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Abstract. Despite more than a century of research on effective biotechnological methods to reproduce
various plant species, microclonal reproduction continues to be an important tool for large-scale production.
The clonal seedlings of important species maintain genetic fidelity and do not contain pests. In some cases,
microclonal propagation is the only method that contributes to the maintenance and economic value of specific
agricultural plant species. Microclonal reproduction as a method has solved many phytosanitary problems and has
allowed both expansion and access to high-quality plants for producers from different countries and economic
conditions, thus effectively contributing to the expansion of agriculture now and in the foreseeable future. Currently,
this method is widely used in the creation of planting material for crops for agriculture and cultivation of crops of
industrial floriculture, fruit, berry crops and woody plants. Thanks to this method, it is possible to create in vitro
banks of rare and valuable plant genotypes. Modern technologies of clonal micro-multiplication are at the stage of
industrial flow, which quickly responds to market demands. The analysis of domestic and foreign sources of
scientific research on microclonal plant propagation has shown that, at the present time, the cost of its use is quite
high and requires the presence of laboratories with appropriate equipment and highly qualified staff. Modification
and adaptation of the method of microclonal reproduction of plants contributes to the implementation of the
morphogenetic potential, determines the specific features of the source material, the type of explant, its physiological
state, the composition of nutrient media, and cultivation conditions. At the same time, the cultivation of healthy
plants will significantly increase the yield of valuable agricultural products and high adaptive properties of healthy
plants that allow them to be cultivated with less chemicals, which will significantly increase their nutritional value
and give a greater opportunity to obtain organic products with high-quality characteristics.
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Аннотация. Несмотря на более чем вековые исследования эффективных биотехнологических методов
размножения различных видов растений, микроклональное размножение продолжает оставаться важным
инструментом для крупномасштабного производства клональных саженцев важных видов, которые сохраня-
ют генетическую верность и не содержат вредителей. В некоторых случаях микроклональное размножение
является единственным методом, который способствует поддержанию и повышает экономическую цен-
ность конкретных сельскохозяйственных видов растений. Микроклональное размножение как метод решило
многие фитосанитарные проблемы и позволило как расширить, так и получить доступ к высококачествен-
ным растениям для производителей из разных стран и экономических условий, тем самым эффективно
способствуя расширению сельского хозяйства в настоящее время и в обозримом будущем. В настоящее
время, этот метод широко используется при создании посадочного материала культур для сельского хозяй-
ства и разведения культур промышленного цветоводства, плодовых, ягодных культур и древесных растений.
Благодаря применению данного метода, появилась возможность создания банков in vitro редких и ценных
генотипов растений. Современные технологии клонального микроразмножения находятся на стадии про-
мышленного потока, который быстро реагирует на запросы рынка. Анализ отечественных и зарубежных
источников научных исследований по микроклональному размножению растений показал что, в настоящее
время себестоимость его применения достаточно высока и требует наличия в лабораторий с соответствую-
щим оборудованием и высококвалифицированным штатом сотрудников. Модификация и адаптация метода
микроклонального размножения растений способствует реализации морфогенетического потенциала, оп-
ределяет видовые особенности исходного материала, тип экспланта, его физиологическое состояние, состав
питательных сред и условия культивирования. При этом, разведение оздоровленных растений позволит зна-
чительно увеличить выход ценной сельскохозяйственной продукции и высокие адаптационные свойства
оздоровленных растений позволяющие культивировать их с меньшими затратами химикатов, что значитель-
но увеличит их пищевую ценность и даст большую возможность получать продукты органического произ-
водства с высококачественными характеристиками.

Ключевые слова: биотехнология, клональное размножение, органогенез, культура in vitro, укорене-
ние, изолированные экспланты.

Введение. Благодаря современным
научным достижениям в области исследова-
ния клеток и тканей прогресс пришел к созда-
нию принципиально нового метода вегетатив-
ного размножения растений, который называ-
ется – клональное микроразмножение. В ос-
нове данного метода лежит способность клет-
ки растения при определенных условиях реа-
лизовывать присущее ей свойство – тотипо-
тентность. Данный метод имеет преимуще-
ство перед традиционными способами раз-
множения, которые уже применяются в совре-
менном растениеводстве [2; 29]. Применение
биотехнологических способов размножения
растений позволяют получить посадочный ма-
териал, который свободен от вирусов и фито-
патогенов, за небольшой период времени и в
достаточном количестве. Применение данно-
го метода позволяет незамедлительно, раз-
множить клон растения, то есть сорт или вид,
получить в нужном количестве вегетативное
потомство трудно размножаемых видов, сор-
тов и форм растений. Этот способ позволяет

планировать выпуск растений к определенно-
му времени и на долгосрочную перспективу, а
так же сохранять растения в условиях in vitro,
и получать трансгенные растения без риска
заражения карантинными вредителями и бо-
лезнями. В настоящее время, этот метод ши-
роко используется присоздании посадочного
материала культур для сельского хозяйства и
разведения культур промышленного цветовод-
ства, плодовых, ягодных культур и древесных
растений [13; 24; 28].

Клонирование с помощью органов, кле-
ток, тканей и клеточных культур для многих
видов растений нашло широкое коммерческое
применение. Однако для некоторых видов ра-
стений – клональное размножение in vitro в
настоящее время крайне затруднено.

Так, при клонировании древесных куль-
тур, особенно хвойных, существуют значи-
тельные трудности. Так, например, сосна край-
не сложно вводится в культуру и размножа-
ется in vitro. Ее целесообразно размножать
семенами.
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Благодаря клональному микроразмно-
жению, появилась возможность создания бан-
ков in vitro редких и ценных генотипов рас-
тений. Во многих странах микроклональное
размножение растений наиболее широкое
распространение получило в ХХ веке. В на-
стоящее время технологии клонального мик-
роразмножения находятся на стадии иннова-
ционной технологии использования, которая
интенсивно и в сжатые сроки реагирует на
рыночный спрос. За последние 15 лет расте-
ния, размножаемые в условиях in vitro, уве-
личились в количественном составе на треть.
Лидирующими странами в данной производ-
ственной области выступают Индия, США,
Израиль, Нидерланды, Италия, Польша. от-
носительно Соединенных Штатов Америки
можно констатировать тот факт что более
сотни лабораторий на этой територрии зани-
маются клональным микроразмножением
растений. Относительно Европейских стран
можно констатировать, что около 250 ком-
мерческих лабораторий используют данный
метод. Италия, например, специализируется
на микроразмножении культурных плодовых
растений таких как, яблони, сливы и персик.
Использование клонального размножения
дает возможность эффективно перейти на
высокопродуктивные сорта. Например, изве-
стная компания АВТ распространяет in vitro
сорта кардамона с урожайностью почти
250 кг/га при урожае обычных сортов 70 кг/
га. Правительство создало им систему мер
для поддержки и развития клонального мик-
роразмножения и облегчения экспорта про-
дукции за рубеж.

При работе с видами растений, в том
числе редкими, занесенными в Красную кни-
гу Российской Федерации или региональный
Красные книги наиболее доступным и эффек-
тивным является использование в качестве
первичных эксплантов семян. Размножение
растений in vitro используя в качестве эксп-
лантов семяна, которые обладают различны-
ми типами покоя, предварительной их не об-
рабатыавая, позволяют не выводят семена из
состояния покоя.

Современные подходы для нарушения
покоя семян и повышения их всхожести в ус-
ловиях культуры in vitro включают в себя та-
кие качества как: -нарушение покровов семян;

– воздействие низких положительных
температур;

– экзогенная гормональная обработка
семян;

– воздействие светом;
– использование свежесобранных семян;
– использование незрелых семян и куль-

туры незрелых зародышей;
– симбиотическое культивирование и

прочее.
Клональное микроразмножение опреде-

ляется как сложный многофакторный физи-
ологический процесс, состоящий из двух прин-
ципиально разных этапов, таких как in vitro
и ex vitro, базирующиеся на единой теорие-
тической основе включающей в себя с од-
ной стороны морфогенез и регенерацию в ус-
ловиях in vitro, с другой, структурно-функ-
циональную адаптацию регенерантов в усло-
виях ex vitro.

Установлено, что на процесс клонально-
го микроразмножения оказывают влияние
комплекс факторов: генетические, физиологи-
ческие, гормональные и физические факторы.
При этом степень влияния каждого из них за-
висит от генотипа. Анализ факторных данных
показал что необходимо их учитывать при
разработке и оптимизации приемов и более
полную реализацию морфогенетического по-
тенциала эксплантов при микроразмножении
растений [10; 11; 16; 26].

Обсуждение результатов. Стандартно
выделяют несколько основных этапов кло-
нального микроразмножения. Во-первых, это
введение в культуру in vitro, туда входит вы-
бор растения донора, изоляция и стерилиза-
ция экспланта; этап микроразмножения, где
ключевую роль играет подбор минеральной
основы питательной среды и тип и концентра-
ция фитогормонов; укоренение in vitro и адап-
тация к не стерильным условиям. На этапе
введения в культуру in vitro важно получить
культуру, которая будет свободна от инфек-
ций, и добиться инициации экспланта на пита-
тельной среде. Эффективность этапа во мно-
гом определяется генотипом растения, физи-
ологическим состоянием экспланта и его про-
исхождением.

Так в своих исследованиях ряд авторов,
для первичного материала и введения в куль-
туру редких видов растений использовали в
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основном семена, собираемые в природных
местах произрастания редких и исчезающих
видов растений (виды семейства Brassicaceae,
Fabaceae, Caryophyllaceae и Asteraceae; ча-
сти почек возобновления с кусочком донца из
луковицы (Bellevalia speciosa Woronow ex
Grossh.), сегменты листьев, частей околоцвет-
ника (Iris pumila L., Iris scariosa Willd. Ex
Link.) на разных стадиях развития (в фазе бу-
тонизации или цветения). Для ряда видов
(Aristolochia manshuriensis Kom., Artemisia
salsoloides Willd., Parthenocissus tricuspidata
(Siebold. Et Zucc.) Planch.) в качестве первич-
ных эксплантов брали апикальные и латераль-
ные меристемы.

Использование первичных эксплантов
при клональном микроразмножении плодово –
ягодных культур берутся одноглазковые че-
ренки и меристематические участки апикаль-
ных и латеральных почек, а для получения
каллусных культур – листья и фрагменты
стебля. Оптимальный размер экспланта от 0,1
до 2 см.

Используя в анализируемом методе ра-
боты с растениями наиболее важным явля-
ется этап по использованию культуры ткани
где необходимо учитывать сроки изоляции эк-
спланта. Оптимальным сроком изоляции экс-
плантов большинства культур является фаза
начала активного роста (апрель-май). По ре-
зультатам наших исследований, выход жизне-
способных эксплантов составляет 60–83 % [8;
12]. Литературные данные подтверждают
наши сведения. Экспланты, изолированные в
рекомендуемые временные рамки наименее
могут быть подвергнуты различным отрица-
тельным явлениям, которые взаимосвязанны
с процессами окисления и поликонденсации
фенольных соединений [4].

Относительно рекомендуемого состава
питательных сред и условий культивирования
на этапе микроразмножения у определенных
видов и сортов растений, типов тканей необ-
ходимо подбирать индивидуальную рецепту-
ру для каждого конкретного случая.

В настоящее время известно большое
число различных по составу питательных сред,
но наиболее часто применяется среда Т. Му-
расиге и Ф. Скуга (Murashige and Skoog, 1962).
Данная среда содержит в своем составе оп-
тимально сбалансированный набор питатель-

ных веществ. Использование другого соста-
ва питательных сред имеет от нее отличие,
как правило, в соотношении аммонийного и
нитратного азота – это например : среды Лин-
смайера и Скуга (Linsmaier, Skoog, 1965),
WPM (Lloyd, McCown, 1980), QL (Quorin,
Lepoivre, 1977), Грешоффа и Доя (ДВМ-1)
(Gresshof, Doy, 1972), Нича (Nitsch, 1974), Хел-
лера (Heller, 1953), Шенка и Хильдебрандта
(Schenk, Hildebrandt, 1972) [3; 7].

Собственный опытпоказывает что, для
большинства культур на этапе введения в куль-
туру in vitro желательно использовать универ-
сальную питательную среду Мурасиге-Скуга
с добавлением 0,5–1 мг/л 6-БАП, 20-40 г/л са-
харозы или глюкозы и 6–8 г/л агара.

Для получения и поддержания активно
пролиферирующей культуры in vitro важным
является правильный выбор цитокинина. По-
ложительные результаты были получены при
использовании для микроклонального размно-
жения различных таксономических групп рас-
тений цитокинина 6-БАП (6-benzylaminopurine)
[5; 14; 19]. На этапах введения и микроразм-
ножения в своей практике использовали сле-
дующие регуляторы роста: 6-бензиламинопу-
рин (6-БАП), зеатин (Z), кинетин – 6-фурфу-
риламинопурин, 2-изопентиниладенин (2-iP),
цитодеф (ЦФ), тидиазурон (TDZ). По резуль-
татам наших исследований, установлены оп-
тимальные концентрации цитокининов и их
сочетания с ауксинами для получения опти-
мальных коэффициентов размножения для
редких, ценных и плодово-ягодных культур
[9; 18].

При укоренении многих культур исполь-
зуется половинная концентрация солей мак-
роэлементов питательной среды на основе
прописи МурасигеСкуга (Murashige,
Skoog,1962). Для укоренения древесных пло-
довых культур часто используют минераль-
ную основу питательной среды WPM (Lloyd,
McCown, 1980).

В качестве индукторов ризогенеза ис-
пользуют следующие ауксины: в-индолилук-
сусная кислота (ИУК), в-индолилмасляная
кислота (ИМК) и б-нафтилуксусная кислота
(НУК). Побеги разных культур специфично
реагируют на тип ауксина и его концентрацию.
Чаще всего используют концентрацию аукси-
нов в пределах 0,5–5,0 мг/л.
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Относительно собственного опыта, наи-
более уязвимым и важным моментом при
клональном микроразмножении выступает
перевод растений из асептической культуры
в нестерильные условия.

Растения оптимально адаптируются к
условиям in vivo в первые две недели именно
в этот период существенную необходимость
имеет факт поддержания относительной
влажности в пределах 75–80 %. Данные ус-
ловия обеспечиваются за счет создания ус-
ловий так называемой «влажной камеры» с
режимом ежедневного кратковременного про-
ветривания. Температурный режим должен
быть не ниже 20 °С и не выше 25 °С, так как
снижение температуры способствует замед-
лению темпа роста, а так же необходимо обес-
печивать высокую освещенность помещения,
где осуществляется разведение растений.

В сроки от 2-х до 3-х месяцев после
адаптации растения рекомендуется высажи-
вать в открытый грунт. В качестве собствен-
ного опыта рекомендуется использовать суб-
страт из смеси торфа, песка и почвы при со-
отношении 1:1:1. При этом, выход адаптиро-
ванных растений составляет 70–95 %.

В зависимости от части растения, кото-
рое культивируется, мы можем отнести их к
культуре клеток (гаметические клетки, сус-
пензия клеток и культура протопластов), куль-
туре тканей (каллусные и дифференцирован-
ные ткани) и органной культуре (любой орган,
такой как зиготические эмбрионы, корни, по-
беги). Каждый тип культуры используется в
различных направлениях биотехнологии [21].

Генная инженерия растений позволяет
манипулировать генетическим материалом и
получать конкретные последовательности,
кодирующие специфические гены, которые
придают определенные характеристики рас-
тениям.

После того, как ген изолирован, конструк-
ция готовится встраиваться в соответствующий
вектор. Для генетической трансформации ис-
пользуются либо биологическая (Agrobacterium
tumefaciens – опосредованная инфекция) или
физические методы (обычно бомбардировка
микрочастицами). Генетическая трансформация
успешно реализуется на таких культурах, как
кукуруза, пшеница, хлопок, рис и соя. Среди пе-
речисленных видов растений миллионы гекта-

ров земли в настоящее время засажены транс-
генными саженцами.

В последнее десятилетие широко исполь-
зуются различные методы редактирования
генома, что открывает возможность управле-
ния спецефическими, желаемыми мутациями.

Современные научные направления та-
кие как геномика – изучение структуры, фун-
кции и регуляции генов, и родственные мето-
ды, транскриптомика – изучение транскрип-
тома или набора генов, которые транскриби-
руются в организме, протеомика – изучение
набора белков, транслируемых в организме
и метаболомика – изучение всех метаболи-
тов, присутствующих в организме стали клю-
чевыми при изучении биологических процес-
сов в растениях. Знание геномов растений,
транскриптомов, протеомы и метаболомы
оказали благоприятное влияние на понима-
ние сложных процессов развития, таких как
in vitro органогенез, эмбриогенез, или дедиф-
ференциация, и генетические изменения, ин-
дуцированные в условиях in vitro. Кроме
того, метаболомика может быть оченьполез-
на при исследовании вторичного метаболиз-
ма не только в ходе морфогенетических про-
цессов, но главным образом в клеточных,
тканевых и органных культурах видов рас-
тений, продуцирующих вторичные метаболи-
ты представляющие промышленный и фар-
мацевтический интерес [20; 22; 23].

В одной из научных работ рассматрива-
лись многочисленные эксперименты с дики-
ми популяциями в адаптивной интродукции
редкого растения вид Gueldenstaedtia
monophylla Fisch. (Fabaceae). Серия введений
и дополнений показали некоторый успех.
Трансплантаты имели схожую выживаемость
и огнестойкость с дикими популяциями, и зна-
чительное количество выживших интродуци-
рованных популяций остается более десяти
лет. С другой стороны, рост трансплантата в
целом был медленным и непоследователь-
ным, а цветение было минимальным [15].
Производство фруктов и сбор рассады вто-
рого поколения произошли только в одном не
экспериментальном увеличении. Годовая
выживаемость широко варьировалась по го-
дам, но была одинаково высокой как правило
больше 90 %, как для интродуцированных, так
и для диких растений. Эта стабильность во
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введенной популяции является сильным пока-
зателем того, что реинтродукции и дополне-
ния могут быть успешными в долгосрочной
перспективе. Несмотря на высокие ежегод-
ные показатели выживаемости, совокупная
выживаемость снижается с каждым годом, и
без пополнения (клонального или рассадного)
может потребоваться дополнительное увели-
чение для сохранения размера популяции и
генетической структуры [6; 17; 27; 30].

С другой стороны, рост трансплантата
был неустойчивым, часто отрицательным, и
примерно в десять раз меньше, чем у диких
растений. В некоторые годы это изменение в
значительной степени объясняется плохим
ростом растений, которые вырастали в пре-
дыдущем году. Рост варьировался в широких
пределах в разные годы и в сложных взаимо-
связях с предшествующим этапом истории
жизни и происхождением. Изменения в пого-
де, ирригации, месте пересадки и возрасте
растений – все это потенциальные причины,
по которым темпы роста варьировались в за-
висимости от интродукции, проведенной в раз-
ные годы. Сильный эффект года также явля-
ется аргументом для достижения успеха вне-
дрения с многолетним вступлением, как стра-
тегия хеджирования ставок против плохой по-
годы и других факторов, характерных для от-
дельных лет [1; 25].

При выращивании растений для последу-
ющего внесения требуется больше труда и зат-
рат, чем при прямом посеве, при интродукции
растений лучше использовать ограниченную
доступность семян. Кроме того, транспланта-
ты крупнее и имеют более высокую выживае-
мость, чем саженцы, появляющиеся из выса-
женных семян. Поскольку, по-видимому, требу-
ются десятилетия для того, чтобы даже круп-
ные трансплантаты стали репродуктивно зре-
лыми, использование семян, которые занимали
бы намного больше времени, не кажется хоро-
шей стратегией. Обычно считается, что транс-
плантаты имеют преимущество перед семена-
ми для многих интродуцированных растений.

Выводы. Метод клонального микрораз-
множения является достаточно трудоемким
и дорогостоящим. Проведение этапов анали-
зируемой технологии требует наличия специ-
ализированной оснащенной соответствующим
оборудованием лаборатории и наличия высо-

коквалифицированного штата сотрудников.
Большое внимание уделяется проблеме сниже-
ния себестоимости получаемого материала.

В сравнении с традиционными метода-
ми размножения растений, несомненно, пре-
имущество имеет применение и использова-
ние системы in vitro которая применяется при
поддержании коллекций различных видов ра-
стений. Среди преимуществ использования
данного метода можно выделить такие как:
экономия площадей и малые затраты труда
специалистов, возможность работы без уче-
та особенностей климата, использование ми-
нимального количества эксплантов при полу-
чении стерильных культур не нарушая природ-
ную популяцию, репродукция материала, труд-
но размножаемого традиционными методами
с возможностью длительного хранения в асеп-
тических условиях.

В результате многолетних исследований
модифицированы и адаптированы методики
клонального микроразмножения редких, цен-
ных и плодово-ягодных растений. При этом,
установлено, что реализация морфогенетичес-
кого потенциала у изученных видов растений
определяется видовыми особенностями ис-
ходных растений, типом экспланта, его физи-
ологическим состоянием, составом питатель-
ных сред и условиями культивирования.

Разведение оздоровленных растений по-
зволяет значительно увеличить выход ценной
сельскохозяйственной продукции и высокие
адаптационные свойства оздоровленных рас-
тений позволяют культивировать их с мень-
шими затратами химикатов, что значительно
увеличивает их пищевую ценность и дает
большую возможность получать продукты
органического производства.
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