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Аннотация.  Проанализировано влияние режима стерилизации эксплантов 
и условий освещения при клональном микроразмножении хозяйственно ценных 
лиственных пород на этапе введения в культуру in vitro. В качестве объек-
тов исследований использовали экспланты Betula neoalaskana, B. pendula var. 
carelica, B. ulmifolia, B. papyrifera и Populus tremula (триплоидная и диплоидная 
формы). Наибольшая жизнеспособность неодревесневших эксплантов бере-
зы (45–55 %) в культуре in vitro наблюдалась при стерилизации: у B. ulmifolia 
и B. papyrifera – в растворе 96 %-го спирта  (1 мин) и средства Хлорамин Б 5 % 
(10 мин), у B. neoalaskana – 96 %-го спирта  (1 мин) и сулемы 0,01 % (3 мин), 
у B. pendula var. carelica – 96 %-го спирта  (1 мин) и средства Белизна 5 % (15 мин). 
У эксплантов P. tremula триплоидной и диплоидной форм наибольшая жизнеспо-
собность (85–90 %) отмечена при стерилизации раствором нитрата серебра 
0,2 % (10 мин). Введенные в культуру in vitro экспланты исследуемых видов 
и форм древесных растений значительно отличались по реакции на освещение. 
Наибольшие значения количества и суммарной длины микропобегов у эксплан-
тов всех исследуемых видов березы наблюдались при светодиодном освещении 
с чередованием белого, красного и синего спектра (5,2–5,7 шт. и 33,6–38,3 см 
соответственно), а у P. tremula – при использовании люминесцентных ламп 
белого света (5,1–6,0 шт. и 35,2–48,4 см соответственно).
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Abstract. The results of studies on the influence of the explant sterilization mode and lighting 
conditions during clonal micropropagation of economically valuable hardwoods at the 
stage of introduction in in vitro culture. Objects of study are explants of Betula neoalaskana, 
B. pendula var. carelica, B. ulmifolia, B. papyrifera and Populus tremula (triploid and 
diploid forms). Use the method of clonal micropropagation is necessary to preserve the 
gene pool and mass cultivation of rare and economically valuable species and its forms. 
Obtaining a primary antiseptic culture is one of the most time-consuming and important 
stages of clonal micropropagation of plants. The highest viability of non-lignified birch 
explants (45–55 %) in culture in vitro is observed during sterilization: B. ulmifolia and 
B. papyrifera – in a solution of ethanol 96 % (1 min) and Chloramine B 5 % (10 min), 
B. neoalaskana – ethanol 96 % (1 min) and copper sulfate 0.01 % (3 min), B. pendula var. 
carelica – ethanol 96 % (1 min) and Belizna 5 % (15 min). The highest viability of P. tremula 
explants of triploid and diploid forms (85–90 %) is noted during sterilization with a 0.2 % 
silver nitrate solution (10 min). Explants of the studied species and forms of woody plants 
introduced into in vitro culture differed significantly in its response to lighting. Explants 
of all studied species of birch in culture in vitro have highest values of the number and 
total length of microshoots when using LED lighting with alternating white, red and 
blue spectrum (5.2–5.7 pieces and 33.6–38.3 cm respectively), P. tremula – white light 
fluorescent lamps (5.1–6.0 pieces and 35.2–48.4 cm respectively).
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Некоторые хозяйственно ценные и редкие 

древесные породы или их формы трудно 

размножаются  традиционными  способа-

ми.  К  ним  относится,  например,  береза  карель-

ская  (Betula pendula var. carelica  Merckl.),  которая 

отличается  декоративностью  ствола,  узорчатой 

текстурой  древесины,  устойчивостью  к  воздей-

ствию  неблагоприятных  факторов  окружающей 

среды  и  может  быть  использована  в  озеленении 

городов,  ландшафтном  дизайне  и  для  сувенир-

ного  производства  [1–6].  Исполинские  формы 

осины с триплоидным набором хромосом (Populus 

tremula gigas), являющиеся только мужскими рас-

тениями, в отличие от обычных диплоидных форм 

характеризуются более быстрым ростом, высокой 

продуктивностью  и  устойчивостью  к  стволовой 

гнили и могут использоваться в производстве эко-

логически  чистых  прессованных  и  композитных 

материалов,  наноцеллюлозы,  древесного  биото-

плива,  сырья  для  пищевой,  фармацевтической, 

парфюмерной промышленности и др. [7–11].

При  искусственном  лесовосстановлении  ос-

новным  исходным  материалом  являются  семена 

лесных  растений,  количественные  и  качествен-

ные  показатели  которых  зачастую  нестабильны. 

В результате из-за низкой грунтовой всхожести се-

мян затраты на получение посадочного материала 

возрастают. Для снижения затрат и получения ка-

чественного  посадочного  материала  необходимо 

развивать  альтернативные  биотехнологические 

способы размножения растений. В лабораторных 

условиях можно осуществлять разведение редких 

видов с целью реинтродукции в природную среду 

для поддержания существующих, восстановления 

утраченных и создания новых популяций in situ (в 

типичных условиях произрастания) [12–15]. 

Одним из самых трудоемких этапов при кло-

нальном  микроразмножении  растений  является 

получение  первичной  антисептической  культу-

ры. На данном этапе наиболее часто происходит 

заражение  грибными  болезнями,  а  при  тиражи-

ровании возрастает риск проявления бактериаль-

ной  инфекции.  В  связи  с  этим  перед  введением 

эксплантов растений в культуру in vitro необходи-

мо выдерживать их в стерилизующих растворах 

с  последующим  многократным  промыванием 

стерильной  водой.  При  использовании  молодых 

побегов в качестве эксплантов особое внимание 

уделяют  «мягким»  антисептическим  растворам, 

тогда как употребление хлор- и ртутьсодержащих 

растворов, которые проникают сквозь чешуйки, 

покрывающие  почки,  часто  приводит  к  гибели 

эксплантов (некрозу), поэтому их можно приме-

нять только при условии снижения концентрации 

и времени выдержки [15–19].

В  настоящее  время  все  большее  примене-

ние  в  качестве  стерилизующих  агентов  находят 

современные  дезинфицирующие  препараты 

и  моющие  средства.  Известно  о  положительных 

результатах  обработки  эксплантов  этими  стери-

лизующими веществами различных видов берез 

и тополей [20–22]. Однако до сих пор не изучено 

влияние стерилизации эксплантов осины нитра-

том серебра, современными дезинфицирующими 

средствами Ника-2 и Лизоформин 3000, а также 

некоторых видов березы (новоаляскская, бумаж-

ная,    карельская,    ильмолистная)  –  средством 

Хлорамин  Б  при  введении  в  культуру  in vitro. 

Кроме  того,  не  проводятся  исследования  по 

использованию светодиодного освещения с ком-

бинацией  различных  спектров  при  клональном 

микроразмножении этих видов.

Цель  исследований  –  определить  наиболее 

эффективные режимы стерилизации эксплантов 

с  использованием  современных  дезинфицирую-

щих средств и условия светодиодного освещения 

при  введении  различных  видов  и  форм  березы 

и осины в культуру in vitro.

Объекты и методы исследований

Исследования  проводили  на  базе  САФУ 

им. М.В. Ломоносова  и  Центрально-евро-

пейской  лесной  опытной  станции  ВНИИЛМ 

в 2021–2023 гг. с использованием общепринятых 

методик  по  клональному  микроразмножению 

растений  [11, 15].  В  качестве  исходного  расти-

тельного  материала  для  введения  в  культуру 

in vitro применяли:

 9 зеленые пазушные почки побегов текуще-

го года березы карельской (Betula pendula 
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var. carelica (Merckl.)  Hämet-Ahti),  березы 

ильмолистной (B. ulmifolia Sieb. et Zucc.), 

березы  новоаляскской  (B. neoalaskana 

Sarg.),  березы  бумажной  (B. papyrifera 

Marshall),  отобранные  с  экземпляров 

коллекции  Дендрологического  сада 

им. И.М. Стратоновича (Архангельск);

 9 пазушные почки с одревесневших побегов 

осины  (Populus tremula  L.)  триплоидной 

(клоны  № 27  и  35)  и  диплоидной  (клон 

№ 29 – контроль) форм, отобранные в ге-

нетическом  резервате  Костромской  обл. 

(Шарьинский район).

Перед  введением  эксплантов  в  культуру 

in vitro  исходные  фрагменты  растений  предва-

рительно промывали в мыльном растворе и под 

проточной  водой.  Дальнейшие  манипуляции 

проводили  в  боксе  микробиологической  безо-

пасности  BA-Safe 120.  Промытые  экспланты 

помещали  на  1 мин  в  96 %-й  раствор  этилового 

спирта,  а  затем  в  основной  стерилизующий 

агент.  После  выдержки  растительных  объектов 

в  стерилизующем  агенте  их  тщательно  про-

мывали  путем  многократного  ополаскивания 

при  5–7-кратной  смене  стерильной  воды.  Для 

обработки эксплантов исследуемых видов березы 

применяли растворы следующих стерилизующих 

веществ: Белизна (5 %) и Хлорамин Б (5 %) при 

времени выдержки 10 мин; сулема (0,1 %) – при 

экспозиции  3 мин.  Экспланты  осины  обраба-

тывали  растворами  гипохлорита  натрия  (5 %), 

пергидроля  (10 %),  сулемы  (0,2 %),  нитрата 

серебра  (0,2 %),  дезинфицирующих  средств 

Ника-2 (0,01 %) и Лизоформин 3000 (5 %); время 

экспозиции  –  3, 5, 10, 15  и  20 мин  для  каждого 

вещества.  Выбор  концентраций  стерилизующих 

агентов  обусловлен  результатами  собственных 

предварительных  исследований  на  других  куль-

турах [23, 24]. Затем экспланты промывали сте-

рильной водой 3–5 раз по 15 мин.

На  этапе  введения  в  культуру  in vitro 

определяли  жизнеспособность  эксплантов  как 

отношение  числа  выживших  к  числу  введенных 

в  культуру;  для  березы,  кроме  того,  учитывали 

количество  стерильных  (неинфицированных) 

эксплантов. Повторность опытов – 3-кратная.

Введение  эксплантов  в  культуру  и  последу-

ющие пассажи (пересадки) растений проводили 

в  ламинарных  боксах.  Экспланты  помещали  на 

питательные  среды  (для  березы  –  Woody  Plant 

Medium,WPM;  для  осины  –  Мурасиге-Скуга, 

МС 1/2 ) и культивировали в условиях световой 

комнаты  на  установках  для  роста  растений  – 

фитостеллажах  Vitro-life  (светодиодное  освеще-

ние  –  биколор  –  с  возможностью  регулировки 

интенсивности  яркости,  диапазон  длин  волн  – 

440…660 нм)  при  16-часовом  фотопериоде, 

температуре  воздуха  20…22 °C,  относительной 

влажности воздуха 70…75 %. Учитывали количе-

ство и длину микропобегов in vitro в зависимости 

от  применения  люминесцентной  лампы  белого 

света  (ЛБ  –  контроль),  светодиодной  лампы 

белого  света  (СД-Б)  и  лампы  с  сочетанием  трех 

видов  светодио дов  (белый,  красный,  синий  – 

СД-Б+К+С).  Оценку  достоверности  опыта  про-

водили  с  помощью  наименьшей  существенной 

разности  на  5 %-м  уровне  значимости  (НСР
05

) 

и двухфакторного дисперсионного анализа (фак-

тор  A  –  вид  (форма)  древесной  породы;  фактор 

B – тип освещения).

Результаты и обсуждение

Эффективность  стерилизации  эксплантов 

березы зависела от видовых особенностей, стери-

лизующего раствора и экспозиции. В целом экс-

планты  березы  характеризовались  высокой  за-

раженностью сапрофитной микрофлорой – от 54 

до 90 % и, соответственно, относительно низким 

выходом стерильных эксплантов – от 10 до 46 % 

(табл. 1).  Самое  низкое  число  инфицированных 

эксплантов  было    у  березы  бумажной  (в  сред-

нем  по  4-м  стерилизующим  растворам  –  61 %), 

у    остальных  видов  березы  инфицированность 

варьировала в среднем от 69 до 72,3 %. 

Инфицированность  эксплантов  березы 

новоаляскской  практически  не  зависела  от 

вида  стерилизующего  раствора  и  варьировала 

в незначительных пределах (70–73 %). У березы 

карельской  минимальная  инфицированность 

отмечена в варианте спирт + Белизна (10 мин), 
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максимальная – в варианте спирт + Хлорамин Б. 

Наименьшее число инфицированных эксплантов 

березы  ильмолистной  наблюдалось  при  приме-

нении  спирта  и  сулемы,  а  у  березы  бумажной  – 

спирта и Хлорамина Б.

У  берез  новоаляскской,  ильмолистной  и  бу-

мажной доля эксплантов с некрозами тканей, вы-

званными токсичным действием стерилизующих 

растворов,  составляла  54,0–56,3 %.  У  березы  ка-

рельской число эксплантов с некрозами достигло 

80,3 %, а в вариантах спирт + Хлорамин и спирт 

+  сулема  погибли  все  экспланты.  Вследствие 

этого береза карельская в среднем характеризо-

валась в 2,2–2,3 раза более низким выходом жиз-

неспособных  эксплантов  (19,8 %)  по  сравнению 

с другими видами березы (43,7–46,0 %).

Наибольшее число некрозов отмечено у экс-

плантов  березы  карельской  после  стерилизации 

с применением спирта + Белизны (15 мин), бере-

зы ильмолистной и березы бумажной – спирта + 

Хлорамина Б. У березы новоаляскской 3 варианта 

режима стерилизации не отличались по доле не-

крозов (50–53 %), а в варианте спирт + Белизна 

(10 мин) она увеличилась  до 63 %.

Наибольший  выход  жизнеспособных  экс-

плантов  отмечен  у  березы  ильмолистной  и  бе-

резы  бумажной  в  варианте  спирт  +  Хлорамин 

Б  (10   мин)  (52  и  55 %  соответственно),  у  бе-

резы  карельской  –  в  варианте  спирт  +  Белизна 

(15 мин) (45 %), березы новоаляскской – спирт + 

сулема (3 мин) (50 %).

На этапе введения в культуру in vitro эксплан-

тов  осины  наиболее  эффективным  стерилизую-

щим  агентом  оказался  нитрат  серебра  0,2 %-й, 

при  экспозиции  10 мин    жизнеспособность  экс-

плантов составляла 90 % (табл. 2). При обработке 

препаратами Ника-2 (0,01 %) и Лизоформин 3000 

(5 %)  в  той  же  экспозиции  жизнеспособность 

была  в  1,8–3,6  раза  меньше.  Самые  низкие  ее 

значения  (не  более  42 %)  отмечены  во  всех  ва-

риантах  экспозиции  при  обработке  растворами 

гипохлорита  натрия  (5 %),  пергидроля  (10 %), 

сулемы (0,2 %). В зависимости от клона  и формы 

осины существенно значимых различий по жиз-

неспособности не отмечено.

Установлено,  что  реакция  исследуемых 

эксплантов  на  свет  в  культуре  in vitro зависела 

от  рода  растения  и  типа  освещения  (табл. 3). 

Таблица 1. Результаты стерилизации эксплантов различных видов березы в культуре in vitro

Вид Режим стерилизации
Выход стерильных 

эксплантов, %
Жизнеспособность 

эксплантов, %

Береза 
новоаляскская

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (10 мин) 30 37

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (15 мин) 28 47

Спирт 96 % (1 мин) + Хлорамин Б 5 % (10 мин) 27 48

Спирт 96 % (1 мин) + сулема 0,1 % (3 мин) 30 50

Береза 
карельская

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (10 мин) 46 34

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (15 мин) 18 45

Спирт 96 % (1 мин) + Хлорамин Б 5 % (10 мин) 10 0

Спирт 96 % (1 мин) + сулема 0,1 % (3 мин) 37 0

Береза 
ильмолистная

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (10 мин) 20 28

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (15 мин) 25 47

Спирт 96 % (1 мин) + Хлорамин Б 5 % (10 мин) 38 52

Спирт 96 % (1 мин) + сулема 0,1 % (3 мин) 41 48

Береза 
бумажная

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (10 мин) 39 45

Спирт 96 % (1 мин) + Белизна 5 % (15 мин) 35 35

Спирт 96 % (1 мин) + Хлорамин Б 5 % (10 мин) 42 55

Спирт 96 % (1 мин) + сулема 0,1 % (3 мин) 40 49
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У  эксплантов  триплоидной  осины  наибольшее 

количество  микропобегов  (в  среднем  5,7 шт.) 

формировалось при освещении люминесцентной 

лампой  белого  света  (контроль).  Применение 

светодиодов  белого  света  или  лампы  с  сочета-

нием  трех  видов  светодиодов  (белый,  красный, 

синий)  приводило  к  снижению  количества  ми-

кропобегов по сравнению с контролем в 1,7 и 1,3 

раза  соответственно.  При  этом  существенные 

различия  по  количеству  микропобегов  между 

тремя  изученными  клонами  осины  отсутствова-

ли (см. табл. 3).

В отличие от осины, у растений березы раз-

ных видов наибольшее количество микропобегов 

формировалось  при  использовании  светодиод-

ной лампы со спектром в белой, красной и синей 

областях – в среднем 5,6 шт., что в среднем в 1,9 

раза  выше  по  сравнению  с  применением  свето-

диода  только  с  белым  светом  (см. табл. 3).  Ос-

вещение  люминесцентной  лампой  белого  света 

способствовало увеличению числа микропобегов 

у  эксплантов  березы  в  1,4  раза  по  сравнению 

с  применением  светодиодов  с  белым  светом, 

а также улучшению пролиферативной способно-

сти.  Существенных  различий  между  четырьмя 

исследуемыми  видами  березы  по  количеству 

микропобегов не отмечено.

Наибольшая  суммарная  длина  микропобегов 

у осины (в среднем 42,3 см), как и их количество, 

отмечены  при  использовании  люминесцентной 

лампы белого света (табл. 4). Свет, индуцируемый 

светодиодами в белой, красной и синей областях, 

существенно  ингибировал  рост  побегов  эксплан-

тов  осины:  их  суммарная  длина  была  в  3,9  раза 

меньше,  чем  в  контроле.  Светодиоды  с  белым 

светом также оказались малоэффективны в отно-

шении стимуляции ростовых процессов у осины.

У эксплантов изученных видов березы в куль-

туре  in vitro  микропобеги  наибольшей  длины 

формировались  при  культивировании  под  све-

тодиодами со спектром в белой, красной и синей 

областях:  их  суммарная  длина  была  в  2  раза 

Таблица 2. Жизнеспособность эксплантов осины в культуре in vitro в зависимости  
от режима стерилизации, %

Клон, форма Стерилизующий агент
Жизнеспособность эксплантов, %, при времени экспозиции, мин

3 5 10 15 20

№ 27, 
триплоидная

Гипохлорит натрия 5 % 2 7 11 9 7

Пергидроль 10 % 3 12 14 27 30

Сулема 0,2 % 16 23 30 81 16

AgNO
3
 0,2 % 3 5 90 33 4

Ника-2 0,01 % 10 17 30 42 32

Лизоформин 3000 5 % 13 16 48 64 77

№ 35, 
триплоидная

Гипохлорит натрия 5 % 3 9 13 10 7

Пергидроль 10 % 2 12 15 29 30

Сулема 0,2 % 16 23 30 78 16

AgNO
3
 0,2 % 3 6 88 34 5

Ника-2 0,01 % 11 18 32 40 30

Лизоформин 3000 5 % 12 16 50 62 76

№ 29, 
диплоидная

Гипохлорит натрия 5 % 1 6 10 9 6

Пергидроль 10 % 4 12 13 26 28

Сулема 0,2 % 16 23 30 80 16

AgNO
3
 0,2 % 4 7 85 31 6

Ника-2 0,01 % 10 15 28 44 35

Лизоформин 3000 5 % 15 18 45 65 78
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выше по сравнению с аналогичным показателем 

при применении люминесцентной лампы и в 2,9 

раза выше, чем при использовании светодиодов 

белого  спектра  (см.  табл. 4).  Значимые  разли-

чия между видами березы по суммарной длине 

микропобегов не установлены.

Наибольшее значение средней длины микро-

побегов  у  эксплантов  осины  в  культуре  in vitro 

отмечено  при  использовании  люминесцентной 

лампы  белого  света,  у  березы  –  светодиодов  со 

спектром  в  белой,  красной  и  синей  областях 

(табл. 5).

Таблица 3. Количество микропобегов осины и березы в культуре in vitro в зависимости  
от типа освещения, шт.

Клон / вид
Освещение

Среднее
СД-Б СД-Б+К+С ЛБ (контроль)

Осина

Клон № 27 3,6 4,2 5,1 4,3

Клон № 29 3,2 4,8 5,9 4,6

Клон № 35 3,0 4,2 6,0 4,5

Среднее 3,3 4,4 5,7 -

НCР
05

 фактор A  Fф < F
05

, фактор B = 1,22, общ. = 1,30

Береза

Береза новоаляскская 2,8 5,2 4,0 4,0

Береза карельская 3,0 5,7 4,3 4,3

Береза ильмолистная 3,2 5,4 3,9 4,1

Береза бумажная 2,4 5,6 3,7 3,9

Среднее 2,9 5,6 4,0 -

НCР
05

 фактор A Fф < F
05

, фактор B = 1,09, общ. = 1,10

Таблица 4. Суммарная длина микропобегов осины и березы в культуре in vitro в зависимости  
от типа освещения, см

Клон / вид
Освещение

Среднее
СД-Б СД-Б+К+С ЛБ (контроль)

Осина

Клон № 27 15,6 10,9 35,2 20,6

Клон № 29 19,7 10,1 48,4 26,1

Клон № 35 13,8 10,9 43,3 22,7

Среднее 16,4 10,9 42,3 -

НCР
05

 фактор A = 2,17, фактор B = 2,32, общ. = 2,24

Береза

Береза новоаляскская 10,7 34,8 19,2 21,6

Береза карельская 12,6 35,9 19,4 22,6

Береза ильмолистная 14,7 38,3 16,0 23,0

Береза бумажная 11,8 33,6 17,4 20,9

Среднее 12,4 35,6 18,0 -

НCР
05

 фактор A Fф < F
05

, фактор B = 2,76, общ. = 2,53
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Выводы

Таким образом, на этапе введения в культуру 

in vitro наибольшая  жизнеспособность  неодре-

весневших  эксплантов  березы  ильмолистной 

и березы бумажной наблюдалась при их стерили-

зации в растворе спирта (96 %) в течение 1 мин 

и средства Хлорамин Б (5 %) в течение 10 мин; у 

березы новоаляскской – при использовании рас-

твора сулемы (0,01 %) в течение 3 мин; у березы 

карельской  –  средства  Белизна  (5  %)  в  течение 

15 мин. Для эксплантов осины триплоидной и ди-

плоидной форм наиболее эффективным стерили-

зующим агентом оказался нитрат серебра (0,2 %) 

при экспозиции 10 мин. 

Введенные  в  культуру  in vitro  экспланты 

исследуемых древесных видов и форм значитель-

но  отличались  по  реакции  на  свет:  для  осины 

предпочтительней  оказалось  культивирование 

с использованием стандартных люминесцентных 

ламп, для березы – светодиодного светильника со 

спектром в белой, красной и синей областях.

Таблица 5. Средняя длина микропобегов осины и березы в культуре in vitro в зависимости  
от типа освещения, см

Клон / вид
Освещение Среднее

СД-Б СД-Б+К+С ЛБ (контроль)

Осина

Клон № 27 4,2 2,6 6,9 4,6

Клон № 29 6,1 2,1 8,2 5,5

Клон № 35 4,6 2,6 7,2 4,8

Среднее 5,0 2,4 7,4 -

НCР
05

 фактор A Fф < F
05

, фактор B = 1,17, общ. = 1,29

Береза

Береза новоаляскская 3,8 6,7 4,8 5,1

Береза карельская 4,2 6,3 4,5 5,0

Береза ильмолистная 4,6 7,1 4,1 5,3

Береза бумажная 4,9 6,0 4,7 5,2

Среднее 4,4 6,5 4,5 -

НCР
05

 фактор A Fф < F
05

, фактор B = 1,29, общ. = 1,18
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