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ГЕНОТИПОВ FRAGARIA × ANANASSA (ROSACEAE),
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Разработаны эффективные технологии введения в культуру in vitro и микроклонального размножения 
трех генотипов земляники крупноплодной (Fragaria × ananassa Duch.), адаптированных для сибирского 
региона (‘Солнечная полянка’, ‘Улыбка июня’ и отборного гибрида 5-90-21) с использованием в качестве 
эксплантов апикальных меристем столонов. Оптимизирована схема стерилизации эксплантов с примене-
нием в качестве стерилизующего агента 0.2%-го раствора нитрата серебра. Изучено влияние 6-бензил-
аминопурина (БАП) в концентрациях 0.25–2.0 мг/л на регенерационный потенциал эксплантов в культу-
ре in vitro на средах по прописям Мурасиге–Скуга (МС) и Гамборга–Эвелега (B5). Установлено, что для 
инициации органогенеза у эксплантов сорта ‘Улыбка июня’ наилучшей средой является МС, дополненная 
1.0 мг/л БАП, тогда как для гибридного образца 5-90-21 и сорта ‘Солнечная полянка’ – среда В5, содержа-
щая ту же концентрацию БАП. Последующее культивирование развившихся микропобегов на средах для 
собственно размножения показало эффективность применения питательной среды B5 с 0.75 мг/л БАП для 
всех генотипов: максимальное число пазушных побегов на эксплант, полученных у гибридного образца 
5-90-21, составило 4.90 ± 0.35, у сортов ‘Солнечная полянка’ – 7.16 ± 0.33 и ‘Улыбка июня’ – 5.93 ± 0.39. 
Полученные результаты могут быть использованы для разработки систем производства оздоровленного 
посадочного материала земляники крупноплодной с помощью биотехнологических подходов.
Ключевые слова: земляника крупноплодная, клональное микроразмножение, питательные среды Мураси-
ге–Скуга, Гамборга–Эвелега, 6-бензиламинопурин. 
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Th e eff ective technologies of in vitro establishment and micropropagation of three cultivated strawberry genotypes 
(Fragaria × ananassa Duch.) acclimatizated for Siberian region (‘Sunny Glade’, ‘June Smile’ and the selected hybrid 
of 5-90-21) have been developed using the stolon apical meristems as explants. Th e sterilization of explants was 
optimized by application of 0.2 % silver nitrate solution as a sterilizing agent. Th e eff ects of various 6-benzyl-
aminopurine (BAP) concentrations (0.25–2.0 mg/l) on in vitro explant regeneration potential on Murashige–
Skoog (MS) and Gamborg–Eveleigh (B5) media were studied. Th e best medium variant to initiate the organoge-
nesis from ‘June Smile’ cultivar was MC supplemented with 1.0 mg/l BAP, whereas for 5-90-21 hybrid and ‘Sunny 
Glade’ cultivar it was B5 with the same BAP concentration. Subsequent cultivation of the developed microshoots 
on media for micropropagation has shown the eff ectiveness of B5 medium supplemented with 0.75 mg/l BAP for 
all genotypes: maximum number of axillary microshoots per explant was amounted to 4.90 ± 0.35 for hybrid 5-90-
21, 7.16 ± 0.33 – for ‘Sunny Glade’ and 5.93 ± 0.39 – for ‘June Smile’. Th e obtained results can be used for develop-
ment of production system of a healthy planting strawberry material through biotechnological approaches.
Key words: cultivated strawberry, micropropagation, Murashige–Skoog ′s medium, Gamborg–Eveleigh′s medium, 
6-benzylaminopurine.

Земляника крупноплодная (Fragaria × ananassa 
Duch.) – одна из ведущих ягодных культур в миро-
вом масштабе. Ее несомненные достоинства – это 

раннеспелость, скороплодность, богатый биохи-
мический состав, питательные и лечебно-профи-
лактические свойства плодов. Высокий адаптив-

© Е.В. Амброс, Ю.Г. Зайцева, А.А. Красников, Т.И. Новикова, 2017

ВВЕДЕНИЕ



74

ный потенциал земляники (Hancock et al., 1991) 
позволяет успешно выращивать ее и в условиях 
Западной Сибири и рассматривать как основную 
ягодную культуру региона. Мировой и отечествен-
ный опыт возделывания земляники круп но плод-
ной свидетельствует о четырех основных факто-
рах, определяющих ее урожайность: оптимальном 
уровне агротехники, экологических ус ловиях вы-
ращивания, использовании адаптированных вы-
сокопродуктивных сортов, закладке плантаций 
из здорового посадочного материала (Агафонова, 
Иванова, 2001). В связи с этим включение в произ-
водство высококачественного посадочного мате-
риала, свободного от вирусов, фитоплазменных 
патогенов, которые значительно снижают урожай-
ность земляники крупноплодной, имеет особое 
значение. Для оздоровления растительного мате-
риала и ускоренного размножения растений ши-
роко применяются биотехнологические подходы. 
К преимуществам размножения растений in vitro 
относятся не только возможность размножения 
востребованных сортов за короткий период и дли-
тельное сохранение растительного материала в 
 условиях in vitro, но и высокая эко номическая 
 эффективность метода (Mott, 1981; Chawla, 2002; 
Kaur et al., 2005; Mohan et al., 2005; Mercado et al., 
2007). Кроме того, современными исследованиями 
показано, что растения, полученные с помощью 

методов in vitro, характеризуются фено- и гено-
типической однородностью, высокой жизнеспо-
собностью, адаптивностью и продуктивностью по 
сравнению с растениями, размноженными тра-
диционными способами (Boxus et al., 1984; Ca-
meron et al., 1989; Lopez-Aranda et al., 1994; Nehra 
et al., 1994; Karhu, Hakala, 2002; Zebrowska et al., 
2003; Kikas et al., 2006; Debnath, 2009; Gantait et al., 
2010).

Технологии клонального микроразмножения 
земляники крупноплодной детально разработаны 
и в настоящее время широко используются в прак-
тике (Высоцкий, 1998; Boxus, 1999; Kaur et al., 2005; 
Sakila et al., 2007; Debnath, Teixeira da Silva, 2007). 
Однако сибирский сортимент отличается от евро-
пейского, а морфогенетический потенциал куль-
тивируемых тканей во многом зависит от генотипа 
и условий культивирования. Следовательно, раз-
работка эффективных и воспроизводимых систем 
регенерации растений в условиях in vitro для раз-
множения сортов, адаптированных к биотическим 
и абиотическим факторам Западной Сибири, ак-
туальна.

Цель настоящего исследования – введение в 
культуру in vitro и микроклональное размножение 
ценных сортов F. × ananassa для использования в 
системе производства оздоровленного посадочно-
го материала в условиях Западной Сибири.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектами для исследований послужили сор-

та и отборный образец земляники крупноплодной 
(F. × ananassa): ‘Солнечная полянка’, ‘Улыбка июня’, 
гибрид 5-90-21 (“Юбилейная Лутова”), любезно 
предоставленные В.И. Лутовым (СХА “Сады Си-
бири”, Новосибирская обл., пос. Ленинский). Изу-
чаемые сорта характеризуются высокими показа-
телями основных хозяйственно ценных признаков 
в условиях Западной Сибири  (Стольникова, 2014). 
В качестве исходного растительного материала ис-
пользовали столоны в начале их отрастания, кото-
рые брали с опытных растений, произрастающих в 
теплице с середины апреля по май.

На этапе введения в культуру in vitro проводи-
ли стерилизацию исходного материала четырьмя 
способами (табл. 1). Перед стерилизацией столоны 
отмывали в проточной воде с использованием мо-
ющего средства “Fairy” (Procter & Gamble). В каче-
стве стерилизующих агентов использовали: этило-
вый спирт, гипохлорит натрия, нитрат серебра.

После стерилизации кончик побега помещали 
в чашку Петри с 0.25%-м раствором аскорбиновой 
кислоты, где под стереомикроскопом МСП-1 
“Ломо” (Россия) освобождали апикальную мери-
стему. Для культивирования in vitro брали экс-
планты длиной около 3–5 мм, включающие конус 
нарастания с двумя листовыми примордиями. За-

тем изолированные меристемы культивировали в 
течение 2–3 суток без доступа света на модифици-
рованной безгормональной жидкой питательной 
среде Мурасиге–Скуга (МС) (Murashige, Skoog, 

Таблица 1
Схемы стерилизации столонов

F. × ananassa изучаемых генотипов
№ п/п Способ стерилизации

 1 70%-й раствор этилового спирта (2 с)
1.0%-й раствор гипохлорита натрия (15 мин)
Стерильная дистиллированная вода
(3-кратно по 10 мин)

2 70%-й раствор этилового спирта (2 с)
2.0%-й раствор гипохлорита натрия (15 мин)
Стерильная дистиллированная вода
(3-кратно по 10 мин)

3 1.0%-й раствор гипохлорита натрия (10 мин)
Дистиллированная вода (2-кратно по 10 мин)
70%-й раствор этилового спирта (2 с)
0.1%-й раствор нитрата серебра (5 мин)
Стерильная дистиллированная вода
(3-кратно по 10 мин)

4 1.0%-й раствор гипохлорита натрия (10 мин)
Дистиллированная вода (2-кратно по 10 мин)
70%-й раствор этилового спирта (2 с)
0.2%-й раствор нитрата серебра (3 мин)
Стерильная дистиллированная вода
(3-кратно 10 мин)
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1962) с половинным содержанием микро- и макро-
элементов, 2 % сахарозы, дополненной антиокси-
дантом глутатионом в концентрации 100 мг/л.

Для инициации органогенеза использовали 
агаризованные среды по прописям МС и Гамбор-
га–Эвелега (В5) (Gamborg, Eveleigh, 1968), содер-
жащие 100 мг/л глутатиона и цитокинин 6-бен зил-
аминопурин (БАП) в различных концентрациях 
(0.0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 2.0 мг/л). Через 6 недель 
культивирования подсчитывали долю стерильных 
жизнеспособных эксплантов и количество микро-
побегов, сформировавшихся на эксплант.

С целью оптимизации этапа собственно раз-
множения микропобеги, полученные на стадии 
инициации культуры in vitro, отделяли от первич-
ного экспланта и культивировали на питательных 
средах МС и В5, содержащих БАП в  концентрациях: 
0.0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0 мг/л. Подсчет числа мик ро-
побегов на эксплант, длину микропобегов и коли-
чество листьев, сформировавшихся на микропо-
бег, проводили через 6 недель. Культуры содержа-
ли под люминесцентными лампами дневного света 

с интенсивностью 3000 лк с периодом освещения 
16 часов при температуре 23 ± 2 °С.

Оценку внешней морфологии эксплантов с 
индуцированными побегами проводили в Центре 
коллективного пользования ЦСБС СО РАН с ис-
пользованием стереомикроскопа Carl Zeiss Stereo 
Discovery. V 12 c цветной цифровой камерой Axio-
Cam HRc и программой AxioVision 4.8 для полу-
чения, обработки и анализа изображений.

Эксперименты выполнены в трех повторно-
стях по 20 эксплантов в каждом опыте. Статисти-
ческую обработку и анализ полученных данных 
проводили с помощью программ Microsoft Ex-
cel 7.0 и Statistica 8.0. Результаты представлены в 
виде средних значений и стандартных ошибок 
(М ± m). Для сравнения средних значений незави-
симых выборок использовали многоранговый тест 
Дункана. Взаимодействие между факторами “ге-
нотип”, “состав среды”, “концентрация БАП” оце-
нивали с помощью многофакторного дисперси-
онного анализа. Различия считали достоверными 
при достигнутом уровне значимости p = 0.05.

Таблица 2
Влияние способов стерилизации на стерильность 

и жизнеспособность эксплантов F. × ananassa
при введении в культуру in vitro

Сорт
Способ стери-

лизации*,
№ п/п

Экспланты, %

стерильные жизне-
способные 

‘Солнечная 
полянка’

1 46.33 ± 1.86c 17.33 ± 0.88b

2 51.67 ± 1.76c 15.00 ± 0.58b

3 66.33 ± 3.71b 65.00 ± 3.00a

4 79.67 ± 0.88a 66.00 ± 3.61a

Гибрид 
5-90-24

1 27.00 ± 0.58c 9.00 ± 0.58c

2 30.67 ± 0.88c 12.67 ± 1.21c

3 69.33 ± 0.88b 39.67 ± 2.91b

4 97.00 ± 2.52a 92.67 ± 1.86a

‘Улыбка 
июня’

1 10.67 ± 0.88d 5.00 ± 0.58d

2 29.00 ± 1.00c 7.33 ± 0.88c

3 71.33 ± 1.86b 69.00 ± 0.58b

4 99.67 ± 0.33a 99.67 ± 0.33a

Примечание. Представлены средние значения ± стан-
дартная ошибка; значения, за которыми следуют одина-
ковые буквы, не имеют значимого отличия друг от друга 
в соответствии с тестом Дункана.

*Способы стерилизации приведены в табл.  1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние способов стерилизации на  стерильность

и жизнеспособность эксплантов
Традиционно для клонального микроразмно-

жения земляники крупноплодной в качестве экс-
плантов используют апикальные меристемы веге-
тативных побегов – столонов (Sowik et al., 2001). 
Апикальные меристемы – надежный тип эксплан-
тов с точки зрения генетической стабильности об-
разцов (Debnath, Teixeira da Silwa, 2007). Кроме то-

го, использование апикальных меристем для раз-
множения in vitro предпочтительно вследствие 
низкого инфекционного фона (Говорова, Гово ров, 
2004; Высоцкий, Алексеенко, 2005; Деменко, 2006). 
Сведения о приемах стерилизации различных 
куль тур представлены в ряде протоколов (Sa thya-
narayana, Varghese, 2007). При проведении стери-
лизации апикальных меристем земляники обычно 
используют 0.1–0.2%-й раствор хлорида ртути, ко-
торый токсичен для растительных тканей и не без-
опасен в использовании. Поэтому необходимость 
подбора наименее токсичных реагентов, обеспечи-
вающих быстрое разрушение и вывод из расти-
тельных тканей, является актуальной задачей. 
C этой целью в нашем эксперименте применялась 
ступенчатая стерилизация с использованием трех 
стерилизующих агентов: этилового спирта, гипо-
хлорита натрия и азотно-кислого серебра в раз-
личных концентрациях и комбинациях. Результа-
ты выполненных исследований показали различ-
ную эффективность обработок на стерильность и 
жизнеспособность эксплантов (табл. 2). Среди ис-
пытанных стерилизаторов растворы этилового 
спирта и гипохлорита натрия обладали наимень-
шим стерилизующим эффектом, а также не оказа-
ли положительного действия на жизнеспособ-
ность растительного материала. Применение этих 
растворов в сочетании с азотно-кислым серебром 
значительно увеличило выход жизнеспособных 
эксплантов, свободных от контаминации в услови-
ях in vitro (способы № 3, 4). Максимальный эффект 
(до 99.7 %) получен при стерилизации, где в каче-
стве основного стерилизующего агента использо-
ван 0.2%-й раствор нитрата серебра (способ № 4).
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РЕГЕНЕРАЦИОННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ ЭКСПЛАНТОВ
НА ЭТАПЕ ИНИЦИАЦИИ КУЛЬТУРЫ IN VITRO

Реализация морфогенетического потенциала 
растений в условиях in vitro зависит от генотипа, 
состава питательной среды и оптимальных кон-
центраций экзогенных регуляторов роста. Извест-
но, что основной проблемой на этапе инициации 
морфогенеза in vitro у земляники крупноплодной 
является угнетение ростовых процессов у расте-
ний продуктами фенольного окисления, которые 
обычно замедляют деление и рост клеток, что ве-

дет к гибели первичного экспланта или к умень-
шению способности тканей к регенерации (ElKi-
chaoui, 2014). Для снижения токсичного действия 
полифенолов на этапе введения в культуру in vitro 
апикальные меристемы земляники крупноплод-
ной культивировали на жидкой питательной среде 
в темноте, дополненной антиоксидантом. Затем 
экспланты переносили на индукционные среды, 
содержащие регулятор роста БАП в различных 

Рис. 1. Влияние компонентов питательной среды и концентрации БАП на частоту регенерации (а) и среднее число 
пазушных микропобегов F. × ananassa на этапе инициации in vitro через 6 недель культивирования (б).
Данные представлены в виде M ± m; значения, за которыми следуют одинаковые буквы, не имеют значимого отличия друг 
от друга в соответствии с тестом Дункана при p = 0.05. Взаимодействие между факторами “генотип”, “состав среды”, “кон-
центрация БАП” оценено с помощью многофакторного дисперсионного анализа. Различия между факторами статисти-
чески достоверны при p = 0.05.
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концентрациях, который чаще других цитокини-
нов используется в качестве промотора пробужде-
ния пазушных почек у земляники крупноплодной 
(Marcotrigiano et al., 1984; Simpson, Bell, 1989; 
Mahmood et al., 1994; Ashrafuzzaman et al., 2013; 
Поляков, Линник, 2014). Результаты нашего экс-
перимента показали, что использование пита-
тельных сред, содержащих БАП, стимулировало 
процессы регенерации и пролиферации в тканях 
эксплантов в сравнении с контрольной безгормо-
нальной средой, при этом регенерационный по-
тенциал различался в зависимости от генотипа. 
Частота регенерации варьировала от 23 до 97 %, 
а среднее количество образовавшихся пазушных 
 побегов составило от 0.63 до 3.81 шт. на эксплант 
(рис. 1, а, б). На данном этапе выявлено, что изо-
лированные апексы сорта ‘Солнечная полянка’ об-
ладали меньшим регенерационным потенциалом в 
условиях in vitro по сравнению с другими исследо-
ванными генотипами. Изменчивость частоты реге-
нерации при введении апикальных меристем in 

vitro обусловлена индивидуальными особенностя-
ми сортов, связанными с интенсивностью выделе-
ния фенолов в питательную среду, и как следствие, 
жизнеспособностью эксплантов при дальнейшем 
культивировании. В вариантах испытанных сред 
положительное влияние на индукцию органогене-
за у всех генотипов отмечено при концентрации 
1.0 мг/л БАП. Относительно высокая концентра-
ция (2.0 мг/л) хотя и стимулировала регенерацию 
in vitro, но количество пазушных побегов на экс-
плант было 2.5–5.1 раза меньше в зависимости 
от генотипа и минерального состава питательной 
среды. Установлено, что изолированные апексы 
различных генотипов земляники крупноплодной 
по-разному реагировали на состав компонентов 
индукционной среды. Для гибридного образца 
5-90-21 и сорта ‘Солнечная полянка’ оптимальной 
была среда В5, дополненная 1.0 мг/л цитокинина. 
Апикальные меристемы сорта ‘Улыбка июня’ ак-
тивно пролиферировали на среде МС с 1.0 мг/л 
БАП.

ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ И КОНЦЕНТРАЦИИ БАП
НА ИНТЕНСИВНОСТЬ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЯ F. × ANANASSA IN VITRO

Установлено, что испытанные гено    типы про-
являли различную реакцию на состав компонен-
тов питательной среды не только на этапе ини-
циации, но и на этапе собственно размножения. 
Большинство работ по клональному микрораз-

множению земляники крупноплодной выполнено 
на основе питательной среды МС (Kyte, Kleyn, 
2010). Однако для каждого сорта оптимальная сре-
да должна подбираться индивидуально (Miller, 
Chandler, 1990; Nehra et al., 1994; Деменко, 2005). 

Рис. 2. Регенерация пазушных микропобегов из апи-
кальных меристем F. × ananassa (сорт ‘Солнечная по-
лянка’) под действием БАП:
а – укороченные микропобеги, полученные при культи-
вировании на индукционной среде В5, дополненной 
1.0 мг/л БАП через 4 недели культивирования; б – кон-
гломераты микропобегов через 6 недель культивирова-
ния на среде В5 с 1.0 мг/л БАП; в – микропобеги, полу-
ченные в результате этапа собственно размножения на 
среде В5 с 0.75 мг/л БАП через 6 недель культивирования.
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Рис. 3. Влияние минерального состава питательной среды и концентрации БАП на пролиферацию и морфометри-
ческие параметры микропобегов F. × ananassa на этапе собственно размножения in vitro через 6 недель культивиро-
вания (а–в).
Остальные пояснения см. рис. 1.

Наиболее высокую пролиферативную активность 
в нашем эксперименте обеспечивала среда с мине-
ральной основой по прописи В5. Среда МС, хотя и 

была пригодна для размножения, но в меньшей 
степени способствовала индукции развития па-
зушных микропобегов (рис.  2). Известно, что 
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 реализация морфогенетического потенциала у 
рас тений в значительной степени определяется 
формой азота и его концентрацией (Катаева, Бу-
тенко, 1983). Среда МС характеризуется повышен-
ным со держанием неорганического азота в виде 
NH4NO3 (1650 мг/л) и KNO3 (1900 мг/л), в ряде 
случаев негативно влияя на клональное микро-
размножение некоторых растений (Расторгуев, 
2012). В опытах этого автора аммонийно-нитрат-
ная форма азота в виде добавления в среду NH4NO3 
не оказывала значительного эффекта на пролифе-
рацию побе  гов земляники. Уменьшение стандарт-
ного содержания KNO3 в среде в 8 раз существенно 
снижа ло по  бе гообразовательную способность экс-
плантов, а так  же средний показатель длины сфор-
мировавшихся побегов – регенерантов. По мнению 
В.М. Тю  ленева (1996), ионы 4NH+  необходимы для 
закладки зачаточных структур, а ионы 3NO−  требу-
ются для дальнейшего их развития.

Результаты нашего эксперимента показали, 
что среда В5, содержащая KNO3 в количестве 
2500 мг/л и (NH4)2SO4 в концентрации 134 мг/л, 
является оптимальной на стадии собственно раз-

множения изучаемых сортов земляники. При этом 
интенсивная стимуляция образования микропо-
бегов для всех генотипов отмечена при добавле-
нии в среду концентрации 0.75 мг/л БАП, в сред-
нем по 5–7 микропобегов на эксплант (рис. 3). Уве-
личение концентрации БАП до 1.0 мг/л приводило 
к уменьшению побегообразования.

Полученные нами результаты согласуются с 
данными работ (Marcotrigiano et al., 1984; Mah-
mood et al., 1994; Ashrafuzzaman et al., 2013), в ко-
торых наибольшая пролиферативная активность 
проявлялась на средах, дополненных 0.5 мг/л БАП, 
по сравнению с концентрациями 1.0–3.0  мг/л. 
 Дисперсионный анализ показал значимое влия-
ние  факторов “генотип”, “концентрация БАП”, 
 “состав среды” не только на среднее количество 
пазушных микропобегов, но и на морфометри-
ческие пара метры регенерантов. Обнаружено, что 
длина пазушных микропобегов и число листьев на 
микропобег у всех исследованных сортов были 
 достоверно выше при культивировании на среде 
с  минеральным составом по прописи В5 (см. 
рис. 3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате выполненных исследований на ми 

разработаны технологические приемы полу чения 
жизнеспособного исходного материала F. × ana -
nassa, свободного от контаминации из изолирован-
ных апикальных меристем, а также оп тими зиро-
ваны приемы размножения in vitro для трех сортов 
земляники крупноплодной, адаптированных для 
сибирского региона. Установлено, что на этапе 
инициации регенерационный потенциал апикаль-
ных меристем земляники крупноплодной зависел 
от генотипа, минерального состава питательной 
среды при оптимальной концентрации 1.0 мг/л 
БАП. На этапе собственно размножения изучае-
мых сортов F. × ananassa проявлялись генотипиче-

ские различия в интенсивности регенерационных 
процессов в ответ на минеральный состав среды и 
гормональное воздействие цитокинином БАП. 
При этом наиболее эффективно для исследован-
ных генотипов использование питательной среды 
по прописи В5, дополненной 0.75 мг/л БАП.

При подготовке публикации использовались 
материалы Биоресурсной научной коллекции 
ЦСБС СО РАН, УНУ “Коллекции живых растений 
в открытом и закрытом грунте”, USU 440534.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 
и Правительства Новосибирской области в рам-
ках научного проекта № 17-44-540339.
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