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Тенденции развития отрасли садоводства показали, что для удовлетворения потреб-
ности населения России плодами и ягодами необходимо расширение насаждений этих культур. 
Клональное микроразмножение – современный способ массового ускоренного вегетативного 
размножения растений, который широко применяется при производстве отечественного поса-
дочного материала садовых растений. Однако с учетом того, что большинство применяемых 
сегодня в практике клонального микроразмножения питательных сред было создано в 70–80-
е гг. XX в., возникает необходимость совершенствования оптимального состава питательной 
среды. В связи с этим цель работы заключалась в исследовании влияния замены неорганических 
солей всех микроэлементов, входящих в состав питательной среды, на комплексонаты микро-
элементов с карбоксилсодержащим лигандом – EDTA. Сравнительная оценка изучаемых пита-
тельных сред показала значительное преимущество регенерационной способности растений 
всех сортов земляники на модифицированной питательной среде № 1, где отклонение коэффици-
ентов размножения опытных вариантов от контроля составило 0,6–1,8 ед. на втором пассаже 
и 0,9–2,9 ед. – на третьем. На этапе ризогенеза у опытных микрорастений земляники четко про-
слеживалась большая чувствительность к питательной среде, и на 28-е сутки субкультивиро-
вания укореняемость микророзеток превышала аналогичные показатели контроля на 6,2–25,0%.

Ключевые слова: клональное микроразмножение, in vitro, земляника садовоая, пита-
тельная среда, интенсивность образования точек роста.

Введение

Земляника садовая – одна из наиболее распространенных ягодных культур в России, 
что обусловливается ее высокими вкусовыми качествами, богатым биохимическим соста-
вом и лечебными свойствами. Площади данной культуры в мире и в нашей стране свиде-
тельствуют о ежегодной положительной динамике [1–5]. Расширение объемов производ-
ства данной ягодной культуры рождает необходимость увеличения объема производства 
высококачественного посадочного материала, свободного от вирусов, фитоплазменных 
патогенов, которые в значительное степени снижают урожайность и качество выращен-
ной продукции на 20–60% [6, 7]. Одним из способов решения данной задачи является 
применение технологии клонального микроразмножения, которая позволяет в 2–3 раза 
сократить процесс выращивания посадочного материала садовых растений [8–11].
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В целом методика клонального микроразмножения земляники садовой доста-
точно отработана и используется уже на протяжении многих лет [6, 7, 12]. Несмотря 
на это требуется постоянное совершенствование технологии, связанное с меняющим-
ся сортиментом садовых растений, так как генотипические особенности новых сортов 
при выращивании в условиях in vitro еще неизвестны [13, 14]. Кроме того, меняется 
состав питательных сред. Учитывая, что большинство применяемых сегодня в прак-
тике клонального микроразмножения питательных сред было создано в 70–80-е гг. 
XX в., возникает необходимость совершенствования имеющихся технологических 
этапов, а также пересмотра концентрации применяемых компонентов [15]. В этой 
связи для успешного размножения растений в культуре in vitro важное значение имеет 
подбор оптимального состава питательной среды, в том числе трейсовых элементов. 
При этом важную роль играют не только количество питательных веществ, но и само 
фактическое питание, связанное с доступностью необходимых питательных элемен-
тов, химическое взаимодействие компонентов в питательной среде, эффекты антаго-
низма или синергизма при поглощении элементов тканями растений [16–20].

Несмотря на то, что минеральное питание является одним из важнейших факто-
ров микроразмножения растений, его влияние на морфогенез изучено слабо [19, 20]. 
В связи с этим при разработке подходящего состава питательных сред обычно мо-
дифицируют регуляторы роста растений без изменения минеральных питательных 
веществ [22, 28]. Однако многие размножаемые в стерильных условиях виды и сорта 
плодовых растений не всегда поддаются классическому оптимизационному подходу 
путем тестирования гормональных компонентов роста растений [22–31].

В последнее десятилетие в литературе появляется все больше сведений о кри-
тическом влиянии оптимальных значений мезо- и микроэлементов на лучшую ре-
генерацию микропобегов и укоренение микрорастений плодовых культур методами 
in vitro. Наиболее важными микроэлементами являются железо и медь, так как они 
участвуют в регуляторных процессах и окислительно-восстановительных превраще-
ниях, входят в состав важных коферментов. Далее следуют марганец, цинк, молиб-
ден, кобальт и бор, которые выполняют структурную функцию [18, 22, 32–34].

На практике в питательные среды для клонального микроразмножения железо, 
как правило, вводится в форме FeSO4 × 7H2O совместно с дизамещенной натриевой 
солью этилендиаминтетрауксусной кислоты (Na2EDTA) [21].

Среди опубликованных данных крайне мало сведений, посвященных изучению 
модификаций питательных сред хелатными формами микроэлементов. Практически все 
они касаются улучшения питания растений-регенерантов отдельных культур железом 
за счет замены FeSO4 × 7H2O + Na2EDTA в среде на комплекс FeEDDHA [23–27]. Кроме 
железа, хелатная форма поглощения также присуща и другим микроэлементам, но в пи-
тательных средах они используются в форме простых неорганических солей [21, 35]. Од-
нако применение хелатных форм микроэлементов сопряжено с рядом аспектов, требую-
щих детального изучения влияния лигандов на рост и развитие растений-регенератнов. 
В связи с этим цель работы заключалась в исследовании влияния замены неорганических 
солей всех микроэлементов, входящих в состав питательной среды, на хелатные формы 
последних, на мультипликацию и ризогенез in vitro микрорастений земляники садовой.

Материал и методика исследований

Исследования проводили в условиях научно-производственного центра питом-
ниководства плодовых и ягодных культур, расположенного в условиях учебно-опыт-
ного хозяйства ФГБОУ ВО «Ставропольский государственный аграрный универси-
тет» в 2021–2022 гг.
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Объектом исследований служили сорта земляники садовой Азия, Априка, Аль-
бион, Брайтон, Сирия и Фортуна.

При введении в культуру in vitro отбор вегетативных побегов земляники для 
получения эксплантов производили из исходных растений, высаженных в пласти-
ковые контейнеры. Согласно плану научных исследований в качестве эксплантов 
использовали меристематические верхушки розеток. Стерилизацию растительного 
материала осуществляли путем обработки 96%-ным раствором этилового спирта 
в течение 10–20 с, затем – 0,01–0,1%-ным раствором перманганата калия в течение 
20 мин. После стерилизации материал трижды, каждый раз на протяжении 5 мин, 
промывали в трех порциях стерильной дистиллированной воды.

Затем меристематические верхушки помещали в пробирки на агаризованную 
питательную среду с минеральными солями по прописи Мурасига и Скуга (MS) [36], 
обогащенную такими веществами, мг/л, как тиамин (В1); пиридоксин (В6); никотино-
вая кислота (РР) по 0,5; инозитол – 100; 6-БАП –1; сахароза – 30000; агар-агар – 7000.

Пробирки с эксплантами инкубировали в культуральной комнате при интенсив-
ности освещенности 2000–2500 Лк, температуре +22…+24 Сº и 16-часовом световом 
дне. Ежедневно на протяжении 3 мес. производили учет количества инфицированных, 
окисленных, стерильных и жизнеспособных, активно регенерирующих растений. За-
тем осуществляли три последовательных пассажа на этап мультипликации на опыт-
ную питательную среду № 1 с минеральными солями по прописи MS, которую моди-
фицировали карбоксилсодержащими хелатными комплексами микроэлементов с эти-
лендиаминтетрауксусной кислотой (EDTA). Контролем служила питательная среда 
MS с минеральными макро- и микросолями. Контроль и опытную питательную среду 
№ 1 обогащали такими веществами, мг/л, как витамины B1, B6, PP по 0,5; глицин – 1; 
мезоинозитол – 100; сахароза – 30000; агар-агар – 7000; 6-БАП 0,2. Микрочеренкова-
ние производили в стеклянные культуральные сосуды объемом 200 мл по 5 шт. в каж-
дый, длительность субкультивирования на каждом пассаже составляла 60 сут.

После 2 мес. субкультивирования микрорастения переносили на опытную 
среду № 2 для этапа ризогенеза, которую модифицировали карбоксилсодержащими 
хелатными комплексами микроэлементов с EDTA, редуцировали наполовину по со-
держанию минеральных макросолей (½ MS). Контролем служила питательная среда 
MS с минеральными микро- и ½ макросолями (½ MS). И контроль, и опытную пита-
тельную среду № 2 обогащали следующими веществами, мг/л: витамины B1, B6, PP 
по 0,5; сахароза – 15000; агар-агар – 7000; ИМК – 0,3. Микрочеренкование произво-
дили в полипропиленовые контейнеры объемом 200 мл по 15 шт. в каждый, длитель-
ность субкультивирования составила 60 сут.

На этапах мультипликации и ризогенеза растения-регенеранты инкубировали 
в культуральной комнате при интенсивности освещенности 2000–2500 Лк, темпера-
туре +22…+24 Сº и 16-часовом световом дне.

В ходе исследований каждые 7 дней проводили учеты интенсивности заклад-
ки пазушных почек у микрорастений, а в конце периода наблюдений определяли 
длину прироста вегетативных частей микрорастений. При изучении питательной 
среды для укоренения производили оценку их влияния на укореняемость микроче-
ренков, учет количества сформировавшихся корней и их среднюю длину согласно 
ГОСТ 54051–2010 [37].

Повторность опытов на каждом этапе – трехкратная, по 50 растений-регене-
рантов в повторности. Статистическую обработку результатов произвели согласно 
Б.А. Доспехову [38] и А.В. Исачкину [39] с применением компьютерной программы 
Microsoft Office Exсel 2007, STATISTICA_10.0.1011. Их использование подтвердило 
подлинность полученных результатов исследований.
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Результаты и их обсуждение

Модификация питательной среды с минеральными макросолями по прописи 
MS и хелатными микроэлементами с карбоксилсодержащим лигандом привела к зна-
чительному повышению эффективности фазы мультипликации исследуемых сортов 
земляники. Анализ полученных данных указывает на значительную вариабельность 
коэффициента размножения у рассматриваемых вариантов по пассажам в зависимо-
сти от питательной среды.

Полученные результаты позволяют сделать вывод о положительном влиянии 
разработанной питательной среды № 1 на регенерационную способность микрора-
стений исследуемых сортов земляники.

При первом пассаже коэффициент размножения у вариантов со средой 
№ 1 в среднем по сортам составил 2,1–2,8 ед. по сравнению с 1,6–2,1 ед. в контроле. 
При этом отклонение коэффициентов размножения опытных вариантов от контроля 
в среднем составило 0,1–0,7 ед.

При последующих пассажах коэффициент размножения у всех сортов в опыт-
ных вариантах со средой № 1 значительно вырос (до 6,2–7,5 ед. на втором пассаже 
и до 7,5–7,9 ед. – на третьем) по сравнению с 5,1–6,3 ед. в контрольных вариантах. 
Отклонение коэффициентов размножения опытных вариантов от контроля сохрани-
лось и составило 0,6–1,8 ед. на втором пассаже и 0,9–2,9 ед. – на третьем.

Анализ динамики коэффициента размножения рассматриваемых питательных 
сред показал, что у всех вариантов изучаемый показатель значительно повышался 
на втором пассаже в сравнении с результатами первого пассажа. Дальнейший тренд 
показателей изучаемых питательных сред показал устойчивую эффективность ре-
зультатов контрольной питательной среды у всех исследуемых сортов земляники, 
тогда как применение опытной питательной среды № 1 стимулировало более актив-
ную регенерационную способность размножаемых микрорастений, устойчиво повы-
шая коэффициент размножения с каждым последующим пассажем.

Сравнительная оценка отзывчивости рассматриваемых сортов на модифика-
цию применяемой питательной среды показала, что при первом пассаже наибольший 
коэффициент размножения отмечался у сорта Фортуна, достоверно превышавшего 
показатели остальных сортов в среднем по опыту на 0,4–0,8 ед. Анализ результатов 
по второму и третьему пассажам показал, что наибольшая регенеративная способ-
ность выявлена у сортов Сирия и Фортуна, показавших существенное преимущество 
относительно показателей остальных сортов (табл. 1).

В технологии клонального микроразмножения большое значение имеют пита-
тельные среды для этапа ризогенеза микрочеренков размножаемых культур. На ста-
дии ризогенеза у опытных микрорастений земляники садовой четко прослеживалась 
большая чувствительность к модифицированной питательной среде комплексоната-
ми микроэлементов с карбоксилсодержащим лигандом EDTA.

В течение первой недели субкультивирования на этапе ризогенеза в ходе про-
ведения исследований было установлено, что независимо от состава питательной 
среды во всех вариантах опыта формирование корней отмечено не было.

При учете на 14-е сутки субкультивирования выявлено начало образования 
корневой системы у микрорастений во всех рассматриваемых вариантах экспери-
мента. Оценка эффективности изучаемых питательных сред показала, что у всех 
сортов земляники, кроме сорта Фортуна, на 14-е сутки учета укореняемость была 
одинаковой и составляла 6,3%.

При учетах, проведенных на 21-е сутки этапа ризогенеза, значительно возросла 
укореняемость микрочеренков. В опытных вариантах с модификацией питательной 
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среды хелатными комплексами микроэлементов с EDTA (опытная среда № 2) луч-
шая укореняемость микророзеток отмечена у сортов Априка и Сирия, составив 
37,5% по сравнению с 12,5–18,8% в контроле.

Таблица 1
Влияние состава питательной среды на этапе мультипликации 

на интенсивность образования точек ветвления у сортов земляники, 2021–2022 гг.

Сорт,
фактор а

Вариант опытной 
питательной среды, 

фактор b

Коэффициент размножения, ед.

первый пассаж второй пассаж третий пассаж

Азия 
MS (контроль) 1,8 5,9 5,1

среда № 1 2,1 7,1 7,8

Априка 
MS (контроль) 1,8 5,8 5,3

среда № 1 2,4 7,4 7,7

Альбион 
MS (контроль) 1,6 5,4 5,0

среда № 1 2,0 7,2 7,9

Брайтон 
MS (контроль) 1,6 5,6 5,7

среда № 1 1,7 6,2 7,5

Сирия 
MS (контроль) 1,7 6,2 6,9

среда № 1 2,0 7,8 7,8

Фортуна 
MS (контроль) 2,1 6,3 6,2

среда № 1 2,8 7,5 7,9

НСР05 a 0,2 0,2 0,3

НСР05 b 0,2 0,5 0,4

НСР05 ab 0,3 0,6 0,6

В целом можно сказать, что у всех исследуемых сортов земляники укореняе-
мость микророзеток на фоне опытной среды № 2 превышала аналогичные показате-
ли контрольной питательной среды 1/2 МS на 0,2–25,0%.

На 28-е сутки субкультивирования анализ динамики укоренения размножае-
мых микрочеренков показал значительный скачок укореняемости у всех опытных 
сортов, и лучшая укореняемость микророзеток выявлена на фоне опытной среды 2, 
превышавшей аналогичные показатели контроля на 6,2–25,0%. У всех исследуемых 
сортов земляники, за исключением сорта Фортуна, в вариантах с модификацией пи-
тательной среды хелатами микроэлементов на основе EDTA укореняемость микро-
розеток колебалась в пределах 75,0–87,5% по сравнению с 56,3–68,8% в контроле.

В среднем по сравниваемым питательным средам из рассматриваемых сортов 
земляники наибольшее количество корней формировалось у сортов Азия и Альбион, 
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достоверно превосходивших показатели остальных сортов в опыте на 0,7–1,4 шт. Наи-
меньшее количество корней в опыте было сформировано у сортов Сирия и Фортуна.

Сравнительная оценка изучаемых питательных сред показала преимущество 
в количестве образовавшихся корней у всех рассматриваемых сортов. Преимущество 
опытной среды № 2 относительно аналогичных показателей контрольной питатель-
ной среды в среднем по опыту составляло 0,1–1,3 шт. на растение.

Наибольшее количество корней в опыте зафиксировано у сорта Азия при уко-
ренении на опытной питательной среде № 2, превосходившее результаты стальных 
вариантов опыта на 0,4–2,3 шт., причем относительно показателя сорта Альбион 
на опытной среде № 2 преимущество лидера находилось в пределах ошибки опыта.

Вероятно, химическая форма комплексонатов микроэлементов с карбоксилсо-
держащим лигандом в более полной мере обеспечивает их доступность при погло-
щении тканями микрорастений, что приводит к улучшению показателей укореняе-
мости и биометрических показателей развития микророзеток исследуемых сортов 
земляники садовой.

Таблица 2
Влияние состава питательной среды на этапе ризогенеза 

на укореняемость микророзеток сортов земляники, среднее за 2021–2022 гг.

Сорт,
фактор а

Вариант опытной 
питательной среды, 

фактор b

Укореняемость, % Среднее 
число корней 

(28-е сутки), шт.14-е сутки 21-е сутки 28-е сутки

Азия 
½ MS (контроль) 6,3 12,5 68,8 4,2

среда № 2 6,3 18,8 81,3 5,5

Априка 
½ MS (контроль) 6,3 18,8 56,3 3,7

среда № 2 6,3 37,5 81,3 4,2

Альбион 
½ MS (контроль) 6,3 12,5 62,5 4,4

среда № 2 6,3 18,3 87,5 5,1

Брайтон 
½ MS (контроль) 6,3 12,5 68,8 4,0

среда № 2 6,3 18,8 75,0 4,2

Сирия 
½ MS (контроль) 6,3 12,5 62,5 3,4

среда № 2 6,3 37,5 81,3 3,5

Фортуна 
½ MS (контроль) 6,3 12,5 43,8 3,2

среда № 2 12,5 12,7 50,0 3,7

НСР05 a 0,4 1,1 3,4 0,3

НСР05 b 0,4 0,9 3,7 0,3

НСР05 ab 0,8 1,9 6,9 0,5
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Выводы

Качественное улучшение доступности и поглощения трейсовых элементов за счет 
непосредственной замены минеральных солей микроэлементов на хелатные формы с EDTA 
в питательных средах на этапах мультипликации и ризогенеза позволило в значительной 
мере повысить физиологический статус растений-регенерантов земляники садовой.

В результате исследований было установлено, что разработанные питательные 
среды оказывали положительное влияние на регенеративную способность растений 
всех рассматриваемых сортов земляники. У всех сортов на фоне разработанной пи-
тательной среды № 1 коэффициент размножения был выше, чем на контрольной пи-
тательной среде. Анализ динамики коэффициентов размножения в опыте показал, 
что в среднем по сортам земляники на втором пассаже показатель значительно уве-
личился относительно показателей первого пассажа. К третьему пассажу в контроль-
ных вариантах коэффициент размножения показал устойчивое снижение, тогда как 
на разработанной питательной среде № 1 продолжал увеличиваться.

На основе полученных результатов можно сделать вывод о том, что примене-
ние разработанной питательной среды № 1 инициировало более активную закладку 
точек роста по сравнению с контрольной питательной средой, а также значительное 
увеличение коэффициента размножения.

На этапе ризогенеза у опытных микрорастений земляники четко прослежива-
лась большая чувствительность к питательной среде, модифицированной комплек-
сонатами микроэлементов с карбоксилсодержащим лигандом – EDTA. На 28-е сутки 
субкультивирования у всех исследуемых сортов земляникм в вариантах с модифи-
кацией питательной среды хелатными комплексами микроэлементов укореняемость 
микророзеток превышала аналогичные показатели контроля на 6,2–25,0%.

Большое практическое значение имеют дальнейшие исследования в данном 
направлении с расширением возможных объектов исследований. Подобным обра-
зом модифицированные питательные среды способны обеспечить технологичность 
процесса клонального микроразмножения земляники садовой и повысить рентабель-
ность эффективности производства.

Финансирование: Данное исследование финансировалось программой разви-
тия Российского государственного аграрного университета – МСХА имени К.А. Ти-
мирязева «Агропрорыв-2030» в рамках программы стратегического академического 
лидерства « Приоритет-2030».
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STUDY OF THE EFFICIENCY OF NEW NUTRIENT MEDIA 
FOR THE PRODUCTION OF IMPROVED STRAWBERRY SEEDLINGS 

BY IN VITRO

A.N. ESAULKO1, A.K. RADZHABOV2, T.S. AYSANOV1, V.YU. VELICHKO1 , 
S.V. AKIMOVA2, E.A. NINULINA3, 4, A.E. MATSNEVA2

(1 Stavropol State Agrarian University, 
2 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, 

3 Institute of Chemical Reagents and High Purity Chemical Substanc es 
of National Research Center “Kurchatov Institute”, 
4 National Research Center “Kurchatov Institute”)

Current trends in the development of the horticulture industry have shown that in or-
der to  meet the needs of the Russian population for fruits and berries, it is necessary to expand 
the plantations of these crops. Clonal micropropagation is a modern method of mass, accelerated 
vegetative propagation of plants, which is widely  used in the production of domestic planting mate-
rial for garden plants. However, given that most of the nutrient media used today in the practice 
of clonal micropropagation were created in 70–80 years of XX century, there is a need to improve 
its optimal compos  ition. In this regard, the purpose of this work was to study the effect of replac-
ing inorganic salts of all microelements that are part of the nutrient medium with complexonates 
of microelements with a carboxyl-containing ligand – E  DTA. A comparative evaluation of the stud-
ied nutrient media revealed a significant advantage in plant regeneration ability in all strawber-
ry cultivars on modified nutrient medium No. 1, where the deviation of the multiplier coefficients 
of the experimental  variants from the control was 0.6–1.8 units on the second passage and 0.9–2.9 
units. on the third. At the stage of rhizogenesis, the experimental strawberry microplants were 
highly sensitive to the nutrient media, and the rooting of microrosettes exceeded that of the control 
by 6.2–25.0% on the  28th day of subcultivation.

Key words: clonal micropropagation, in vitro, garden strawberry, nutrient medium, inten-
sity of formation of growth points.
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