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ОПТИМИЗАЦИЯ ПРИЕМОВ ВВЕДЕНИЯ САДОВЫХ РАСТЕНИЙ 
В СТЕРИЛЬНУЮ КУЛЬТУРУ IN VITRO
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В клональном микроразмножении важная роль отводится этапу введения в стерильную 
культуру. Целью исследований стал поиск оптимального стерилизующего агента и оптималь-
ного состава питательных сред для введения садовых растений в культуру in vitro. В качестве 
стерилизующих агентов с оптимальной экспозицией использованы: 48% – этиловый спирт 
(контроль), 8–10 мин; 33% – пергидроль, 6–8 мин; 6% – хлоргексидин, 8–10 мин; 0,1% – сулема, 
1–2 мин; 10,0% – Domestos, 6–7 мин; Amway pursue, 10–12 мин. При определении оптимально-
го состава питательных сред экспланты высаживали на питательные среды с минеральны-
ми микросолями и 1/2 макросолей по следующим прописям: среда Мурасиге-Скуга (контроль), 
для жимолости синей – Мурасиге-Скуга модифицированная (с пониженным содержанием 
аммонийного азота (NH4) на 15%) и Вуди Плант Медиум, для малины красной – Андерсона 
и Кворина-Лепорье. В результате проведенных экспериментов выявлено, что 33,0%-ный пер-
гидроль является наиболее эффективным стерилизующим агентом для обработки исходного 
растительного материала всех изученных садовых культур при инициации эксплантов in vitro, 
так как он обеспечил в среднем достоверно высокий выход стерильных меристематических 
апексов (63,3%) и почек этиолированных подземных побегов (61,6%). Обработка раститель-
ного материала 33,0%-ным пергидролем обеспечила также отсутствие витрифицированных 
(стекловидных) эксплантов, экземпляров с морфозами и некрозами, а также хлоротических 
у вишни и сливы. На питательной среде Вуди Плант Медиум получены значительно лучшие 
результаты выживаемости меристематических апексов жимолости синей – 76,7%. Культи-
вирование почек этиолированных подземных побегов малины на питательной среде Кворина-
Лепорье существенно повысило их выживаемость до 56,7% малины красной с традиционным 
типом плодоношения и до 36,7% малины красной с ремонтантным типом плодоношения.

Ключевые слова: клональное микроразмножение, меристематический апекс, почки 
этиолированных подземных побегов, стерилизующий агент, садовые культуры.

Введение

Использование новых, пластичных и устойчивых к болезням сортов садовых 
культур, позволяет существенно увеличить экологическую устойчивость садовод-
ства [7]. Действенным способом освобождения растений от патогенной микрофлоры 
является размножение в культуре in vitro. Пролиферация пазушных меристем и по-
бегов способна обеспечивать генетическую стабильность размножаемых форм [4].

В условиях Удмуртской Республики практический интерес представляют из-
учение регенерационной способности в культуре in vitro и оптимизация элементов 
технологии клонального микроразмножения таких культур, как жимолость синяя, 
малина, земляника садовая, вишня степная, слива домашняя [10, 15].

В технологии клонального микроразмножения особая роль отводится этапу 
введения в стерильную культуру. Известно, что на этот процесс оказывает влияние 
ряд факторов, в том числе срок введения, тип экспланта, стерилизующий агент, со-
став питательной среды [16]. При неправильно подобранной схеме стерилизации 
происходит контаминация питательной среды и эксплантов грибной и бактериальной 
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микрофлорой [1]. Внутренние инфекции, не проявляясь внешне, могут проявиться 
спустя несколько недель культивирования и оказывать влияние на рост и развитие 
эксплантов. Индивидуальный подбор нетоксичных стерилизующих препаратов, их 
концентрации и экспозиции, при которых достигается высокий уровень стерильно-
сти культуры и низкий уровень угнетения эксплантов, остается актуальным [11].

Основная группа стерилизаторов, используемых в качестве стандартов, – ртутьсо-
держащие и хлорсодержащие вещества. Из веществ, содержащих ртуть, чаще всего при-
меняется 0,1%-ный раствор сулемы (HgCl2) с экспозицией от 1 до 10 мин [17]. Из хлор-
содержащих препаратов часто используют гипохлорит натрия в различных концентраци-
ях (0,5–20%) и экспозициях (10–25 мин) в зависимости от культуры и типа экспланта [18].

Наибольшая жизнеспособность (80–94%) эксплантов жимолости синей отме-
чена при использовании в качестве стерилизующих агентов 5%-ного лизоформина 
3000 и 0,2%-ного нитрата серебра при времени стерилизации 10 мин [9]. Исследова-
ниями установлено, что в период начала роста побегов эффективность введения одно-
узловых черенков и точек роста определялась генотипом. Для одних сортов эффектив-
ным было введение на среде Вуди Плант Медиум одноузловых черенков (72,22% жиз-
неспособных эксплантов жимолости), для других результативным стало использова-
ние мелких эксплантов – точек роста (42,97 и 43,33% жизнеспособных эксплантов) [8].

Наиболее эффективным режимом стерилизации для эксплантов малины явля-
ется 7%-ный гипохлорит натрия с экспозицией 16 мин. Приживаемость эксплантов 
малины варьировала в пределах 62,5–100% [2].

Выявлена высокая приживаемость эксплантов при изоляции в фазу активного 
роста (июнь). Наибольший выход стерильных и жизнеспособных эксплантов отме-
чали в варианте стерилизации 0,1%-ным раствором сулемы (64,7–71,7%) [13].

В клональном микроразмножении плодовых культур (клоновые подвои ябло-
ни, косточковые) на этапе введения в культуру in vitro показал хорошую эффектив-
ность новый антисептический биоразлагаемый препарат широкого спектра действия 
«БИОПАК» в концентрации 0,1% с экспозицией в 3 мин. Эффективность санации 
при обработке экплантов косточковых культур препаратом «БИОПАК» составила 
75%. Обработка эксплантов белизной (1:3) и 0,1% AgNO3 обеспечила количество чи-
стых жизнеспособных эксплантов: 28% и 51% соответственно [3].

Ряд авторов считает целесообразным использование для клонального микро-
размножения садовых культур, в том числе на этапе введения в культуру in vitro, 
модификации таких питательных сред, как Мурасиге-Скуга и Вуди Плант Меди-
ум [9, 12], Уайта, Кнопа, Андерсона, Ли и де Фоссарда, Кворина-Лепорье и др. [8].

Цель исследований: выявить оптимальный стерилизующий агент и опти-
мальный состав питательных сред для введения садовых растений в культуру in vitro.

Методика исследований

Объекты исследований – инициальные экспланты жимолости синей, малины крас-
ной с традиционным и ремонтантным типом плодоношения, земляники садовой с тради-
ционным и ремонтантным типом плодоношения, вишни степной, сливы домашней. Вве-
дение в культуру in vitro проводили в период их активного роста. Исходным материалом 
у малины служили этиолированные подземные побеги, расположенные на корневищах 
материнского растения, у остальных культур брали верхушки однолетних приростов.

Исследования проведены на базе меристемной лаборатории УдмФИЦ УрО РАН 
с использованием современных методов биотехнологии согласно «Технологии полу-
чения оздоровленного посадочного материала плодовых и ягодных культур, 2013 [14].

В качестве стерилизующих агентов с оптимальной экспозицией использова-
ны: 48%-ный этиловый спирт (контроль), 8–10 мин; 33%-ный пергидроль, 6–8 мин; 
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6%-ный хлоргексидин, 8–10 мин; 0,1%-ная сулема, 1–2 мин; 10,0%-ный Domestos, 
6–7 мин; Amway pursue, 10–12 мин.

Для эксперимента брали по 30 ед. исходного материала каждой культуры. Рас-
тительный материал в течение 1 ч промывали проточной водой, после стерилизации 
промывали пятикратно в стерильной дистиллированной воде. Эксплантами для ма-
лины служили почки этиолированных подземных побегов, для остальных садовых 
культур – меристематические апексы. Культуральным сосудом служила пробирка 
биологическая П2–21–200.

Все питательные среды на этапе введения в стерильную культуру имели поло-
винную дозу макросолей, концентрация цитокинина 6-бензиламинопурин (6-БАП) 
составляла 0,25 мг/л. Контрольной питательной средой была традиционная Мура-
сиге-Скуга. Для жимолости синей были использованы питательные среды Мураси-
ге-Скуга модифицированная (с пониженным содержанием NH4 NO3 на 15%) и Вуди 
Плант Медиум, для малины – Андерсона и Кворина-Лепорье.

Меристематические апексы культивировали в световой комнате при освещен-
ности 75–85 мМоль/м2*сек. –1; 6500 К; при температуре воздуха 22…25°C; относи-
тельной влажности воздуха 70–75%; в условиях 16-часового светового дня (табл. 1).

Таблица 1
Состав питательных сред

Группа 
веществ Вещество

Мураси-
ге-Скуга кон-
троль, мг/л

Квори-
на-Лепо-
рье, мг/л

Вуди Плант 
Медиум,

мг/л

Мурасиге-Скуга 
модифициро-
ванная, мг/л

Ан-
дерсо-
на, мг/л

Макро -
элементы

NH4NO3
KNO3

MgSO4 × 7H2O
KH2PO4

(NH4) SO4

1650
1900
370
170

-

400
1800
360
270

-

400
-

250
170

-

1410
1900
370
170

-

400
480
370
380

-

Источник 
кальция

Ca(NO3)2 × 4H2O
CaCl2 × 2H2O

-
490

1200
-

-
150

-
490

-
440

Микро-
элементы

MnSO4 × 4H2O
H3BO3

ZnSO4 × 7H2O
Na2MoO4 × 2H2O
CuSO4 × 5H2O
CoCl2 × 6H2O

KJ

22,3
6,2
8,6

0,25
0,025
0,025
0,83

1,0
6,2
8,6

0,25
0,025
0,025

0,8

10
3
2

03
0,03
0,03
2,5

22,3
6,2
8,6

0,25
0,025
0,025
0,83

16,9
6,2
8,6

0,25
0,025
0,025

0,3

Хелат 
железа

FeSO4 × 7H2O
Na2ЭДТА 

27,8
37,3

27,8
37,3

27,8
37,3

27,8
37,3

27,8
37,3

Углеводы сахароза 25000 25000 25000 25000 25000

агар 4000 4000 4000 4000 4000

Витамины

мезоинозит
никотиновая

кислота
пиридоксин

тиамин
глицин

100

0,5
0,5
0,1
2,0

100

0,5
0,5
0,1
2,0

100

0,5
0,5
0,1
2,0

100

0,5
0,5
0,1
2,0

100

0,5
0,5
0,1
2,0

Цитокинины 6-БАП 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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Этиловый спирт (C2H5OH) – антисептик – применяется как обеззаражи-
вающее и подсушивающее средство (Глазовский ЛВЗ, Удмуртская Республи-
ка). Пероксид водорода (H2O2) применяется в производстве дезинфицирующих 
и отбеливающих средств и обладает хорошими очищающими и антисептическими 
свойствами. 33% водный раствор пероксида водорода, стабилизированный добав-
лением фосфатов натрия, называется пергидролем (сеть «Госаптека»). Хлоргекси-
дин (C22H30Cl2N10) – антисептическое средство, оказывающее бактерицидное дей-
ствие в отношении грамположительных и грамотрицательных бактерий при тем-
пературе 22°C и воздействии в течение 1 мин, фунгицидное действие при темпе-
ратуре 22°C и воздействии в течение 10 мин (сеть «Госаптека»). Сулема – хлорид 
ртути (HgCl2), рекомендуется для дезинфекции против возбудителей грибных 
и бактериальных болезней и является весьма ядовитым (ОАО «Вектон»). Domes-
tos – гипохлорит натрия NaOCl, антисептическое и дезинфицирующее средство, 
применяется как бактерицидное и стерилизующее (ООО «Юнилевер Русь»). В Am-
way pursue действующее вещество L – молочная кислота. Убивает до 99,99% бакте-
рий, эффективен в отношении вирусов и патогенных грибов, не содержит отбели-
вателей, хлорида аммония, хлора и фосфатов, искусственных красителей и арома-
тизаторов (ООО «Амвэй»).

Статистическая обработка экспериментальных данных проведена методом 
дисперсионного анализа по Б.А. Доспехову (2011) [6].

Результаты и их обсуждение

На этапе введения в культуру in vitro, который осуществлялся для всех садовых 
культур на контрольной питательной среде Мурасиге-Скуга, стерилизующий агент 
оказал влияние на выход жизнеспособных эксплантов (табл. 2). Достоверно высо-
кий выход стерильных меристематических апексов в 63,3% в среднем по культурам 
обеспечила обработка 33%-ным пергидролем при 42,0% в контроле (48% – этиловый 
спирт) и НСР05–11,4%.

Использование для стерилизации исходного материала 6,0%-ного хлоргекси-
дина способствовало выходу стерильных меристематических апексов – в среднем 
52,0%, что выше контроля, но несущественно. Стерилизация исходного материала 
0,1%-ной сулемой, 10,0%-ным Domestos и 100% Amway Pursue привело к выходу 
стерильных меристематических апексов: в среднем 38,7%; 38,6%; 36,0% соответ-
ственно, что ниже контрольного показателя, но незначительно.

Достоверно высокому выходу почек этиолированных подземных побегов ма-
лины способствовало использование для стерилизации исходного растительного 
материала 33%-ного пергидроля и 6,0%-ного хлоргексидина. Выход составил со-
ответственно 61,6% и 51,6% при 31,6% в контроле и НСР05 6,7%. Обработка рас-
тительного материала 10,0%-ным Domestos и 100% Amway Pursue привела в срав-
нении с контролем к незначительному уменьшению количества жизнеспособных 
почек этиолированных подземных  побегов малины в среднем до 30,0 и 28,3% со-
ответственно. Стерилизация растительного материала 0,1%-ной сулемой обеспечи-
ла выход жизнеспособных почек малины в среднем 10,0%, что значительно ниже 
контроля.

Стерилизация исходного растительного материала садовых культур 33%-ным 
пергидролем при инициации эксплантов вошла в наши методики клонального ми-
кроразмножения как наиболее эффективная. Выявлено, что обработка данным сте-
рилизующим агентом способствовала отсутствию витрифицированных (стекловид-
ных), некротических и экземпляров с морфозами у всех изучаемых культур, а также 
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хлоротических – у вишни и сливы (табл. 3). Согласно ГОСТ Р 54051–2010 [5] в про-
цессе инициации инфицированные, хлоротические, витрифицированные, а также 
экспланты с наличием некрозов и морфозов отбраковывались.

Таблица 2
Выход жизнеспособных эксплантов на питательной среде Мурасиге-Скуга 

в зависимости от стерилизующего агента, %

Культура

Стерилизующий агент

этиловый 
спирт 48,0%
(контроль)

пергидроль 
33,0%

хлоргекси-
дин 6,0%

суле-
ма 0,1%

Domestos 
10,0%

Amway 
Pursue
100%

Меристематические апексы

Жимолость синяя 40,0 43,3 40,0 40,0 40,0 36,7

Земляника садовая 
с традиционным 
типом плодоношения

46,7 66,7 60,0 36,7 46,7 40,0

Земляника садовая 
с ремонтантным 
типом плодоношения

46,7 53,3 50,0 36,7 43,3 36,7

Вишня степная 46,7 73,3 53,3 40,0 30,0 23,3

Слива домашняя 30,0 80,0 56,7 40,0 33,3 43,3

среднее 42,0 63,3 52,0 38,7 38,6 36,0

НСР05 11,4

Почки этиолированных подземных побегов

Малина красная 
с традиционным 
типом плодоношения

33,3 63,3 53,3 10,0 33,3 26,7

Малина красная 
с ремонтантным 
типом плодоношения

30,0 60,0 50,0 10,0 26,7 30,0

среднее 31,6 61,6 51,6 10,0 30,0 28,3

НСР05 6,7

Питательная среда для жимолости и малины также имела значение на этапе 
введения в стерильную культуру in vitro при стерилизации исходного растительного 
материала 33,0%-ным пергидролем. Выявлено, что значительно лучшие результаты 
выживаемости меристематических апексов жимолости получились при культивиро-
вании их на питательной среде Вуди Плант Медиум – 76,7% при 43,3% в контроле 
и НСР05 10,4% (табл. 4). Культивирование апексов жимолости на питательной среде 
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Мурасиге-Скуга модифицированной также способствовало незначительному увели-
чению их выживаемости до 53,3%.

Достоверно высокие результаты выживаемости почек этиолированных под-
земных побегов малины получены при культивировании на питательной среде 
с минеральной основой Кворина-Лепорье. Выживаемость почек этиолирован-
ных подземных побегов малины красной с традиционным типом плодоношения 
на данной питательной среде на 23,4% выше, чем в контроле (33,3%), и соста-
вила 56,7% при НСР05 16,7%. У малины красной с ремонтантным типом плодо-
ношения выживаемость почек этиолированных подземных побегов также наи-
большая на питательной среде Кворина-Лепорье – 36,7% при 30,0% в контроле 
и НСР05–6,4%.

При использовании питательной среды Андерсона выживаемость почек эти-
олированных подземных побегов малины красной с традиционным типом плодоно-
шения составила 46,7%, малины красной с ремонтантным типом плодоношения – 
33,3%, что также выше, чем в контрольном варианте, но несущественно.

Длительность субкультивирования всех садовых культур на этапе введения 
в in vitro составила 14 сут. Все выжившие экспланты были жизнеспособны и готовы 
к высадке на следующий пассаж.

Таблица 3
Выживаемость эксплантов после стерилизации пергидролем 

на этапе введения в культуру in vitro, %

Культура Инфициро-
ванные

Витрифици-
рованные

Хлороти-
ческие Некрозы Морфозы Выжива-

емость

Меристематические апексы

Жимолость синяя 23,3 0 33,3 0 0 43,4

Земляника садовая 
с традиционным 
типом плодоношения

10,0 0 23,3 0 0 66,7

Земляника садовая 
с ремонтантным 
типом плодоношения

23,3 0 23,3 0 0 53,4

Вишня степная 26,7 0 0 0 0 73,3

Слива домашняя 20,0 0 0 0 0 80,0

Почки этиолированных подземных побегов

Малина красная 
с традиционным 
типом плодоношения

30,0 0 6,7 0 0 63,3

Малина красная 
с ремонтантным 
типом плодоношения 

26,7 0 13,3 0 0 60,0
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Таблица 4
Выживаемость эксплантов ягодных культур при стерилизации пергидролем 

в зависимости от питательной среды, %

Питательная среда
Жимолость 

синяя
(меристемати-
ческие апексы)

Малина красная с традицион-
ным типом плодоношения 

(почки этиолированных под-
земных побегов)

Малина красная с ремонтант-
ным типом плодоношения 

(почки этиолированных под-
земных побегов)

Мурасиге-Скуга 
(контроль) 43,4 33,3 30,0

Мурасиге-Скуга 
модифицированная 53,4 - -

Вуди Плант Медиум 76,7 - -

Кворина-Лепорье - 56,7 36,7

Андерсона - 46,7 33,3

НСР05 10,4 16,7 6,4

Выводы

Выявлено, что 33,0%-ный пергидроль является наиболее эффективным сте-
рилизующим агентом для обработки исходного растительного материала жи-
молости, земляники, вишни, сливы, так как при инициации эксплантов in vitro 
он обеспечил достоверно высокий выход стерильных меристематических апексов: 
63,3% при 42,0% в контроле и НСР05–11,4%.

Существенный выход стерильных жизнеспособных почек этиолированных 
подземных побегов малины в 61,6% получен при использовании как 33,0%-ного пер-
гидроля, так и 6%-ного хлоргексидина: 51,6% при 31,6% в контроле (48% этиловый 
спирт) и НСР05–6,7%.

Установлено, что обработка растительного материала 33,0%-ным пергидролем 
обеспечила отсутствие витрифицированных (стекловидных), некротических экс-
плантов и экземпляров с морфозами, а также хлоротических – у вишни и сливы.

Таким образом, выявлено, что для стерилизации исходного растительно-
го материала садовых культур более предпочтительно использовать 33,0%-ный 
пергидроль.

На этапе введения в культуру in vitro жимолости синей оптимальной пита-
тельной средой является Вуди Плант Медиум, на которой выживаемость меристе-
матических апексов составляет 76,7%, что достоверно выше, чем на контрольной 
Мурасиге-Скуга. В сравнении с питательной средой Мурасиге-Скуга (контроль) 
культивирование почек этиолированных подземных побегов малины на среде Кво-
рина-Лепорье существенно повышает их выживаемость: до 56,7% малины красной 
с традиционным типом плодоношения и 36,7% малины красной с ремонтантным ти-
пом плодоношения.
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INITIATION OF HORTICULTURAL CROP EXPLANTS IN VITRO

M.G. MARKOVA, E.N. SOMOVA

(«Udmurt Federal Research Center of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences»)

The stage of introduction into sterile culture plays an important role in clonal micropropaga-
tion. The purpose of these studies was to find the optimal sterilizing agent at the stage of introducing 
blue honeysuckle, red raspberry, garden strawberry, steppe cherry, house plum into in vitro culture, 
as well as the optimal nutrient medium at this stage for blue honeysuckle and red raspberry. As steril-
izing agents with optimal exposure, the following were used: 48% ethyl alcohol (control) 8–10 min., 
33% perhydrol 6–8 min., 6% chlorhexidine 8–10 min., 0.1% sublimate 1–2 min., 10.0% Domestos 
6–7 min., Amway pursue 10–12 min. Murashige-Skooga modified (NH4 content reduced at 15%) 
and Woody Plant Medium nutrient media were used to identify the optimal media for blue honey-
suckle, and Anderson and Quorin-Leporrier media – for raspberries. All nutrient media had a half 
dose of macro- and microsalts. The control medium was traditional Murashige-Skooga. The results 
of the experiment showed that 33.0% perhydrol is the most effective sterilizing agent for process-
ing the initial plant material of all horticultural crops when initiating explants in vitro, since it pro-
vided a significantly high yield of sterile apexes of 63.0% on average. A significantly high result was 
also obtained when using 6% chlorhexidine – 51.9% with 39.1% in control (48% ethyl alcohol). 
Treatment of plant material with 33.0% perhydrol ensured the absence of vitrified (glassy) explants 
in all studied cultures, as well as chlorotic explants in cherries and plums. Significantly better results 
of the survival rate of blue honeysuckle apexes were obtained on the nutrient medium Woody Plant 
Medium – 76.7%. Cultivation of raspberry apexes on the Kvorin-Leporie nutrient medium signifi-
cantly increased their survival rate to 56.7% of red raspberry and 36.7% of remontant raspberry.

Keywords: clonal micropropagation, meristematic apex, buds of etiolated underground 
shoots, sterilizing agent, horticultural crops
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