ 

Непрямой ор-

ганогенез 

Pavingerova, 

2009 

R. catawbiense 

“Grandiflorum” 

Половинки листа AM + 5,7 мкМ 

ИУК + 0,45 ТДЗ 

Непрямой ор-

ганогенез 

Pavingerova, 

2009 

R. “Fragrantissimum  

Improved” 

Сегменты листовой 

пластины по 5 мм2 

АМ + 10,0 мкМ 

ИУК + 8,8 мкМ 

ТДЗ 

Непрямой ор-

ганогенез 

Herbert et 

al., 2010 

 

Инициация регенерации из флоральных эксплантов рододендронов 

Экспланты, изолированные из цветков рододендронов, имеют ряд пре-

имуществ по сравнению с другими типами эксплантов, главными из которых 

являются низкий уровень контаминации бутонов и более продолжительный 

временной интервал для изоляции эксплантов из условий ex vitro. 

Первый протокол микроразмножения с использованием изолированной 

завязи с цветоножкой разработан М.М. Майером в 1982 (Meyer, 1982) для  

R. catawbiense (табл. 5). Регенеранты были получены непрямым путем из  

изолированных завязей с цветоножкой (далее флоральный эксплант) под дей-

ствием традиционно используемых для рододендронов регуляторов роста: 2iP 

(73,8 мкМ) и ИУК (22,8 мкМ). Прямой органогенез в культуре флоральных 

эксплантов представителей рода Rhododendron стал возможен при использо-

вании ТДЗ в качестве регулятора роста. Так при культивировании изолиро-

ванных пыльников R. «P.J.M. hybrids» на средах содержащих различные ком-

бинации 2iP (10,0–25,0 мкМ) с ТДЗ (1,0–10,0 мкМ) были одновременно полу-

чены адвентивные побеги, флоральные структуры и каллус (Shevade, Preece, 

1993; Huetteman, Preece, 1993). 
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Однако, наиболее удачный и часто используемый в настоящее время 

протокол был разработан с использованием флоральных эксплантов  

R. «Irina», в котором показано, что добавление ТДЗ в базовую среду Андер-

сона, содержащую 2iP (73,8 мкМ) и ИУК (22,8 мкМ), индуцирует прямую ре-

генерацию побегов непосредственно из тканей экспланта (Tomsone, Gertnere, 

2003, Tomsone et al., 2004). 

Итак, представленный обзор литературы, касающийся различных ас-

пектов клонального микроразмножения представителей рода Rhododendron, 

показал широкое использование этого подхода, позволяющего массово вос-

производить ценные генотипы. Однако, в основном эти исследования касают-

ся видов и сортов вечнозеленых рододендронов, работы по размножению in 

vitro дикорастущих листопадных и полувечнозеленых представителей рода 

Азиатской части России либо единичны, либо по некоторым видам не прово-

дились. Практически не изучен регенерационный потенциал различных типов 

эксплантов (листьев, флоральных органов) дикорастущих видов с помощью  

морфогистологического анализа. Выявление путей морфогенеза in vitro имеет 

теоретическое значение, так как вносит вклад в понимание фундаментальных 

основ биологии развития древесных культур.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

Работа выполнена в лаборатории биотехнологии Центрального сибир-

ского ботанического сада СО РАН в 2011–2014 гг., с использованием обору-

дования ЦКП ЦСБС СО РАН.  

В лаборатории биотехнологии в культуре in vitro поддерживается 

большая коллекция представителей рода Rhododendron, включающая 25 мо-

розоустойчивых видов, сортов и гибридов. В открытом грунте коллекция мо-

розоустойчивых вечнозеленых сортов рододендронов представлена в «Бон-

сай-парке» ЦСБС СО РАН. 

 

2.1. Объекты исследования 
 

В качестве объектов исследования использовали 3 дикорастущих вида 

рода Rhododendron (семена 2011 года сбора предоставлены Ботаническим са-

дом-институтом ДВО РАН): R. dauricum L., R. sichotense Pojark, R. schlippen-

bachii Maxim. и 2 сорта: R. catawbiense «Grandiflorum» и R. «Pohjola's 

Daughter». Выбор объектов для исследования обусловлен, главным образом, 

морозоустойчивостью и способностью произрастать в условиях юга Западной 

Сибири. Кроме того, сорта R. catawbiense «Grandiflorum», R. «Pohjola's 

Daughter» были использованы в качестве модельных объектов для выявления 

генетических различий вечнозеленых сортов и дикорастущих листопадных и 

полувечнозеленых видов произрастающих на территории азиатской России. 

R. sichotense Pojark – дикорастущий ветвистый полувечнозеленый кус-

тарник до 3 м высотой с темно-серой корой. Листья 2–4 см длиной и 1–2 см 

шириной. Листовая пластинка кожистая, толстоватая, сверху темная, оливко-

во-зеленая, снизу – желто-зеленая, к осени бурая, с обеих сторон густо, осо-

бенно снизу, усаженная чашевидными округлыми железками без щетинистых 

волосков, лишь сверху по средней жилке очень коротко пушистая. Осенью 

листья темно- фиолетовые. Цветочные почки от 1 до 8 на концах прошлогод-

них побегов одноцветковые до 5 см в диаметре. Окраска венчика варьирует 
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от бледно-розовой и сиреневой до темно-розовой, малиновой и фиолетовой.  

R. dauricum L. – зимостойкий, листопадный кустарник высотой 0,5–2,0 м. 

Листья удлиненно-овальные 1–3 см длиной. Молодые листья светло-зеленые, 

позднее буроватые, густо покрыты чешуевидными железками. Осенью зи-

мующие листья скручиваются в трубочку. Другая часть листьев опадает. Цве-

точные почки по 1–3 у конца побегов. Венчик розовый с сиреневым оттен-

ком, иногда белый до 4 см в диаметре. В природных условиях цветет с конца 

апреля по июнь.  

R. schlippenbachii Maxim. – зимостойкий, листопадный раскидистый кус-

тарник около 2 м высотой, реже до 5 м. Молодые побеги покрыты железистыми 

волосками, которые исчезают при одревеснении. Листья обратнояйцевидные, 

мягкие, собраны по 5 на конце побегов, клиновидно-обратнояйцевидные до 10 см 

в длину. Цветки по 3–6 с нежным ароматом, распускаются одновременно с ли-

стьями или раньше. Венчик бледно-розовый с пурпурными крапинками, реже 

белый, около 7–10 см в диаметре. Цветет с конца апреля по июнь. 

R. catawbiense «Grandiflorum» – вечнозеленый, ветвистый кустарник  

2–4 м высотой. Листья крупные эллиптической формы 7–15 см длиной, 3–5 см 

шириной, кожистые, глянцевые, сверху темно-зеленые, снизу бледные, с 16 

парами хорошо выраженных жилок. Цветки по 15–20 собраны в крупные со-

цветия, 12–16 см в диаметре. Венчик сиренево-пурпурный с зелеными кра-

пинками, около 6 см в диаметре. Тычинок – 10 с опушенными у основания 

нитями. Столбик голый. Благодаря наличию крупных соцветий и листьев  

R. catawbiense «Grandiflorum» обладает высокими декоративными качествами 

в любом онтогенетическом состоянии. (Петухова, 2006). R. catawbiense 

«Grandiflorum» – один из самых старых и известных сортов рододендронов, 

полученный еще в начале XIX в. путем гибридизации и отбора сеянцев дико-

растущего вида R. catawbiense. 

R. «Pohjola's Daughter» (или «Pohjolan Tytär») – морозоустойчивый, веч-

нозеленый плотный кустарник высотой до 1,3 м. Листья кожистые, блестя-

щие, темно-зеленые. Бутоны фиолетовые. Цветки крупные светло-розовые, 
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более темные в середине. Соцветия плотные состоят из 15–20 цветков. Про-

должительность жизни куста 30 лет. Цветет в первой половине мая, около 3 

недель. R. «Pohjola's Daughter» – сорт финской селекции, полученный по про-

грамме размножения рододендронов Хельсинского Университета в результа-

те скрещивания материнского сорта «Cunningham's White» (R. caucasicum ×  

R. ponticum) с гибридом R. smirnowii произрастающим в знаменитом финском 

дендрарии «Мустила». 

Источником эксплантов для экспериментов в культуре in vitro послу-

жили семена дикорастущих видов R. dauricum, и R. schlippenbachii 2011 г. 

сбора, полученные из Ботанического сада-иститута ДВО РАН, микроклоны  

R. sichotense и R. catawbiense «Grandiflorum» из коллекции in vitro лаборато-

рии биотехнологии ЦСБС СО РАН г. Новосибирск, а также горшечные расте-

ния R. dauricum и R. sichotense, выращиваемые в тепличном комплексе ЦСБС, 

и растения R. «Pohjola's Daughter», произрастающие в открытом грунте «Бон-

сай-парка». 

 

2.2. Материалы и оборудование для исследования  

в культуре in vitro 
 

 Экспериментальная работа выполнена на основе стандартных методов 

культуры изолированных клеток, тканей и органов растений (Бутенко, 1964, 

1999;. Калинин, 1980, 1992). Исследование проводили с использованием спе-

циальной посуды и оборудования.  

 Питательные среды и дистиллированную воду стерилизовали в авто-

клаве при давлении в одну атмосферу и температуре 120° С в течение 20 мин. 

Посуду стерилизовали в сухожарочном шкафу при температуре 220° С в те-

чение 2 часов. Помещение для стерильных работ облучали ультрафиолето-

выми лампами 20–30 мин. Все манипуляции с асептическими объектами про-

водили в ламинар-боксе БАВ нп-01-«Ламинар-С»-1,5 (Lamsystems, Россия), 

поверхности которого предварительно обрабатывали этиловым спиртом. 
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В качестве эксплантов использовали семена, части проростков, листья и 

фрагменты цветка (завязь с цветоножкой), причем экспланты изолировали 

как in vivo от интактных растений, произрастающих в открытом грунте и на 

территории тепличного комплекса ЦСБС, так и in vitro от микроклонов. 

 

2.3. Стерилизация эксплантов 

 

Режим стерилизации изолированных органов интактных растений раз-

рабатывали в зависимости от типа экспланта.  

Семена R. dauricum и R. schlippenbachii стерилизовали в растворе 20 % 

«Доместоса» (в пересчете – 0,2 % раствор натрия гипохлорита; Unilever, Рос-

сия), в течение 20 мин.  

Стерилизацию бутонов R. dauricum и R. sichotense проводили в не-

сколько этапов:  

• погружение на 2 мин в 70 % этиловый спирт;  

• замачивание на 15 мин в 5 % растворе «Доместоса»; 

• стерилизация в 0,1 % растворе AgNO3 в течение 15 мин. 

Асептический материал промывали 3-кратно в стерильной дистиллированной 

воде.  

 

2.4. Введение в культуру и микроразмножение исследуемых видов 
 

Стерильные экспланты инокулировали на питательные среды, основой 

которых являлась смесь солей микро- и макроэлементов, дополненная угле-

водами, витаминами и регуляторами роста растений. Для введения в культуру 

in vitro и дальнейшего микроразмножения рододендронов использовали пита-

тельную среду АМ (Anderson, 1984) (табл. 6), дополненную 30,0 г/л сахарозы, 

6,0 г/л Бактоагара (Panreac, Испания) (pH среды 5,0 до автоклавирования). Ре-

гуляторы роста добавляли в питательную среду после автоклавирования в 

стерильных условиях. 
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Т а б л и ц а  6  
 

Компонентный состав питательной среды по прописи Андерсона (АМ)  

(Anderson, 1984) 
 

Компоненты Концентрация, мг/л 

 

NH4NO3 

KNO3 

MgSO4*7H2O 

CaCl2*2H2O 

NaH2PO4*H2O 

Sequestren 138 

MnSO4*H2O 

ZnSO4*7H2O 

H3BO3 

KI 

CoCl2*6H2O 

CuSO4*5H2O 

Na2MoO4*2H2O 

i-inositol 

Adenine sulfate 

Thiamin HCl 

 

400,000 

480,000 

370,000 

440,000 

380,000 

100,000 

16,900 

8,600 

6,200 

0.300 

0,025 

0,025 

0,250 

100,000 

80,000 

0,400 

 

На этапе собственно микроразмножения для исследования регенераци-

онного потенциала различных типов эксплантов использовали следующие ре-

гуляторы роста: ТДЗ, зеатин, 2-iP и ИУК (табл. 7).  

Все регуляторы роста, включая ТДЗ, добавляли в питательные среды 

после автоклавирования. Культуры содержали под люминесцентными лампа-

ми с интенсивностью освещения 40 мкМоль . м–2 . с–1 при 16-часовом фотопе-

риоде и температуре 23 ± 2°С. Для каждой обработки использовали по 10 

эксплантов в трех повторностях. Изучение процессов морфогенеза в культуре 

in vitro проводили при помощи стереомикроскопа Carl Zeiss Stereo Discovery V 

12 с цветной фотокамерой AxioVision 4.8 и программным обеспечением для 

приема, обработки и анализа изображений (Carl Zeiss, Germany). 
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Т а б л и ц а  7  

Регуляторы роста, используемые для индукции морфогенеза  
из различных типов эксплантов 

 

Эксплант Вид / сорт ТДЗ, мкМ Зеатин, мкМ 2-iP, мкМ ИУК / 

ИМК, мкМ 

Лист in vitro 

 

 

 

 

 

 

Семена 

 

 

 

 

 

 

 

 

Флоральные 

экспланты 

 

 

 

 

 

R. sichotense 

 

 

R. catawbiense  

«Grandiflorum» 

 

 

R. dauricum 

 

 

 

R. schlippenbachii 

 

 

 

 

R. «Pohjola's daughter» 

 

R. dauricum 

 

 

R. sichotense 

 

0,1–10,0; 

импульсная  

обработка 30,0 ⃰ 

0,1–10,0 

импульсная  

обработка 30,0 ⃰ 

 

1,0 

- 

- 

- 

1,0 

- 

- 

- 

 

1,0–2,5 

 

1,0–5,0 

1,0–5,0 

1,0–5,0 

1,0 

1,0 

- 

- 

 

 

- 

- 

 

- 

1,0–10,0 

5,0 

- 

- 

1,0 – 10,0 

5,0 

- 

 

- 

 

- 

- 

2,5 

- 

2,5 

- 

- 

 

 

- 

- 

 

- 

- 

- 

24,5 

- 

- 

- 

24,5 

 

73,8 

 

- 

73,8 

- 

- 

- 

- 

- 

 

 

- 

- 

 

- 

- 

5,0 

5,7 

- 

- 

5,0 

5,7 

 

22,8 

 

- 

22,8 

- 

- 

- 
 

П р и м е ч а н и е . * – замачивание эксплантов в 30 мкМ ТДЗ в течение 4 часов. 

 

Семена 

Стерильные семена R. dauricum и R. schlippenbachii помещали по 60 

штук в чашки Петри на поверхность водного раствора агара (0,6 %). Семена 

проращивали на свету, так как свет является триггером для прорастания  

R. dauricum (Кондратович, 1985; Николаева, 1985). При расчете всхожести 

проросшими считали семена, у которых появились семядоли. Энергию про-

растания подсчитывали за 12 дней, интервал для расчетов выбран экспери-

ментально, поскольку нет ГОСТа для показателей всхожести семян иссле-
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дуемых видов рода Rhododendron.  

В качестве эксплантов использовали проростки с удаленными корешками, 

которые переносили на агаризованные среды АМ, дополненные различными ре-

гуляторами роста. Испытывали влияние зеатина в концентрациях 1,0; 2,5; 

5,0 и 10,0 мкМ, сочетания 5,0 мкМ зеатина с 5,0 мкМ ИУК и 1,0 мкМ ТДЗ 

(см. табл. 7). 

 В качестве контроля использовали АМ, содержащую 24,5 мкМ 2-iP и 

5,7 мкМ ИУК. 

Через 8 недель инокуляции эксплантов на питательные среды опреде-

ляли частоту морфогенного ответа, коэффициент размножения и длину побе-

гов. Подсчет числа побегов на эксплант, полученных под действием ТДЗ, был 

возможен только после дополнительной элонгации на безгормональной пита-

тельной среде (АМ0). Коэффициент размножения и высоту побегов в конгло-

мератах подсчитывали через 8 недель элонгации.  

 

Листовые экспланты  

Микроклоны R. catawbiense «Grandiflorum» и R. sichotense поддержи-

ваемые in vitro на среде АМ, содержащей 24,5 мкМ 2-iP и 5,7 мкМ ИУК, пе-

ренесли на АМ0 и культивировали в течение 2 пассажей.  

Стерильные молодые листья микроклонов R. catawbiense «Grandiflorum» и 

R. sichotense, содержащихся на АМ0, использовали в экспериментах. Изолирова-

ли верхнюю первую пару листьев с черешком (листовые экспланты). Процесс 

изоляции проводили под стереоскопическим микроскопом, для исключения на-

личия остатков пазушных меристем на черешке листового экспланта.  

Для индукции морфогенеза листовые экспланты помещали на поверх-

ность АМ адаксиальной стороной вверх. Для исследования влияния ТДЗ на 

регенерационную способность и морфогенез использовали два способа обра-

ботки (см. табл. 7):  

1) непосредственное культивирование эксплантов на АМ, дополненной 

различными концентрациями ТДЗ (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 и 10,0 мкМ); 
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2) импульсную обработку листовых эксплантов в течение 4 часов в 

водном растворе 30,0 мкМ ТДЗ с последующим культивированием на безгор-

мональной АМ. 

 Время культивирования составило 15 недель. Полученные конгломера-

ты укороченных побегов переносили на АМ0 для элонгации побегов. Через 8 

недель подсчитывали число побегов (h ≥ 5 mm) на эксплант. 

 

Флоральные экспланты  

Из стерильных бутонов с помощью скальпеля извлекали пестик с цве-

тоножкой (флоральный эксплант) и помещали горизонтально на питательные 

среды.  

Введение в культуру флоральных эксплантов R. «Pohjola's daughter» 

Бутоны R. «Pohjola's daughter» изолировали от растений открытого 

грунта в начале мая перед началом цветения, затем стерилизовали и выделяли 

флоральные экспланты, которые помещали горизонтально на поверхность 

АМ, содержащей различные концентрации ТДЗ (1,0; 2,5 мкМ) в комбинации 

73,8 мкM 2-iP с 15,0 мкM ИМК (см. табл. 7). Время культивирования соста-

вило 12 недель. Полученные конгломераты укороченных побегов переносили 

на АМ0 для преодоления морфо-анатомических аномалий. Подсчет числа по-

бегов на эксплант проводили после 6 недель элонгации. 

 

Введение в культуру флоральных эксплантов R. dauricum 

Бутоны R. dauricum изолировали от тепличных растений в феврале, за-

тем стерилизовали и выделяли флоральные экспланты, которые помещали го-

ризонтально на поверхность АМ, содержащей различные концентрации ТДЗ 

(1,0–5,0 мкM), а также комбинации ТДЗ (1,0–5,0 мкM) с 73,8 мкM 2-iP +  

15,0 мкM ИМК или 2,5 мкM зеатина (см. табл. 7). Время культивирования со-

ставило 11 недель. Для элонгации полученные конгломераты укороченных 

побегов переносили на АМ0. Подсчет числа побегов на эксплант поводили 

после 6 недель элонгации.  
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Для оптимизации системы регенерации R. dauricum флоральные экс-

планты, изолированные из бутонов в феврале, предкультивировали на АМ, не 

содержащей регуляторы роста (АМ0), в течение 4 дней. После предкультиви-

рования экспланты инокулировали на АМ, содержащую 2,5 мкM зеатина в 

сочетании с ТДЗ в различных концентрациях (1,0–5,0 мкM). Время культиви-

рования на индукционной среде составило 8 недель. Для элонгации получен-

ные конгломераты укороченных побегов переносили на АМ0. Подсчет числа 

побегов на эксплант проводили после 6 недель элонгации. 

 

Введение в культуру флоральных эксплантов R. sichotense 

Бутоны R. sichotense изолировали от тепличных растений в феврале, 

стерилизовали, затем извлекали флоральные экспланты, которые помещали 

горизонтально на поверхность АМ0 для предкультивирования в течение 4 

дней. Затем экспланты переносили на АМ, содержащую либо только 1,0 мкМ 

ТДЗ, либо 1,0 мкМ ТДЗ в сочетании с 2,5 мкМ зеатина. Флоральные эксплан-

ты культивировали на протяжении 8 недель. Полученные регенеранты пере-

носили на АМ0 для вытягивания. Подсчет числа побегов на эксплант прово-

дили после 6 недель элонгации. 

 

2.5. Укоренение и адаптация регенерантов 
 

Регенеранты, полученные из различных типов эксплантов, укореняли в 

условиях in vitro или ex vitro. Для стимуляции ризогенеза использовали два 

подхода (рис. 8):  

– непосредственное культивирование на АМ, дополненной 25,0 мкМ 

ИМК; 

– 4-часовую импульсную обработку в растворе 148.0 мкМ ИМК. 

После импульсной обработки регенеранты помещали для укоренения 

либо на АМ0 в условиях in vitro, либо высаживали ex vitro в смесь торфа  

(рН = 4,0–5,0) и песка (в соотношении 1:1) или помещали в гидропонную ус-
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тановку (см. рис. 8). Использовали гидропонную установку, аналогичную 

системе «Минивит». 

 

 

Рис. 8. Способы укоренения и адаптации микроклонов исследуемых видов  
и сортов рода Rhododendron. 

 

Питательный раствор для гидропонной установки готовили на основе 

АМ, уменьшив в два раза концентрацию микро- и макроэлементов и исклю-

чив все органические компоненты (сахарозу, витамины и др.). Для интенсив-

ного корнеобразования и адаптации в гидропонной установке использовали 

двухстадийную методику, предложенную Н.А. Вечерниной (Вечернина и др., 

2008). Кювету гидропоники заполняли по очереди двумя растворами: № 1 – 

раствор с повышенным содержанием фосфатов и № 2 – раствор с повышен-

ным нитрата аммония (табл. 8). 

Адаптацию укорененных растений проводили в смеси торфа и песка 

(1:1) в течение 6 недель под пленкой, в условиях повышенной влажности. 

Растения содержали под освещением люминесцентных ламп с интенсивно-

стью освещения 27 мкМоль . м–2 . с–1 при 16-часовом фотопериоде и 23 ± 2°С. 
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Адаптированные растения пересаживали в горшки 10 см в диаметре с поч-

венной смесью для азалий («Сад Чудес», Россия) и переносили в теплицу. 

 

Т а б л и ц а  8  
 

Состав питательного раствора для укоренения и адаптации регенерантов  
в гидропонной установке 

 

Компоненты питательного  

раствора 

Раствор №1,  

концентрация, мг/л 

Раствор №2, 

концентрация, мг/л 

NH4NO3 

KNO3 

MgSO4*7H2O 

CaCl2*2H2O 

NaH2PO4*H2O 

Sequestren 138 

MnSO4*H2O 

ZnSO4*7H2O 

H3BO3 

KI 

CoCl2*6H2O 

CuSO4*5H2O 

Na2MoO4*2H2O 

200,000 

240,000 

185,000 

220,000 

380,000 

50,000 

8,450 

4,300 

3,100 

0.150 

0,013 

0,013 

0,125 

400,000 

240,000 

185,000 

220,000 

190,000 

50,000 

8,450 

4,300 

3,100 

0.150 

0,013 

0,013 

0,125 

 

2.6. Морфогистологический анализ процессов регенерации in vitro 

 

Исследование морфологии полученных регенерантов проводили с по-

мощью стереомикроскопа Carl Zeiss Stereo Discovery V 12 программой 

AxioVision 4.8 для получения, обработки и анализа изображений (Carl Zeiss, 

Germany). Путь морфогенеза и локализацию его начальных этапов в тканях 

экспланта определяли с помощью гистологического анализа.  

Листовые экспланты, культивировавшиеся на АМ с добавлением  

1,0 мкМ ТДЗ, фиксировали на 0, 10, 14, 21, 35-й день и через 8 недель после 

начала эксперимента для световой микроскопии.  

Для фиксации материала использовали смесь ледяной уксусной кисло-

ты (99,9 %), формалина (40 %) и этилового спирта (96 %) в пропорциях 

7:7:100 соответственно (ФАА). Дегидратацию проводили в серии этиловых 
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спиртов от 70 до 96 %. Дегидратированный материал проводили через смеси 

хлороформа и спирта (1:2 и 2:1) и заливали в «Paraplast» (Sigma, USA). Срезы 

толщиной 7 мкм, полученные на ротационном микротоме Microm HV-325 

(Thermo Scientific, Германия), окрашивали гематоксилином по Эрлиху в тече-

ние 15 мин и затем 1 % анилиновым синим в течение 3 мин (Паушева, 1988). 

Окрашенные срезы заклевали мовиолом. 

Гистологический анализ проводили с помощью микроскопов Axioplan 2 

imaging и Axioskop-40 (Carl Zeiss, Germany), фотосъемку – камерой AxioCam 

MRc5 с использованием программы AxioVision 4.8 для получения, обработки 

и анализа изображений.  

 

2.7. Статистическая обработка результатов 

 

Статистическую обработку и анализ полученных данных проводили с 

помощью компьютерных программ Microsoft Excel 7.0 и Statistica 8.0. Данные 

представлены в виде средних значений и стандартных ошибок (М ± m). Для 

сравнения средних значений независимых выборок использовали многоран-

говый тест Дункана (однофакторный дисперсионный анализ).  
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ГЛАВА 3. МОРФОГЕННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ СЕМЯН НЕКОТОРЫХ 

ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ РОДА RHODODENDRON В КУЛЬТУРЕ IN VITRO 
 

При введении в культуру и микроклональном размножении дикорастущих 

видов и особенно редких видов в качестве исходного материала предпочтитель-

но использовать семена. Семена собирают из возможно большего количества 

природных популяций, поскольку, таким образом, обеспечивается генетическое 

разнообразие вида и сохранение его в коллекциях in vitro (Benson et al., 2000). 

Кроме того, использование проростков в качестве эксплантов позволяет полу-

чить широкий спектр морфогенных реакций, поскольку проростки обладают 

высоким регенерационным потенциалом. Высокая морфогенная активность 

проростков может быть связана со структурной и физиологической целостно-

стью этого экспланта (Malik, Saxena, 1992). 

Для достижения высоких показателей всхожести при работе с семенами 

следует учитывать условия их прорастания. Для большинства представителей 

рода Rhododendron характерно поверхностное прорастание семян. Следователь-

но, важным фактором для их прорастания является достаточная освещенность. 

Ключевая роль освещенности при прорастании семян рододендронов показана в 

работах многих авторов (Кондратович, 1981; Александрова, 2007; Кокшеева, 

2009). Немаловажным фактором для прорастания семян рододендронов являет-

ся температурный режим. Для активного прорастания семян представителей ро-

да Rhododendron необходима температура воздуха в пределах 18–22°С (Цента-

лович, 1984; Петухова, 2006). 

Для некоторых видов и сортов рододендронов зарубежной селекции 

разработаны эффективные протоколы микроразмножения (Eeckhaut et al., 

2010). В основе создания таких технологий лежит детальное изучение осо-

бенностей морфогенеза и регенерации побегов из различных типов эксплан-

тов. Традиционно для получения микроклонов в культуре in vitro используют 

питательную среду по прописи Андерсена (АМ), дополненную 73,8 мкМ 2-

изопентиниладенина (2-iP) и 22,8 мкМ индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) 
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(Anderson, 1984). Наряду с 2-iP, в качестве регуляторов роста c цитокинино-

вой активностью для микроразмножения рододендронов используют зеатин, а 

в последние годы и ТДЗ, который является мощным индуктором морфоген-

ных реакций у древесных в культуре in vitro (Kamenicka et al., 1998; 

Huetteman, Preece, 1993). Представленное исследование нацелено на выявле-

ние морфогенных реакций проростков R. dauricum и R. schlippenbachii на раз-

личные регуляторы роста в культуре in vitro и создание протоколов регенера-

ции этих перспективных видов. 

 

3.1. Прорастание семян 
 

Прорастание R. dauricum и R. schlippenbachii наблюдали через 4-6 дней 

после инокуляции. Формирование проростков из семян исследуемых видов 

отмечено после 10 дней культивирования, причем все проростки имели нор-

мальное строение и окраску (рис. 9).  
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Рис. 9. Динамика всхожести семян R. dauricum и R. schlippenbachii  
(данные приведены в виде M ± m)  

 

Длительность прорастания семян составила 22 дня. Массовая всхожесть 

семян R. dauricum наблюдалась на 11-й день, а семян R. schlippenbachii на 12-й 

день и составила 18 и 26 % соответственно (рис. 10). Общая всхожесть семян 

R. schlippenbachii была на уровне 96 %, энергия прорастания – 43 %. У семян 
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R. dauricum аналогичные показатели ниже: всхожесть – 74 %, энергия прорас-

тания – 32 % (см. рис. 9). Полученные нами показатели всхожести семян изу-

чаемых видов выше, чем полученные другими исследователями в нестериль-

ных условиях (Кокшеева, 2009).  
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Рис. 10. Динамика прорастания семян R. dauricum и R. schlippenbachii по дням  
(данные приведены в виде M ± m) 

 

По полученным нами данным семена R. dauricum и R. schlippenbachii 

сразу проросли при освещенности 40 мкМоль . м–2 . с–1 и фотопериоде 16/8, без 

дополнительной обработки (Зайцева, Новикова, 2014), хотя в ряде исследова-

ний для улучшения всхожести семян рододендронов используют предобра-

ботки регуляторами роста, в том числе гибберелловой кислотой (Singh et al., 

2010), бензиламинопурином и НУК (Cantos et al., 2007). Следовательно, для 

семян исследуемых видов характерен неглубокий физиологический тип эндо-

генного покоя (тип В1), согласно классификации М.Г. Николаевой (Николае-

ва, 1985). Неглубокий покой и высокие показатели всхожести семян R. dauricum 

и R. schlippenbachii позволяют в короткие сроки получить экспланты для введе-

ния в культуру in vitro. Справедливость этого вывода также показана при иссле-

довании всхожести семян R. ponticum в условиях in vitro (Cantos et al., 2007). 
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3.2. Особенности регенерации побегов под действием  

различных регуляторов роста 
 

Проростки с удаленными корешками инокулировали на среды, содер-

жащие различные регуляторы роста (см. табл. 7). 

Уровень регенерации эксплантов R. schlippenbachii под действием зеатина 

оказался выше, чем у эксплантов R. dauricum. На среде, дополненной 1,0 мкМ 

зеатина, 80 % эксплантов R. dauricum проявили морфогенную активность, при 

этом из них у 25 % эксплантов отмечена закладка адвентивных почек, кото-

рые дифференцировались из тканей гипокотиля проростков (рис. 11, 12, а). В 

ходе исследования различных концентраций зеатина наибольший  

100 %-ный уровень регенерации R. schlippenbachii получен в присутствии  

2,5 мкМ этого цитокинина, причем из них у 20% проростков сформировались 

адвентивные почки (рис. 12, б). Однако, превышение оптимальных концен-

траций зеатина в индукционной среде приводило к снижению доли эксплан-

тов, способных к морфогенному ответу. При этом сократилась и частота об-

разования адвентивных почек и у R. dauricum, и у R. schlippenbachii. 

Экспланты R. dauricum и R. schlippenbachii, культивировавшиеся на пи-

тательных средах, содержащих 1,0 мкМ ТДЗ, дали 100 %-ный морфогенный 

ответ. Присутствие ТДЗ в среде не только эффективно снимало апикальное 

доминирование, но и вызывало адвентивное побегообразование на гипокоти-

ле у 50 % эксплантов R. dauricum (Зайцева, Новикова, 2014) и у 90 %  

R. schlippenbachii (рис. 12, а, б). Эффект ТДЗ на адвентивное побегообразова-

ние был существенно выше, чем индукция этого процесса низкими концен-

трациями зеатина. (см. рис. 12, а, б). 

 Таким образом, при оптимизации стадии собственно размножения с ис-

пользованием проростков R. dauricum и R. schlippenbachii установлено, что зеатин 

и ТДЗ индуцируют как активацию пазушных меристем проростков, так и адвен-

тивное побегообразование (см. рис. 11). Отмечено, что регенерационная способ-

ность проростков исследуемых видов различается и имеет видоспецифичный ха-
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рактер. Полученные данные свидетельствуют о том, что ТДЗ не только эффек-

тивно снимает апикальное доминирование, но и является эффективным тригге-

ром для дедифференциации клеток и приобретению компетенции к дальнейшему 

морфогенезу. Полученные таким образом адвентивные почки имеют значительно 

больший потенциал для размножения, чем активация пазушных меристем.  

 

 
 
 
 
 

Рис. 11. Регенерация адвентивных и 
пазушных почек R. dauricum под 
действием ТДЗ.  
 

Условные обозначения: ап – адвентивные 
побеги, гк – гипокотиль, пп – пазушные 
побеги, см – семядоли  
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Рис. 12. Частота регенерации побегов R. dauricum (а) и R. schlippenbachii (б)  
в зависимости от типа и концентрации регуляторов роста 
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Использование проростков в качестве эксплантов позволяет оценить их 

морфогенный ответ на различные регуляторы роста in vitro. В работах  

М. Кантос с соавторами отмена возможность образования одновременно по-

бегов и каллуса из проростков R. ponticum, культивировавшихся на среде со-

держащей БАП и НУК (Cantos et al., 2007). При индукции морфогенеза из 

разных изолированных частей проростков R. smirnowii, R. catawbiense и неко-

торых других, на среде АМ, содержащей 73,8 мкМ 2-iP и 22,8 мкМ ИУК, по-

казано, что наибольшим регенерационным потенциалом обладает апекс про-

ростка, а регенерационный потенциал других частей проростков, в частности 

гипокотиля, низок (Кутас, 2009). В таком случае регенерация достигалась за 

счет снятия апикального доминирования и активации пазушных меристем. В 

нашем исследовании, используя проростки R. dauricum в качестве эксплантов, 

и, заменив традиционно используемый для размножения рододендронов ци-

токинин 2-iP на зеатин или ТДЗ, мы наблюдали прямую регенерацию побе-

гов, которая происходила за счет активации пазушных меристем проростка и 

закладки множества адвентивных почек непосредственно на гипокотиле экс-

плантов. При этом отмечено, что частота регенерации побегов на гипокотиле 

выше при низких концентрациях зеатина и уменьшается при увеличении кон-

центрации этого цитокинина в питательных средах. Эффект снятия апикаль-

ного доминирования и закладка вторичных адвентивных почек сохраняется в 

последующем пассаже на АМ0.  

Подсчет числа побегов полученных за счет активации пазушных мери-

стем возможен после 8 недель культивирования на индукционных средах, но 

число адвентивных побегов на эксплант удалось посчитать только после 6 

недель элонгации на АМ0 (Зайцева, Новикова, 2014). 
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3.3. Элонгация побегов на безгормональных средах 
 

Коэффициент размножения R. dauricum и R. schlippenbachii считали от-

дельно для пазушных и адвентивных побегов. Максимальное число как па-

зушных, так и адвентивных побегов на эксплант исследуемых видов получе-

но под действием 1,0 мкМ ТДЗ. Для R. dauricum этот показатель составляет в 

среднем 5 пазушных и 40 адвентивных побегов на эксплант, для  

R. schlippenbachii 4 и 23 побегов, соответственно (рис. 13, а, б). Из испытан-

ных концентраций зеатина наиболее эффективной для микроразмножения  

R. dauricum и R. schlippenbachii является 2,5 мкМ (рис. 13, а, б). 
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Рис. 13. Влияние регуляторов роста на интенсивность образования боковых  
и адвентивных побегов из проростков R. dauricum (а) и R. schlippenbachii (б).  

Данные представлены в виде М ± m 
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Следует заметить, что под влиянием ТДЗ формируются укороченные 

побеги, которые требуют дополнительной элонгации. Конгломераты адвен-

тивных побегов R. dauricum образованных de novo под действием ТДЗ и зеа-

тина имели аномальное развитие: укороченные, витрифицированные побеги с 

удлиненными ланцетовидными листочками. Некоторые авторы отмечают не-

обратимость этих изменений (Tomsone et al., 2004). Однако, по нашим дан-

ным при культивировании таких конгломератов на среде для элонгации 

(АМ0) через 8 недель, регенеранты R. dauricum имели нормальное строение и 

были способны к дальнейшему укоренению и адаптации (рис. 14). 
 

а  

  б  

 
Рис. 14. Регенеранты R. dauricum полученные под действием ТДЗ до (а) и после (б) 

элонгации на АМ0 в течение 6 недель 
 

Таким образом, разработан протокол клонального микроразмножения 

R. dauricum и R. schlippenbachii (приложение 1, 3). Показано, что семена пер-

спективны в качестве источника эксплантов для введения в культуру in vitro, 

поскольку они имеют неглубокий тип покоя и высокую всхожесть. Для мас-

сового получения клонов R. dauricum и R. schlippenbachii рекомендуется ис-
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пользовать среду АМ, дополненную 1,0 мкМ ТДЗ или 2,5 мкМ зеатина. При-

чем регенерация происходит как за счет активации пазушных меристем, так и 

посредством закладки адвентивных почек на гипокотиле. Культивирование 

полученных регенерантов на АМ0 способствует элонгации побегов и преодо-

лению аномалий, возникших под действием ТДЗ.  

Побеги полученные за счет активации пазушных меристем с большей 

вероятностью, чем адвентивные, повторяют генотип исходной формы. Разде-

ление побегов на адвентивные и пазушные позволит использовать разрабо-

танную систему регенерации, как для сохранения исходных генотипов, так и, 

возможно, для селекционной работы с целью получения новых форм.  

Использование семян в качестве исходного материала при клональном 

микроразмножении рододендронов целесообразно в качестве составной части 

различных программ по сохранению редких ценных генотипов, таких как  

R. schlippenbachii и R. dauricum. Подобные работы с использованием семян 

ведутся в Испании, где авторами показана высокая эффективность примене-

ния методов in vitro для сохранения реликтовых популяций R. ponticum 

(Cantos, 2007).  
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ГЛАВА 4. ОСОБЕННОСТИ РЕГЕНЕРАЦИИ ПОБЕГОВ DE NOVO  

ИЗ ЛИСТОВЫХ ЭКСПЛАНТОВ 

 

Разработка новых систем регенерации и оптимизация уже существую-

щих, минуя стадию образования каллуса, необходима для воспроизводства 

ценных генотипов рододендронов. Культура изолированных листовых экс-

плантов представителей рода Rhododendron – перспективная система не толь-

ко для массового размножения, но и для изучения фундаментальных основ 

морфогенеза в условиях in vitro, поскольку отсутствие апикальных меристем 

у листа дает возможности индуцировать широкий спектр морфогенных реак-

ций клеток экспланта (Lo et al. 1997 a, b; Woo, Wetzstein, 2008). В работах не-

которых авторов указано на низкую частоту регенерации из листовых экс-

плантов рододендронов (Fordham et al., 1982; Imel, Preece, 1988; Iapichino et 

al., 1991). Создание эффективных систем регенерации in vitro является важ-

ным шагом в массовом размножении и будущей трансформации с целью по-

лучения новых сортов. 

 Одним из наиболее эффективных триггеров морфогенеза, иницииро-

ванного из тканей древесных растений, является тидиазурон (ТДЗ) – фенил-

замещенное соединение мочевины (Huetteman, Preece, 1993; Murthy et al., 

1998; Guo et al., 2011). Наиболее часто ТДЗ используют как компонент усили-

вающий действие традиционных регуляторов роста в культуре листовых экс-

плантов различных видов и сортов представителей рода Rhododendron 

(Iapichino et al., 1991, 1992; Mertens et al., 1996; Samyn et al., 2002; Pavingerova, 

2009). Однако, поскольку высокая активность ТДЗ связана с его влиянием на 

уровень эндогенных регуляторов роста, прежде всего цитокининов и аукси-

нов (Murch, Saxena, 2001 a, b; Zhang, 2005), пролиферации побегов можно до-

биться, не используя дополнительные ростовые вещества. 

 Морфогенез, индуцированный ТДЗ, в культуре листовых эксплантов in 

vitro может проходить по прямому (Samyn et al., 2002; Tomsone, Gertnere, 

2003) или по непрямому пути, через стадию каллусообразования (Pavingerova, 
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2009, Herbert et al., 2010). Более того в литературе встречаются данные об 

инициации соматического эмбриогенеза из листовых эксплантов R. catawbi-

ense «Grandiflorum» (Vejsadová, Petrova, 2003). Учитывая эти данные, соз-

дание систем регенерации из листовых эксплантов представителей рода 

Rhododendron должно сопровождаться гистологическим анализом для 

уточнения путей морфогенеза.  

 В некоторых работах показан стимулирующий эффект ТДЗ в комбина-

ции с традиционно используемыми для микроразмножения рододендронов 

регуляторами роста, такими как 2-iP и ИУК, на регенерацию побегов (Mertens 

et al., 1996; Preece et al., 1991 b, 1993; Thomson, 2004). Влияние этого индук-

тора на морфогенный потенциал листовых эксплантов R. catawbiense «Grandi-

florum» отчасти изучен (Tomsone, Gertnere, 2003; Pavingerova, 2009), однако, 

по нашим данным, исследования в этой области с листовыми эксплантами R. 

sichotense на проводились.  

Цели представленного исследования в культуре in vitro R. catawbiense 

«Grandiflorum» и R. sichotense: (1) проанализировать эффект различных кон-

центраций и типов обработки, включая импульсную обработку, на регенера-

ционный потенциал листовых эксплантов; (2) выявить морфогенный ответ 

различных генотипов в полученных системах in vitro, используя гистологиче-

ский анализ. 

 

4.1. Влияние различных концентраций и способов обработки тидиазуроном 

на регенерацию побегов R. catawbiense «Grandiflorum»  и R. sichotense 
 

Формирование выпячиваний наблюдали на поверхности листовых экс-

плантов R. sichotense после 14 дней культивирования на средах, содержащей 0,1, 

0,5 и 1,0 мкМ ТДЗ. Регенерация происходила на адаксиальной стороне листовых 

эксплантов в области черешка или основания листовой платины (рис. 15, а). От-

мечено, что число выпячиваний в этой зоне увеличивалось на протяжении всего 

культивирования (рис. 15, б). Однако, конгломераты адвентивных почек сфор-
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мировались только после 8 недель в культуре. Сформированные конгломераты 

побегов наблюдали к 15 неделе культивирования (рис. 15, в). 

 

 

 
Рис. 15. Влияние ТДЗ (1,0 мкМ) на морфогенез побегов в культуре листовых экс-
плантов R. sichotense: а – формирование выпячиваний после 14 дней культивирова-
ния; б – развитие выпячиваний и формирование зачатков почек на 21 день культи-
вирования; в – конгломерат видоизмененных укороченных побегов, сформировав-
шихся к 15-й неделе; г – конгломерат побегов после 8 недель элонгации на АМ0 

 

Процесс регенерации из листовых эксплантов R. sichotense носил асин-

хронный характер, то есть в одном конгломерате одновременно можно было 

выделить как зачатки почек, находящиеся на ранних этапах развития, так и 

полностью сформировавшиеся хорошо дифференцированные побеги h ≥ 5 мм. 

Мы попытались разделить полученные конгломераты в зависимости от пре-

обладания почек или побеговых структур в их составе после 15 недель куль-

тивирования (табл. 9). 
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Частота регенерации эксплантов на АМ, дополненной 0,1 мкМ ТДЗ со-

ставила 73 %, однако, у 28 % из них побеги не сформировались. Максималь-

ный процент конгломератов состоящих из побегов получен на среде, содер-

жащей 1,0 мкМ ТДЗ. Увеличение концентрации ТДЗ до 5,0 мкМ вызвало 

снижение частоты регенерации и сопровождалось образованием каллуса 

(табл. 9). Культивирование листовых эксплантов на питательной среде, со-

держащей 10,0 мкМ ТДЗ, привело к тотальной летальности эксплантов. Им-

пульсная обработка листовых эксплантов водным раствором 30,0 мкМ ТДЗ в 

течение 4 часов с последующим культивированием на АМ0 оказалась не эф-

фективной и не вызвала инициацию побегообразования, большинство регене-

рантов погибли в результате некроза. Максимальный уровень регенерации 

побегов (93 %) R. sichotense получен при культивировании на АМ, содержа-

щей 1,0 мкМ ТДЗ (табл. 9).  
 

Т а б л и ц а  9  
 

Действие ТДЗ на частоту регенерации и степень развития побегов из листовых эксплантов  
R. sichotense и R. catawbiense «Grandiflorum» после 15 недель культивирования 

 

R. catawbiense «Grandiflorum» R. sichotense  

Концентрация 

ТДЗ, мкМ 
Общая  

регенера-

ция, % 

Конгломера-

ты почек без 

побегов, % 

Конгломера-

ты, почек с 

побегами, % 

Общая 

регенера-

ция, % 

Конгломера-

ты почек без 

побегов, % 

Конгломераты, 

почек с побе-

гами, % 

0.1 35 0 35 73 28 45 

0.5 60 0 60 75 9 66 

1.0 85 0 85 93 23 70 

5.0 47 47 0 15* 0 0 

10.0 - - - 0 0 0 

Импульсная  

обработка 

30.0 (4 часа) 

 

89 

 

0 

 

89 

 

6 

 

6 

 

0 

 

П р и м е ч а н и е . * – регенерация каллуса.  

 

Стереомикроcкопические наблюдения процессов регенерации из листо-

вых эксплантов R. catawbiense «Grandiflorum» показали, что через 10–12 дней 

после импульсной обработки раствором 30,0 мкМ ТДЗ с последующим пере-
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носом на АМ0, а также при непосредственном культивировании на АМ, до-

полненной 0,1; 0,5 или 1,0 мкМ ТДЗ, нижняя часть черешка эксплантов при-

обретала красный цвет. Через 4 недели в этой области дифференцировались 

почки, которые давали начало видоизмененным укороченным побегам (рис. 

16, а, б). Возникновение новых почек и интенсивное развитие побегов de novo 

привело к формированию шарообразных конгломератов укороченных побе-

гов на черешке и основании листа (рис. 16, д).  

Увеличение концентрации ТДЗ до 5,0 мкМ привело к уменьшению час-

тоты регенерации, появление первого морфогенного ответа наблюдали только 

после 28–35 дней в культуре. Происходила прямая регенерация эмбриоидо-

подобных структур по всей поверхности листовой пластины на адаксиальной 

стороне (рис. 16, в). Через 15 недель культивирования регенеранты, получен-

ные под действием 5,0 мкМ ТДЗ, представляли собой почки (h ≤ 2 мм) на по-

верхности покоричнивевшей листовой пластины экспланта. Развитие побегов 

не происходило (рис. 16, г). Конгломераты, полученные под действием 0,1–

1,0 мкМ ТДЗ и импульсной обработки, напротив, состояли из видоизменен-

ных укороченных побегов (см. рис. 16). 

Максимальный процент регенерации получен после импульсной обра-

ботки 30,0 мкМ ТДЗ в течение 4 часов и при культивировании на АМ, содер-

жащей 1,0 мкМ ТДЗ (89 и 85 %, соответственно). Присутствие 5,0 мкМ ТДЗ в 

питательной среде вызвало значительное снижение частоты регенерации из 

листовых эксплантов (47 %) (см. табл. 9). 
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Рис. 16. Морфогенез в культуре листовых эксплантов R. catawbiense «Grandiflorum»:  
а – формирование почек и эмбриоидоподобных структур на 35-й день на среде  
0,5 мкМ ТДЗ; б – формирование конгломерата укороченных побегов через 48 дней 
после импульсной обработки 30 мкМ ТДЗ; в – эмбриоидоподобные структуры, воз-
никающие на среде 5,0 мкМ ТДЗ на 33-й день; г – конгломерат почек после 15 не-
дель на среде 5,0 мкМ ТДЗ; д – конгломерат укороченных побегов после 15 недель 
культивирования на среде, дополненной 0,5 мкМ ТДЗ; е – конгломерат побегов по-
сле элонгации в течение 8 недель на АМ0 



 75 

4.2. Особенности элонгации и развития побегов на безгормональных средах 

 

Длительное культивирование листовых эксплантов R. sichotense и  

R. catawbiense «Grandiflorum» на средах, содержащих ТДЗ, способствовало 

развитию анатомических и морфологических нарушений в строении побегов 

de novo, для преодоления этих аномалий регенеранты перенесли на АМ0. В 

связи с этим число побегов на эксплант в культуре листовых эксплантов под-

считывали только после элонгации на АМ0 в течение 8 недель.  

Число регенерированных побегов в конгломератах после элонгации, за-

висело от концентрации ТДЗ в регенерационной среде (табл. 10). Удлиненные 

побеги R. sichotense были получены только после культивирования на средах 

с низкими концентрациями ТДЗ (0,1–1,0 мкМ). Развитие побегов de novo не 

наблюдалось при более высокой концентрации ТДЗ в регенерационной 

среде, а также после использовании короткой предобработки этим регуля-

тором роста.  

Т а б л и ц а  1 0   
 

Число побегов на эксплант, полученное под действием импульсной обработки  
и разных концентраций ТДЗ после элонгации на АМ0 в течение 8 недель 

 

Концентрация ТДЗ, мкМ R. catawbiense «Grandiflorum» R. sichotense 

0,1 8,2 ± 1,6 c 14,6 ± 2,3 b  

0,5 36,0 ± 8,3 a 23,5 ± 3,8 a 

1,0 25,0 ± 4,8 ab 24,6 ± 2,9 a 

5,0 23,2 ± 2,1 abc 0 

10,0 - - 

Импульсная обработка 

30,0 (4 часа) 

13,2 ± 1,9 bc 0 

 
П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде М ± m; значения, за которыми следуют одинако-

вые буквы, не имеют значимого отличия друг от друга в соответствии с тестом Дункана при р = 0,05. 

 

Удлиненные побеги R. catawbiense «Grandiflorum» с нормальным 

строением (без аномалий) удалось получить как после использования им-

пульсной обработки 30,0 мкМ ТДЗ, так и после культивирования на всех сре-
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дах, содержащих ТДЗ (0,1; 0,5; 1,0 и 5,0 мкМ). Максимальное среднее число 

побегов на эксплант (36 шт.) получено после действия 0,5 мкМ ТДЗ (см. табл. 

10). Отметим, что удлиненные регенеранты, полученные посредством им-

пульсной обработки 30,0 мкМ ТДЗ, отличались большей высотой и имели бо-

лее крупные листья. 

После элонгации побеги R. sichotense и R. catawbiense «Grandiflorum» 

высотой более 5 мм отбирали для дальнейшего укоренения и адаптации  

(см. рис. 15, г; рис. 16, е). 

Из испытанных концентраций ТДЗ присутствие 1,0 мкМ этого регуля-

тора роста способствовало наиболее интенсивной индукции регенерационных 

процессов у листовых эксплантов R. sichotense (93%) и интенсивному побего-

образованию после элонгации на безгормональной среде (24,6 побегов на 

эксплант). Установлено, что концентрации 0,5 и 1,0 мкМ ТДЗ являются опти-

мальными для регенерации побегов R. catawbiense «Grandiflorum» (60 и 85 %, 

соответственно) и микроразмножения (36 и 25 побегов на эксплант, соответ-

ственно). Увеличение концентрации ТДЗ до 5,0 мкМ и использование им-

пульсной обработки с этим регулятором роста выявили более отчетливо гено-

типические различия в регенерационной способности исследуемых рододен-

дронов. Регенерация побегов из листовых эксплантов R. sichotense не проис-

ходила в этих условиях, тогда как культивирование листовых эксплантов  

R. catawbiense «Grandiflorum» на АМ, содержащей 5,0 мкМ ТДЗ, позволило 

получить 23,2 побега на эксплант. Жидкая импульсная обработка этих экс-

плантов индуцировала довольно высокий процент регенерации (89%), в ре-

зультате были получены удлиненные побеги без аномалий развития (13,2 по-

бега на эксплант).  

В нашем исследовании оптимизировано микроразмножение рододенд-

ронов из листовых эксплантов при использовании в качестве индуктора мор-

фогенеза только ТДЗ. Ранее Г. Япичино с соавторами были разработаны про-

токолы для регенерации адвентивных побегов из листовых эксплантов для 

семи сортов рода Rhododendron, используя 2-iP и ИМК, однако, число регене-
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рированных побегов в этих условиях оказалось низким (Iapichino et al., 1992). 

Использование ТДЗ в комбинации с ИУК для индукции регенерации из лис-

товых эксплантов 15 сортов, включая R. catawbiense «Grandiflorum», оказа-

лось более эффективно (Pavingerova, 2009). В указанных выше исследованиях 

показаны генотипические различия в регенерационном потенциале изучен-

ных рододендронов в ответ на гормональное воздействие, что соотносится с 

нашими исследованиями. В некоторых работах показана возможность ини-

циации соматического эмбриогенеза из листовых эксплантов R. catawbiense 

«Grandiflorum» под действием ТДЗ и установлено, что воздействуя только 

ИМК и 2-iP без добавления ТДЗ, соматические эмбриоиды не формируются 

(Vejsadova, 2003). Таким образом, показана ведущая роль ТДЗ в этом процес-

се, что прослеживается и в нашей работе. 

Импульсная обработка испытана для минимизации негативного влия-

ния на морфологию побегов длительной экспозиции ТДЗ, которая приводит к 

задержке роста побегов, витрификации, срастанию побегов и формированию 

эмбриоидоподобных структур (Ahmad, Anis, 2012). Такие побочные эффекты 

могут быть связаны с устойчивостью ТДЗ, как синтетического цитокинина к 

ферментативной деградации, таким образом, достигается стабильность этого 

соединения (Heutermann, Preece, 1993). Использование импульсной обработки 

позволяет сократить продолжительность воздействия регуляторов роста 

(Aasim еt al., 2010). При этом длительность обработки может варьировать от 

нескольких часов до нескольких дней, когда регуляторы роста вносятся в ин-

дукционные среды (Pascual, Marin, 2005; Shaik et al., 2009; Graner et al., 2013). 

Хотя полученные нами данные по применению импульсной обработки в 

культуре листовых эксплантов R. catawbiense «Grandiflorum» показали невы-

сокий уровень регенерации по сравнению с культивированием на АМ, содер-

жащих 0,5 и 1,0 мкМ ТДЗ, этот метод имеет перспективы для оптимизации 

регенерационных систем in vitro, так как позволяет существенно сократить 

время культивирования. 

Проблемы, связанные с развитием аномальных укороченных побегов 
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вследствие длительного воздействия ТДЗ, удалось успешно преодолеть при 

переносе регенерантов на безгормональную АМ. Эти результаты согласуются 

с мнением, что 2-стадийная процедура культивирования, включающая индук-

цию побегообразования ТДЗ и последующий перенос регенерантов на среды 

без регуляторов роста, предпочтительна для нормального органогенеза побе-

гов (Guo et al., 2011). 

Одним из удивительных свойств ТДЗ является способность одновре-

менно стимулировать из клеток одного и того же экспланта и органогенез, 

и соматический эмбриогенез в зависимости от концентрации ТДЗ в пита-

тельной среде. Отмечено, что низкие концентрации ТДЗ (< 2,5 мкМ) сти-

мулируют органогенез побегов, а высокие концентрации (5,0–10,0 мкМ) 

запускают процессы соматического эмбриогенеза из тканей листовых экс-

плантов Saintpaulia ionantha (Mithila et al., 2003). Схожие результаты полу-

чены у представителей Pelargonium, сортов Rosa L. hybrid, Lens culinaris 

при культивировании на средах, дополненных ТДЗ. Мы не выявили подоб-

ного эффекта различных концентраций ТДЗ на пути морфогенеза из листо-

вых эксплантов рододендронов.  

 

4.3. Гистологический анализ процессов морфогенеза  

в культуре листовых эксплантов 
 

Исследованию гистологических изменений вызванных ТДЗ предшест-

вовало изучение исходного строения листовых эксплантов R. sichotense. В хо-

де исследования с помощью световой микроскопии поперечных и продоль-

ных срезов эксплантов R. sichotense в области основания листовой пластины 

(0 дней) установлено наличие однослойного эпидермиса, сформированного 

клетками округлой формы, под которым находятся паренхимные ткани с 

большим межклеточным пространством. В толще мезофилла располагается 

проводящий пучок (рис. 17, а).  

В эпидермальном слое листовых эксплантов R. sichotense на 10 день 
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происходят антиклинальные и периклинальные деления одной или группы 

клеток (рис. 17, б). Деления наблюдали только в эпидермисе черешка и осно-

вания листовой пластины. Дальнейшая пролиферация этих клеток проводит 

к образованию протуберанцев на 14 день (рис. 17, в). В верхних слоях про-

туберанцев формируются меристематические центры (МЦ), в толще выпя-

чиваний начинают дифференцироваться клетки прокамбия (рис. 17, г). На 

35-й день культивирования из группы делящихся клеток на поверхности 

выпячиваний начинают дифференцироваться почки, их дальнейшая диффе-

ренциация приводит к образованию полноценных почек с листовыми при-

мордиями, проводящая система которых связана с проводящей системой экс-

планта (рис. 17, д).  

Гистологический анализ подтверждает асинхронность процессов мор-

фогенеза индуцированного ТДЗ, т. е. одновременно на листовом экспланте 

можно наблюдать структуры находящиеся на разных этапах развития: де-

дифференциацию клеток, развитие выпячиваний, начало дифференциации 

почек и хорошо сформированные почки. Полностью сформированные почки 

наблюдали на 8-й неделе эксперимента. У почек de novo отмечены аномалии 

строения и развития: формирование множества листовых примордиев, ранняя 

активация роста пазушных меристем и укорочение междоузлий (рис. 17, е). 

Начальные этапы морфогенеза R. catawbiense «Grandiflorum» сходны с та-

ковыми у R. sichotense. Однако, нами не отмечено развитие протуберанцев на 

поверхности эксплантов предшествующих формированию почек как у R. si-

chotense. Органогенез из листовых эксплантов R. catawbiense «Grandiflorum» 

проходит через регенерацию эмбриоидоподобных структур на адаксиальной 

стороне (рис. 18, а, б). Гистологические исследования подтверждают связь этих 

de novo структур с тканями исходного экспланта через проводящую систему. 

Наряду с закладкой и развитием апекса почки, корневые апексы не дифферен-

цировались и формирование биполярной структуры у регенерантов R. ca-

tawbiense «Grandiflorum» не происходило (рис. 18, в, г). 
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Рис. 17. Гистологический анализ формирования адвентивных почек из листовых эксплан-
тов R. sichotense при культивировании на АМ, содержащей 1,0 мкМ ТДЗ: a) поперечные 
срез исходного экспланта (0 дней); б) продольные срез, первые клеточные деления эпи-
дермиса на адаксиальной стороне листового экспланта (10 дней); в) образование выпячи-
ваний на адаксиальной стороне листового экспланта, поперечный срез (14 дней); г) заклад-
ка меристематических центров на поверхности выпячиваний; д) продольный срез через 
дифференцирующуюся почку, закладка листовых примордиев (35 дней); е) формирование 
множества зачатков почек через 8 недель в культуре.  
Условные обозначения: Аб – абаксиальная сторона, Ад – адаксиальная сторона, Ап – апекс 
почки, Вп – выпячивания (протуберанцы), Зп – закладка почки, Лп – листовые примордия, 
Мц – меристематический центр, П – почка, Пп – проводящий пучок 
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Рис. 18. Морфогенез в культуре листовых эксплантов R. catawbiense «Grandiflorum» 
под действием ТДЗ: a – начало дифференциации эмбриоидоподобных структур на 
среде, дополненной 0,5 мкМ ТДЗ (12 дней); б – развитие эмбриоидоподобной 
структуры на среде, дополненной 0,5 мкМ ТДЗ (35-й день); в – меристематическая 
эмбриоидоподобная структура на поверхности экспланта, находящегося на среде с 
5,0 мкМ ТДЗ; г – почка, развившаяся под действием 5,0 мкМ ТДЗ 

 
Таким образом, морфогистологические исследования способствовали 

детальному анализу различий путей регенерации исследованных генотипов. 

Адвентивные почки R. sichotense развивались из протуберанцев под действи-

ем 0,1–1,0 мкМ ТДЗ на адаксиальной стороне основания листа. Формирова-

ние протуберанцев в ходе прямого морфогенеза отмечено у многих видов 

растений: Amaryllis belladonna (Bruyn et al., 1992), Cucumis melo (Gaba et al., 

1999), Dioscorea alafa (Barabokana et al., 2003), Passiflora eduris (Rocha et al., 

2015) и др. Чаще всего развитие таких структур наблюдают при регенерации 

из немеристематических тканей экспланта (Gaba et al., 1999). Развитию про-
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туберанцев предшествует дедифференцировка группы клеток, далее в верх-

них слоях образовавшихся протуберанцев происходит дифференцировка 

апексов (Banerjee et al., 1998; Gaba et al., 1999; Rocha et al., 2015). Также есть 

сведения, что из протуберанцев наряду с побегами формируются и листопо-

добные образования (Gaba et al., 1999).  

Структуры, инициированные из листовых эксплантов R. catawbiense 

«Grandiflorum» под действием ТДЗ, напоминали соматические эмбриоиды. 

Однако, при помощи гистологических исследований это предположение ис-

ключено, так как выявлена связь проводящих систем образований de novo и 

тканей экспланта, а также отсутствие корневых апексов. В работах зарубеж-

ных исследователей также отмечено развитие эмбриоидоподобных структур 

под действием ТДЗ. Подобный эффект ранее наблюдали в культуре листовых 

эксплантов Elliottia racemosa (Ericaceae) (Woo, Wetzstein, 2008 a),сахарного 

тростника (Wamaitha et al., 2010) и Pelargonium × hortorum (Madden et al., 

2005). 
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ГЛАВА 5. РЕГЕНЕРАЦИЯ ПОБЕГОВ DE NOVO ИЗ ФЛОРАЛЬНЫХ 
ЭКСПЛАНТОВ 

 

Высокая эффективность использования ТДЗ, установленная нами при ре-

генерации побегов из листовых эксплантов R. sichotense и R. catawbiense «Gran-

diflorum», способствовала развитию дальнейших исследований по действию 

этого синтетического цитокинина на морфогенетический потенциал флораль-

ных эксплантов таких полиморфных видов как R. dauricum и R. sichotense. 

Цветение рододендронов продолжается в среднем 2–3 недели при этом 

зачастую у особей R. dauricum и R. sichotense отмечается неравномерное рас-

крытие цветочных почек, т.е. наряду с раскрывшимися цветками, на нижних 

побегах имеются закрытые генеративные почки (Петухова, 2006). Создание 

системы регенерации с использованием флоральных эксплантов позволяет 

проводить отбор форм с необходимой оригинальной окраской венчика в по-

левых условиях. Флоральные экспланты рододендронов имеют ряд преиму-

ществ перед другими типами эксплантов, главными из которых являются 

низкий уровень контаминации и более продолжительный временной интервал 

для изоляции бутонов из условий ex vitro (Meyer, 1982; Dai et al., 1987; 

Pogany, Lineberger 1990). Более того, флоральные экспланты можно исполь-

зовать для получения ценных генотипов рододендронов при помощи генети-

ческой трансформации (Piqueras et al., 2010).  

Исследования регенерационного потенциала флоральных эксплантов 

рододендронов не многочисленны и в основном касаются вечнозеленых ви-

дов и сортов рододендронов. В 1982 г. М.М. Мейер предложил протокол 

микроразмножения с использованием изолированной завязи с цветоножкой 

для R. сatawbiense (Meyer, 1982). Регенеранты были получены непрямым пу-

тем из изолированных завязей с цветоножкой под действием традиционно 

используемых для рододендронов регуляторов роста: 2-iP (73,8 мкМ) и ИУК 

(22,8 мкМ). Прямой органогенез в культуре флоральных эксплантов предста-

вителей рода Rhododendron показан при использовании ТДЗ (Murthy et al., 

1998). При культивировании изолированных пыльников R. «P.J.M. hybrids» на 
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средах содержащих различные комбинации 2iP с ТДЗ были одновременно 

получены адвентивные побеги, флоральные структуры и каллус (Shevade, 

Preece, 1993; Huetteman, Preece, 1993). С. Томсон с соавторами (Tomsone, 

Gertnere, 2003; Tomsone et al., 2004) сообщали о прямой регенерации побегов 

непосредственно из тканей флоральных эксплантов R. «Nova Zembla» и 

«Irina» под действием ТДЗ (0,05–1,0 мг/л) в комбинации с 2-iP (15,0 мг/л) и 

ИМК (3,0 мг/л). Такие же результаты получены Д. Сикуранза и Н.А. Митков-

ским (Sicuranza, Mitkowski, 2007) для R. catawbiense «English Roseum». Одна-

ко, в силу генотипических различий приемы микроразмножения, разработан-

ные для вечнозеленых рододендронов, могут быть не эффективными в отно-

шении дикорастущих листопадных или полувечнозеленых видов.  

Представленное исследование нацелено на создание системы прямой 

регенерации побегов из флоральных эксплантов R. dauricum с использовани-

ем различных цитокининов и ТДЗ. Полученные результаты будут служить 

основой дальнейшей селекции R. dauricum и R. sichotense с целью получения 

морозостойких сортов с различной окраской венчика.  

 

5.1. Введение в культуру флоральных эксплантов R. «Pohjola's daughter» 
 

Морфогенный ответ флоральных эксплантов вечнозеленого морозоустой-

чивого сорта финской селекции R. «Pohjola's Daughter» был получен на АМ, со-

держащей традиционные для микроразмножения регуляторы роста  

(74 мкМ 2-iP и 15 мкМ IAA), дополненные 2,5 мкМ ТДЗ. Уже на 7-й день отме-

чали увеличение размеров цветоножки, в то время как рост завязи со столбиком 

прекратился. На 8 неделе культивирования у 50 % эксплантов наблюдали фор-

мирование выпячиваний (табл. 11). Появление структур в виде почек и укоро-

ченных розеточных побегов было отмечено на 12 неделе культивирования  

(рис. 19, а). Морфогенез побегов из флоральных эксплантов протекал асинхрон-

но, поскольку одновременно происходило как развитие уже дифференцирован-

ных зачатков почек, так и формирование новых выпячиваний и почек.  
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Т а б л и ц а  1 1  
 

Влияние концентрации ТДЗ на регенерационный потенциал флоральных эксплантов  
R. «Pohjola's Daughter» 

 

Регуляторы роста растений, 
мкM 

Частота  
регенерации, % 

Число побегов 
на эксплант, шт. 

Высота побегов,  
мм 

 

1,0 ТДЗ+73,8 2-iP+15,0 ИМК 
2,5 ТДЗ+73,8 2-iP+15,0 ИМК 

 

0 
50 

 

- 
26,21 ± 5,26 

 

- 
1,2 ± 0,20 

 
Снижение концентрации ТДЗ до 1,0 мкМ в комбинации других регуля-

торов роста оказалось неэффективным и привело к гибели эксплантов; реге-

нерацию не наблюдали. 

 

а  б  

в  

 
Рис. 19. Регенерация побегов de novo из флоральных эксплантов R. «Pohjola's Daughter»:  
а – почки и укороченные побеги на поверхности цветоножки, полученные при культиви-
ровании на АМ, содержащей 73,8 мкМ 2-iP, 15,0 мкМ ИМК и 2,5 мкМ ТДЗ; б – выпячива-
ния, не развившиеся в побеги после элонгации; в – побеги, полученные после 6 недель 
элонгации на АМ0 
 

После переноса эксплантов R. «Pohjola's Daughter» на среды для элонга-

ции (АМ0) почки и укороченные побеги дали начало побегам de novo с нор-

мальным строением (рис. 19, в). Число побегов на эксплант, полученное по-
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сле элонгации составило 26,21 шт. (см. табл. 11). Однако, нами отмечено, что 

не все вновь образованные выпячивания способны формировать почки и пол-

ноценные побеги на средах для элонгации (рис. 19, б).  

 
5.2. Система регенерации побегов из флоральных эксплантов R. dauricum 

 

Культивирование флоральных эксплантов R. dauricum на АМ, содер-

жащей 73,8 мкM 2-iP и 15,0 мкМ ИМК в сочетании от 1,0 до 5,0 мкМ ТДЗ, не 

привело к регенерации побегов de novo, хотя экспланты пропорционально 

увеличивались в размерах, были покрыты железистыми волосками, сохраняли 

жизнеспособность и зеленый цвет в течение всего эксперимента, (табл. 12). 

Попытки стимулировать регенерацию побегов из флоральных эксплантов  

R. dauricum на средах, содержащей только ТДЗ в концентрациях от 1,0 до  

5,0 мкМ также не дали результатов. Экспланты увеличивались в размерах и 

затем, либо подвергались некрозу, либо оставались жизнеспособными, но ре-

генерации побегов не происходило. Дальнейшие эксперименты были направ-

лены на поиск способов инициации процессов морфогенеза из флоральных 

эксплантов R. dauricum с помощью введения в состав сред дополнительного 

цитокинина – зеатина.  

Т а б л и ц а  1 2  
 

Влияние различных регуляторов роста и предкультивирования на регенерационный  
потенциал флоральных эксплантов R. dauricum 

 

Частота регенерации, %  Регуляторы роста растений,  
мкM без предкультивирования с предкультивированием 

1,0 ТДЗ 
2,5 ТДЗ 
5,0 ТДЗ 

1,0 ТДЗ+73,8 2-iP+15,0 ИМК 
2,5 ТДЗ+73,8 2-iP+15,0 ИМК 
5,0 ТДЗ+73,8 2-iP+15,0 ИМК 

1,0 ТДЗ+2,5 зеатина 
2,5 ТДЗ+2,5 зеатина 
5,0 ТДЗ+2,5 зеатина 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

45 
10 
0 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

87,5 
12,5 

0 

 
П р и м е ч а н и е . «-» – нет данных. 
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Флоральные экспланты, инокулированные на АМ, дополненную 1,0 мкМ 

ТДЗ в комбинации с 2,5 мкМ зеатина, увеличивались в размерах, затем через 

3 недели культивирования происходило разрастание цветоножки эксплантов. 

Формирование почек на цветоножках наблюдали через 8 недель культивиро-

вания. Через 11 недель культивирования на АМ, содержащей 1,0 ТДЗ и 2,5 мкМ 

зеатина, отмечено формирование конгломератов адвентивных почек у 45 % 

флоральных эксплантов (см. табл. 12). 

Экспланты, культивируемые на питательной среде с 2,5 мкМ ТДЗ и  

2,5 мкМ зеатина, равномерно увеличивались в размерах (т.е. наблюдался рост 

одновременно всех частей экспланта). Однако, только у 10% эксплантов на-

блюдали появление морфогенного ответа после 11 недель в культуре. Нали-

чие в среде 5,0 мкМ ТДЗ в сочетании с 2,5 мкМ зеатина вызвало увеличение 

размеров завязи, развитие железистых волосков на эпидермисе флоральных 

эксплантов, однако дальнейшего геммогенеза не наблюдали (см. табл. 12). 

При переносе флоральных эксплантов на питательную среду АМ0 для 

элонгации, формирование нормальных побегов (в среднем 7 шт. на эксплант) 

наблюдали только у регенерантов, полученных под действием 1,0 мкМ ТДЗ и 

2,5 мкМ зеатина (табл. 13).  
 

Т а б л и ц а  1 3  
 

Влияние предкультивирования и индукции тидиазуроном на формирование побегов  
R. dauricum после 6 недель элонгации на АМ0 

 

Число побегов на эксплант, шт. Высота побегов, мм Регуляторы роста 

растений, мкM без предкультив. с предкультив. без предкультив с предкультив. 

1,0 ТДЗ+2,5 зеатина 

2,5 ТДЗ+2,5 зеатина 

5,0 ТДЗ+2,5 зеатина 

7,03 ± 1,02 а 

0 

0 

7,33 ± 1,15 а 

0 

0 

9,67 ± 0,47 а 

- 

- 

10,33 ± 0,55 а 

- 

- 

 

П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде М ± m; значения, за которыми следуют одинако-
вые буквы, не имеют значимого отличия друг от друга в соответствии с тестом Дункана при р = 0,05. 

 

Для повышения регенерационного потенциала флоральных эксплантов 

R. dauricum мы использовали предкультивирование на агаризованной АМ0 в 



 88 

течение 4 дней, затем их помещали на индукционные среды, содержащие  

2,5 мкМ зеатина в комбинации с ТДЗ в разных концентрациях.  

Увеличение размеров цветоножки отмечено через 2 недели культивиро-

вания в присутствии 1,0 и 2,5 мкМ ТДЗ. Через 4 недели после начала экспе-

римента наблюдали появление морфогенного ответа на цветоножках фло-

ральных эксплантов культивировавшихся на АМ, дополненной 1,0 мкМ ТДЗ 

и 2,5 мкМ зеатина (рис. 20, а). Развитие почек на цветоножках флоральных 

эксплантов происходило после 6 недель в культуре. Формирование конгломе-

ратов укороченных побегов отмечено у 87,5% флоральных эксплантов через 8 

недель после начала эксперимента (см. табл. 12), что на 3 недели раньше, чем 

в эксперименте без предкультивирования на АМ0 (рис. 20, б).  

 

 

Рис. 20. Регенерация побегов de novo из флоральных эксплантов R. dauricum с пре-
добработкой в течение 4 дней на АМ0 и последующем культивировании на АМ, со-
держащей 1,0 мкМ ТДЗ и 2,5 мкМ зеатина: а – начальные этапы морфогенеза побе-
гов на цветоножке флоральных эксплантов через 4 недели культивирования;  
б – конгломераты укороченных побегов; в – побеги, полученные после 6 недель 
элонгации на АМ0 
 

Повышение концентрации ТДЗ в питательной среде до 2,5 мкМ привело 

к значительному снижению уровня регенерации, в присутствии 5,0 мкМ ТДЗ 

регенерации не происходило. 
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Полученные конгломераты укороченных побегов переносили на АМ0 

для элонгации. Однако, удлиненные побеги сформировали только те регене-

ранты, которые были получены под действием 1,0 мкМ ТДЗ и 2,5 мкМ зеати-

на (табл. 13, рис. 20, в). Данные табл. 13 свидетельствуют о незначительном 

влиянии предкультивирования на высоту и число побегов на эксплант. 

 

5.3. Регенерация побегов из флоральных эксплантов R. sichotense 
  

Поскольку R. sichotense и R. dauricum близкородственные виды, мы ис-

ходили из предположения о том, что концентрации и комбинации ТДЗ с зеа-

тином, эффективные при индукции процессов регенерации из флоральных 

эксплантов R. dauricum, также будут эффективны и в отношении флоральных 

эксплантов R. sichotense.  

Действительно, прием предкультивирования на безгормональной среде 

оказался эффективным и для флоральных эксплантов R. sichotense. Через 4 

дня культивирования на АМ0 все части эксплантов пропорционально увели-

чились в размерах. Через 10 дней после переноса на питательные среды, со-

держащие 1,0 мкМ ТДЗ или 1,0 ТДЗ в сочетании с 2,5 мкМ зеатина, длина 

цветоножек эксплантов увеличилась. Появление морфогенных структур на 

цветоножке флоральных эксплантов отмечено через 3 недели культуры. Через 

6 недель культивирования морфогенный ответ дали 100% флоральных экс-

плантов R. sichotense, вне зависимости от гормонального состава индукцион-

ных сред (табл. 14).  
 

Т а б л и ц а  1 4  
 

Влияние ТДЗ и зеатина на регенерационный потенциал флоральных эксплантов R. sichotense 
 

Регуляторы роста растений,  

мкM 

Частота  

регенерации, % 

Число побегов  

на эксплант, шт. 

Высота побегов, 

мм 

1,0 ТДЗ 

1,0 ТДЗ+2,5 зеатина 

100 

100 

17,14 ± 3,53 а 

17,40 ± 3,07 а 

10,57 ± 0,93 a 

7,70 ± 0,45 b 

 

  П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде М ± m; значения, за которыми следуют одинако-
вые буквы, не имеют значимого отличия друг от друга в соответствии с тестом Дункана при р = 0,05. 
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Регенеранты, инициированные в присутствии только ТДЗ и ТДЗ в соче-

тании с зеатином отличались по степени развития побега.  

Так, регенеранты полученные под воздействием только ТДЗ представ-

ляли собой укороченные дифференцированные побеги и почки (рис. 21, б, 

справа), при сочетании ТДЗ с зеатином регенеранты представлены видоизме-

ненными почками или зачатками почек (рис. 21, а, б, слева). 

 

а  б  

в   г  
 

Рис. 21. Регенерация побегов R. sichotense из флоральных эксплантов: а – регенера-
ция почек и выпячиваний под действием 1,0 мкМ ТДЗ и 2,5 мкМ зеатина; б – реге-
нерация побегов под действием 1,0 мкМ ТДЗ и 2,5 мкМ зеатина (слева) и 1 мкМ 
ТДЗ (справа); в – de novo побеги, инициированные при помощи 1,0 мкМ ТДЗ, после 
элонгации; г – de novo побеги, инициированные при помощи 1,0 мкМ ТДЗ и  
2,5 мкМ зеатина, после элонгации 
 

Число побегов на эксплант после элонгации в течение 6 недель на 

АМ0 составило в среднем 17 шт. и существенно не зависело от комбинаций 

регуляторов роста в испытанных вариантах сред (см. табл. 14). Однако, от-
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мечены различия в морфологии вновь образованных побегов (рис. 21, в, г). 

Конгломераты побегов, морфогенез которых был индуцирован под действи-

ем 1,0 мкМ ТДЗ в сочетании с 2,5 мкМ зеатина, состояли из большего числа 

укороченных витрифицированных побегов, для которых необходима допол-

нительная элонгация. Средняя длина побегов в таких конгломератах была 

меньше, чем у побегов, полученных на фоне только 1,0 мкМ ТДЗ (см. табл. 14).  

Таким образом, при использовании системы регенерации из флораль-

ных эксплантов, разработанной С. Томсон с соавторами (Tomsone, Gertnere, 

2003) для вечнозеленых видов рододендронов, и основанной на действии ТДЗ 

в сочетании с 2-iP и ИМК, мы получили регенеранты только из флоральных 

эксплантов вечнозеленого сорта R. «Pohjola's Daughter». Используя этот про-

токол, нам не удалось получить морфогенный ответ у R. dauricum, что, воз-

можно, связано с генотипическими различиями этих групп рододендронов. 

В нашем исследовании представлен новый двухступенчатый способ 

прямой регенерации побегов из флоральных эксплантов R. dauricum: (1) 

предкультивирование в течение 4 дней на АМ0, (2) индукция морфогенеза 

при помощи 1,0 мкM ТДЗ и 2,5 мкM зеатина с последующей элонгацией по-

бегов на АМ0. Использование 2,5 мкМ зеатина в сочетании с 1,0 мкМ ТДЗ 

привело к прямой регенерации побегов на цветоножке флоральных эксплан-

тов R. dauricum. По данным ряда исследователей зеатин по сравнению с 2-iP 

обладает большей активностью в отношении пролиферации побегов у родо-

дендронов (Fordham et al., 1982; Hsia, Korban, 1997) и имеет синергический 

эффект c ТДЗ (Wondyifraw, Wannakrairoj, 2006). Однако, в нашем исследова-

нии, с увеличением концентрации ТДЗ в питательной среде существенно 

снижалась регенерационная способность флоральных эксплантов, что позво-

ляет говорить о ключевой роли ТДЗ в этом процессе. Морфогенный потенци-

ал цветоножек флоральных эксплантов R. dauricum, возможно, связан с инду-

цированным при помощи ТДЗ перепрограммированием вставочных меристем 

на запуск процессов побегообразования. Подобный эффект перепрограмми-

рования морфогенеза клеток под действием ТДЗ описан у многих видов рас-
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тений (Gill, Saxena, 1993, Dutta-Gupta, Conger, 1998). 

 Предкультивирование стерильных флоральных эксплантов R. dauricum 

в течение 4 дней на безгормональной среде позволило увеличить частоту ре-

генерации и сократить сроки появления морфогенного ответа на 3 недели. 

Повышение темпов регенерации после предкультивирования в течение 3-х 

дней на безгормональной среде наблюдали в культуре листовых дисков гиб-

ридов Saintpaulia ionantha × confusa (Lo et al., 1997 a, b). Авторы связывали 

этот эффект с возникновением «окна» компетенции для запуска процессов 

регенерации побегов или, так называемого, предкомпетентного периода, ко-

торый включает 2 фазы: фазу реактивации и фазу дедифференциации (Lo et 

al., 1997 b). К.Х. Ло с соавторами предполагают, что именно во время фазы 

реактивации клетки экспланта приобретают чувствительность к экзогенным 

регуляторам роста (Lo et al., 1997 b).  

Разработанная двухступенчатая система регенерации из флоральных 

эксплантов R. dauricum оказалась эффективной и при индукции морфогенеза 

из флоральных эксплантов R. sichotense. Регенерационный потенциал фло-

ральных эксплантов R. sichotense оказался выше, чем у R. dauricum: для ин-

дукции морфогенеза из флоральных эксплантов R. sichotense достаточно ис-

пользовать только ТДЗ без каких-либо других регуляторов роста, что объяс-

няется большей способностью к пролиферации у тканей флоральных экс-

плантов R. sichotense, по сравнению с R. dauricum.  

 Таким образом, представленная двухступенчатая система регенерации 

побегов из флоральных эксплантов R. dauricum и R. sichotense открывает но-

вые перспективы для дальнейшей селекции этих полиморфных морозоустой-

чивых видов. 

 



 93 

ГЛАВА 6. УКОРЕНЕНИЕ И АДАПТАЦИЯ РЕГЕНЕРАНТОВ 

К УСЛОВИЯМ EX VITRO 

 

 Укоренение и адаптация регенерантов – заключительный и наиболее 

ответственный этап клонального микроразмножения растений. Культивиро-

вание растений в условиях in vitro способствует появлению ряда морфологи-

ческих, анатомических и физиологических аномалий, которые затрудняют 

перевод растения в условия ex vitro (Pospisilova, 1999; Hazarika, 2006). В связи 

с этим побеги, полученные в культуре in vitro необходимо подготовить к пе-

реходу на автотрофное питание и пересадке в субстрат в условия ex vitro. Для 

стимуляции ризогенеза используют ауксины: ИУК, ИМК или НУК. В некото-

рых исследованиях доказана эффективность воздействия ИМК для укорене-

ния микроклонов Rhododendron в условиях in vitro (Филипеня и др., 2009; 

Eeckhaut et al., 2010). В то же время, показана эффективность предобработки 

регенерантов в водном растворе ИМК с последующим культивированием по-

бегов in vitro на АМ0 (Васильева, 2009) или ex vitro в смеси торфа и песка 

(Almeida et al., 2005). Затем растения с хорошо развитой корневой системой 

адаптируют к условиям ex vitro в емкостях с почвенной смесью. При этом, 

выбор того или иного способа укоренения и адаптации определяется экспе-

риментально для каждого вида (Briggs et al., 1994).  

Для завершения технологии клонального микроразмножения исследуе-

мых генотипов необходимо разработать и оптимизировать протоколы укоре-

нения и адаптации микропобегов, полученных нами из различных типов экс-

плантов (из проростков, листовых и флоральных эксплантов). Кроме уже за-

явленных объектов исследования, таких как R. sichotense, R. dauricum, R. 

schlippenbachii и R. catawbiense «Grandiflorum», мы использовали и другие 

красивоцветущие морозостойкие сорта, находящиеся в коллекции in vitro ла-

боратории биотехнологии ЦСБС: R. «Helsinki University», R. «Haaga». Разра-

ботка протоколов укоренения и адаптации этих объектов имеет не только 

практическое значение, так как результатом является получение высококаче-
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ственного посадочного материала, но и позволяет выявить генотипические 

различия листопадных, полувечнозеленых и вечнозеленых групп рододенд-

ронов на этом этапе микроразмножения. 

 

Укоренение регенерантов в условиях in vitro 

Первоначальной задачей исследования стал подбор оптимального спо-

соба аппликации ИМК: (1) непосредственное культивирование на АМ, до-

полненной 25,0 мкМ ИМК или (2) 4-часовую импульсную обработку в рас-

творе 148,0 мкМ ИМК с последующим переносом на АМ0. 

В ходе анализа полученных данных установлено, что для всех иссле-

дуемых видов и сортов рододендронов наиболее эффективным способом уко-

ренения оказалась импульсная обработка побегов в водном растворе  

148,0 мкМ ИМК (рис. 22). При этом частота укоренения побегов под действи-

ем импульсной обработки более, чем в два раза превышает аналогичные по-

казатели при укоренении на среде, содержащей 25,0 мкМ ИМК у всех испы-

танных генотипов. Нередко, под действием 25,0 мкМ ИМК на базальном кон-

це некоторых микропобегов развивался каллус. 
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Рис. 22. Эффективность укоренения некоторых представителей рода Rhododendron 
в зависимости от способа аппликации ауксина (ИМК) 
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Максимальный процент укоренения в результате импульсной обработ-

ки выявлен у вечнозеленых сортов: у R. «Helsinki University» – 75 %, у  

R. «Haaga» – 67 % (рис. 22, 23). Импульсная обработка микропобегов дико-

растущих видов R. sichotense, R. dauricum, R. schlippenbachii несмотря на 

большую эффективность, по сравнению с непосредственным культивирова-

нием на АМ, дополненной 25,0 мкМ ИМК, вызвала ризогенез только у 30–

40 % микропобегов. Невысокий процент укоренения в результате импульсной 

обработки был у побегов вечнозеленого сорта R. catawbiense «Grandiflorum» 

(см. рис. 22).  
 

   а  б  в  
 

Рис. 23. Микроклоны, укорененные на безгормональной среде Андерсона после предоб-
работки 148,0 мкМ ИМК: а – R. sichotense, б – R. «Helsinki University», в – R. «Haaga» 

 

Индукция ризогенеза на АМ, содержащей 25,0 мкМ (5,0 мг/л) ИМК, 

была предложена Б.А. Бриггсом с соавторами (Briggs et al., 1994), как эффек-

тивный способ укоренения вечнозеленых рододендронов в промышленных 

масштабах. В работах белорусских авторов показана эффективность более 

низких концентраций ИМК (1,0 и 2,0 мг/л) для индукции корнеобразования у 

вечнозеленых сортов рододендронов, включая сорта «Helsinki University» и 

«Haaga» (Кутас, 2006, Филипеня и др., 2009). Также отмечено и формирова-

ние каллуса наряду с развитием адвентивных корней, что может негативно 

отразиться в дальнейшем на адаптации этих растений к условиям ex vitro 

(Филипеня и др., 2009). Использование импульсной обработки ИМК позволя-

ет предотвратить каллусогенез. 
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Оптимизация этапа укоренения и адаптации регенерантов в усло-

виях ex vitro 

Известно, что корневая система, развившаяся в условиях in vitro, имеет 

ряд аномалий (Pospisilova, 1999; Hazarika, 2006). В связи с этим дальнейшие 

наши эксперименты были направлены на оптимизацию укоренения иссле-

дуемых видов рододендронов при помощи импульсной обработки ИМК в ус-

ловиях ex vitro, что должно способствовать развитию полноценной корневой 

системы у регенерантов. 

 Для индукции ризогенеза использовали импульсную обработку микро-

побегов в водном растворе 148,0 мкМ ИМК. Затем растения, обработанные 

таким способом, помещали ex vitro в гидропонную установку или смесь торфа 

(рН = 4,0–5,0) и песка, в соотношении 1 : 1 (рис. 8 в гл. 2). Эффективность 

способов укоренения и адаптации оценивали соответственно по проценту 

укорененных растений и степени развития корневой системы, учитывая мор-

фологические параметры. 

Микропобеги R. sichotense, R. «Helsinki University» и R. «Haaga» укоре-

няли с использованием лабораторной гидропонной установки. Анализ полу-

ченных результатов показал различия исследуемых генотипов. Повышение 

частоты укоренения в гидропонной установке отмечено у сортов, относящих-

ся к группе вечнозеленых: R. «Helsinki University» и R. «Haaga», до 90 и 78 % 

соответственно. Микропобеги R. sichotense, напротив, укоренялись с меньшей 

частотой на гидропонике, чем на АМ0 (см. рис. 23, а). Эффективность ис-

пользования гидропоники на этапе адаптации растений клонального проис-

хождения показана во многих работах, при этом важным критерием является 

высота регенерантов (Nhut et al., 2006; Вечернина и др., 2008; Эрст и др., 

2012). Полученные данные показывают перспективность применения гидро-

поники для укоренения и адаптации вечнозеленых представителей рода 

Rhododendron, в то время как для полувечнозеленых представителей следует 

искать более эффективный способ. 
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Для укоренения R. sichotense, R. dauricum, R. schlippenbachii, R. catawbi-

ense «Grandiflorum» и R. «Helsinki University» после импульсной обработки 

использовали смесь торфа и песка. Использование этой смеси, как субстрата 

для укоренения после импульсной обработки, позволяет существенно увели-

чить выход укорененных, адаптированных растений. Так, процент укоренив-

шихся растений сорта R. «Helsinki University» составил 100 %, R. sichotense – 

84 %, а R. dauricum – 89 % (рис. 24, б). При этом корневая система растений 

при адаптации в смеси торфа и песка лучше развита по сравнению с расте-

ниями, укорененными в условиях in vitro (табл. 15, рис. 25).  
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Рис. 24. Частота ризогенеза микропобегов представителей рода Rhododendron,  
индуцированного импульсной обработкой 148,0 мкМ ИМК, в зависимости  

от условий укоренения 
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 а  б  в  г  

Рис. 25. Укорененные микропобеги R. sichotense при помощи импульсной  
обработки в условиях in vitro (a) и R. sichotense (б), R. dauricum (в)  

и R. schlippenbachii (г) в условиях ex vitro 
 

Адаптированные к условиям ex vitro растения пересаживали в кассеты с 

почвенной смесью, а затем по мере роста в горшки и переносили в теплицу 

(рис. 26).  

 

  а  б  

Рис. 26. Адаптированные растения в кассетах (а) и горшках (б) 

 

Анализируя результаты проделанной работы по оптимизации этапов 

укоренения и адаптации можно сделать вывод, что импульсная обработка 

148,0 мкМ ИМК в течение 4 ч с последующим укоренением ex vitro в смеси 

торфа и песка дала наибольший выход укорененных растений изучаемых 
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представителей рода Rhododendron (см. рис. 22–25). Укорененные таким спо-

собом растения имели более развитую корневую систему и адаптированные к 

условиям ex vitro надземные органы (см. рис. 25). Процент укоренившихся в 

условиях in vitro микрочеренков был значительно ниже, и таким растениям 

требовалась дополнительная адаптация к условиям ex vitro. В работах  

О.Г. Васильевой также показано, что замачивание микропобегов рододендро-

нов на 4 часа в растворе, содержащем 30 мг/л (148 мкМ) ИМК, с последую-

щим культивированием на безгормональной среде сокращает сроки укорене-

ния и адаптации в два раза (Васильева, 2009). В то же время, в работах мно-

гих авторов показана эффективность укоренения в условиях ex vitro, посколь-

ку в этих условиях растения формируют более развитую корневую систему, 

чем при in vitro укоренении (Bellamine et al., 1998; Borkowska, 2001; Yan et al., 

2010). Укоренение ex vitro имеет ряд преимуществ: полноценное развитие 

корней, интенсивное развитие побегов и сокращение времени адаптации рас-

тений, что находит отражение в работах многих авторов (Leva, 2012, Benma-

hioul et al., 2012, Phulwaria, Shekhawat, 2013). 

Подход, разработанный нами в представленной работе, включающий 

импульсную обработку микропобегов в растворе ИМК с последующим уко-

ренением ex vitro, способствует значительному сокращению сроков адапта-

ции и уменьшению стоимости высококачественного посадочного материала 

рододендронов клонального происхождения. Проведенные исследования вы-

явили генотипические различия исследуемых представителей рода на этапе 

укоренения и адаптации в гидропонной установке. Укоренение и адаптация 

регенерантов в смеси торфа и песка – наиболее универсальный способ, эф-

фективный как для вечнозеленых, так для полувечнозеленых и листопадных 

рододендронов.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Семена, листовые и флоральные экспланты исследуемых представите-

лей рода Rhododendron перспективны для введения в культуру и ини-

циации прямого морфогенеза побегов. Доказана высокая активность 

ТДЗ, как индуктора морфогенеза у рододендронов вне зависимости от 

типа экспланта; 

2. Показана эффективность использования семян R. dauricum и R. schlip-

penbachii, имеющих неглубокий тип покоя и высокую всхожесть, в ка-

честве источников эксплантов для введения в культуру in vitro. Для 

массового получения микроклонов R. dauricum и R. schlippenbachii ре-

комендуется использовать среду АМ, дополненную 1,0 мкМ ТДЗ или  

2,5 мкМ зеатина. Установлено, что ТДЗ (1,0 мкМ) и зеатин (1,0–5,0 мкМ) 

стимулируют как активацию пазушных меристем, так и закладку адвен-

тивных почек, которые образуются на гипокотиле проростков; 

3. Разработана система регенерации R. sichotense и R. catawbiense 

«Grandiflorum» из листовых эксплантов, основанная на высокой эффек-

тивности ТДЗ в низких концентрациях (0,1–1,0 мкМ), как триггера про-

цессов дедифференциации клеток, с последующей регенерацией побе-

гов de novo. Показана перспективность импульсной обработки ТДЗ для 

оптимизации стадий инициации и собственно размножения R. catawbi-

ense «Grandiflorum»; 

4. Установлено, что начальные этапы морфогенеза в культуре листовых 

эксплантов R. catawbiense «Grandiflorum» и R. sichotense происходят в 

эпидермальном слое адаксиальной стороны основания листовой пла-

стины. Выявлены видовые различия дальнейших этапов морфогенеза: 

появлению почек у R. sichotense предшествует образование протубе-

ранцев на поверхности эксплантов, а органогенез из листовых эксплан-

тов R. catawbiense «Grandiflorum» проходит через формирование эм-

бриоидоподобных структур; 
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5. Впервые разработан метод введения в культуру флоральных эксплантов 

R. dauricum и R. sichotense с использованием предкультивирования на 

безгормональной АМ в течение 4-х дней. Дальнейшая индукция адвен-

тивного побегообразования на цветоножках получена на средах с ис-

пользованием 1,0 мкМ ТДЗ в сочетании с 2,5 мкМ зеатина для  

R. dauricum и 1,0 мкМ ТДЗ для R. sichotense. Показано, что предкульти-

вирование на АМ0 позволяет ускорить получение морфогенного ответа 

и увеличить частоту регенерации. 

6. Культивирование полученных регенерантов на АМ0 способствует 

элонгации побегов и преодолению аномалий, возникших под действием 

ТДЗ вне зависимости от типа экспланта;  

7. Оптимизирована система укоренения исследуемых рододендронов, 

включающая импульсную обработку регенерантов с использованием 

148,0 мкМ ИМК в течение 4 часов и перенос микропобегов в условия ex 

vitro на смесь торфа и песка (1:1). В результате удалось увеличить вы-

ход адаптированных растений с хорошо развитой корневой системой и 

сократить сроки получения качественного посадочного материала; 

8. На основании выявленных закономерностей разработаны и оптимизи-

рованы протоколы клонального микроразмножения морозоустойчивых 

видов и сортов рода Rhododendron.  
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