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ВЛИЯНИЕ ЦИТОКИНИНА НА ПОБЕГООБРАЗОВАНИЕ КЛЕМАТИСА  
В УСЛОВИЯХ IN VITRO 1 

 
Представлены результаты исследования влияния цитокининов: 6-бензиламинопурина (БАП), тидиазурона 
(ТДЗ) и кинетина в питательной среде на адвентивное побегообразование клематиса в культуре in vitro. В ис-
следования были включены сорта клематиса Альпинист, Никитский Розовый, Бал Цветов, Crystal Fountain и 
Madame Julia Correvon, произрастающие в коллекционных насаждениях НБС-ННЦ. В качестве эксплантов  ис-
пользовали верхушки и сегменты микропобегов, культивируемых в условиях in vitro, длиной 1 см с узлом. Экс-
планты помещали на базовую среду МС, дополненную регуляторами роста: БАП (2,20; 4,40 и 8,90 мкМ), ТДЗ 
(3,0; 6,0 и 9,0 мкМ) и кинетином (4,60; 11,62 и 23,20 мкМ). В качестве контроля использовали среду МС без 
цитокинина. Колбы и пробирки с эксплантами содержали в культуральной комнате с регулируемыми условия-
ми: 16-часовым фотопериодом, интенсивностью освещения 37,5 мкм м–2 с–1 и температурой 24±1 °С. Выявлены 
особенности развития сегментов побега изучаемых сортов клематиса на этапе собственно микроразмножения в 
условия in vitro в зависимости от типа и концентрации цитокинина. Установлено, что максимальное число ад-
вентивных микропобегов без морфологических отклонений формировалось на средах, дополненных БАП и 
ТДЗ. В присутствии кинетина часть микропобегов имела ряд морфологических изменений. Полученные побеги 
были непригодны для дальнейшего микроразмножения. Высоким морфогенетическим потенциалом в культуре 
in vitro обладали экспланты сортов Альпинист и Crystal Fountain. 
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Род клематис (Clematis L.) – один из наиболее распространенных родов семейства лютико-
вых (Ranunculaceae Yuss.), объединяющий около 300 видов и свыше 3000 культурных сортов [1]. Вы-
сокая декоративность, многообразие сортов и несложность выращивания позволяют представителям 
рода Clematis L. занимать лидирующие позиции в мировой практике зеленого строительства. В послед-
нее время все большую популярность клематисы приобретают и в России. В ФГБУН «НБС-ННЦ» на 
базе созданной коллекции, с целью отбора перспективного сортимента клематисов для декоративного 
садоводства региона, ведется работа по сортоизучению и сортооценке, которая включает и их способ-
ность к вегетативному размножению [2; 3]. Однако традиционное вегетативное размножение (черенко-
вание, отводки и др.) позволяет получить ограниченное количество посадочного материала, что пре-
пятствует широкому распространению культуры [4]. Применение клонального микроразмножения дает 
возможность значительно ускорить получение растений, оздоровить от вирусов и получить материал 
для последующего размножения и закладки безвирусных питомников [5-7]. В публикациях последних 
лет представлены способы получения регенерантов клематиса через соматический эмбриогенез, куль-
туру каллуса  и с помощью меристематических тканей экспланта [8-10]. Клональное микроразмноже-
ние с помощью меристематических тканей эксплантов позволяет получить однородный, идентичный 
материнскому растению растительный материал. Значительное влияние на развитие эксплантов в куль-
туре in vitro оказывают регуляторы роста растений. Добавление в питательную среду  цитокининов по-
зволяет увеличить количество образовавшихся адвентивных микропобегов. Чаще всего в питательной 
среде используют БАП, кинетин, 2-ip, а также ТДЗ. В ряде работ приведены данные по применении 
БАП [11-15], кинетина [16-18], 2-ip и ТДЗ [19-22] в культуре in vitro.  

Цель наших исследований – оценка влияния концентраций цитокининов: 6-бензиламинопурина 
(БАП), тидиазурона (ТДЗ) и кинетина на адвентивное побегообразование у сортов Альпинист, Ни-
китский Розовый, Бал Цветов, Crystal Fountain и Madame Julia Correvon. 
 
Материалы и методы исследований 
 

В биотехнологические исследования были включены 5 сортов клематиса, принадлежащих к 
различным группам, выращиваемые в генофондовой коллекции НБС-ННЦ: Альпинист, Бал Цветов, 
Никитский Розовый, Crystal Fountain и Madame Julia Correvon.  

                                                
1 Работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда № 14-50-00079. 



 Влияние цитокинина на побегообразование клематиса… 279 
БИОЛОГИЯ. НАУКИ О ЗЕМЛЕ  2017. Т. 27, вып. 3 
 

‘Альпинист’. Группа Ланугиноза (М.А. Бескаравайная, 1974). Кустарниковая лиана длиной до 3 
м. Листья сложные, из 5 листочков, зеленые и светло-зеленые. Цветки одиночные, раскрытые, блед-
но-сиреневые, до 14 см в диаметре, крестообразные; пыльники желтые. Чашелистиков 6, обратнояй-
цевидные; пыльники желтые. Ремонтантный сорт позднего срока цветения. 

‘Бал Цветов’. Группа Ланугиноза (М.А. Бескаравайная, 1972). Кустарниковая лиана до 2,0 м 
длиной. Листья сложные, тройчатые, темнозеленые, яйцевидные. Цветки фиолетово-голубые с фио-
летово-пурпурной полосой, 14-18 см в диаметре, дискообразные; пыльники коричневые. Чашелисти-
ков 6-8, округлые. Ремонтантный сорт среднего срока цветения. 

‘Никитский Розовый’. Группа Витицелла (А.Н. Волосенко-Валенис, М.А. Бескаравайная, 
1965). Кустарниковая лиана до 3 м длиной. Листья сложные, тройчатые, плотные, темно-зеленые, яй-
цевидные. Цветки ярко-розовые, 12-14 см в диаметре, дискообразные; пыльники светло-желтые. Ча-
шелистиков 6, овальные. Ремонтантный сорт среднего срока цветения. 

‘Crystal Fountain’ (syn. ‘Fairy Blue’). Группа Патенс (H. Hayakawa, 1994). Кустарниковая лиана 
до 2,0 м длиной. Листья тройчатые, зеленые, яйцевидные. Цветки махровые сиренево-синие, в центре 
бледно-голубые, 10-12 см в диаметре, дискообразные. Ремонтантный сорт раннего срока цветения. 

‘Madame Julia Correvon’. Группа Витицелла (F. Morel, 1900). Кустарниковая лиана до 3 м дли-
ной. Листья сложные, тройчатые, зеленые, яйцевидные. Цветки красно-пурпурные, 10-12 см в диа-
метре, крестообразные; пыльники желтые. Чашелистиков 4-6, ромбические. Ремонтантный сорт 
среднего срока цветения. 

Исследования по введению вегетативных почек в культуру in vitro и регенерации микропобегов 
клематиса проводили в лаборатории биотехнологии и вирусологии растений ФГБУН «НБС-ННЦ». 
Примененяли известные биотехнологические методы [8; 23; 24]. Вегетативные почки клематиса изу-
чаемых сортов, изолированные в январе-феврале, стерилизовали 1 мин в 70 %-ом этаноле, 10 мин в 
1 %-ом растворе Thimerosal (Sigma, США), затем 12 мин в растворе, содержащем 0,3–0,4 %-ом Cl2 Дез 
ТАБ (Китай), с добавлением 2-3 капель Tween 20 и культивировали на модифицированной нами среде 
MС [12]. Для индукции регенерации микропобегов в среду вводили 2,20–4,40 мкМ БАП, 0,049 мкМ 
НУК, 2,0 мг/л тиамина 30 г/л  сахарозы и 10 г/л агар-агара. На этапе индукции побегообразования для 
проведения хемотерапии in vitro использовали рибавирин (виразол, 1-бета-D-рибофуранозил-1Н-1,2,4-
триазол-3-карбоксамид, Sigma, США), введенный непосредственно в питательную среду в концентра-
ции 10 мг/л. Колбы и пробирки с эксплантами содержали в культуральной комнате с регулируемыми 
условиями: 16-часовым фотопериодом, интенсивностью освещения 37,5 мкм м–2 с–1 и температуре 
24±1°С. 

Для оценки влияния регуляторов роста на адвентивное побегообразование в питательные среды 
вводили цитокинины: БАП – 2,20; 4,40 и 8,90 мкМ, кинетин – 4,60; 11,62 и 23,20 мкМ и ТДЗ – 3,0; 6,0 
и 9,0 мкМ. Все исследования проводили в асептических условиях в боксе биологической безопасно-
сти второго класса SC2 (фирма ESCO, Сингапур). 

Субкультивирование эксплантов осуществляли через 3-4 недели. Каждую серию опытов вы-
полняли трижды в десятикратной повторности. Учитывали регенерационную способность культиви-
руемых эксплантов для каждого генотипа (число полученных микропобегов на эксплант, их длину и 
количество междоузлий). Также учитывали цвет микропобегов и листьев, скручивание листьев, де-
формацию микропобегов.  

Всю обработку данных осуществляли с помощью программы STATISTICA for Windows, 6.0 
(StatSoft, Inc. 1984-2001). 

 
Результаты и их обсуждение 
 

Индуцирующими факторами развития эксплантов при культивировании in vitro являются тип и 
концентрация регуляторов роста в питательной среде [23]. Инициацию развития почек на среде МС, до-
полненной 2,20-4,40 мкМ БАП, 0,049 мкМ НУК и 10 мг/л рибавирина, наблюдали на 8-10-е сутки куль-
тивирования.  

Для изучения  влияния различных цитокининов на регенерационный потенциал клематиса на этапе 
собственно микроразмножения в качестве эксплантов  использовали верхушки и сегменты микропобе-
гов длиной 1 см с узлом. Экспланты помещали на базовую среду МС, дополненную регуляторами 
роста: БАП, ТДЗ и кинетином. В качестве контроля использовали среду МС без цитокинина.  
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Установлено, что адвентивные микропобеги изучаемых пяти сортов клематиса регенерировали 
во всех вариантах опыта. Высокая частота побегообразования отмечена на средах, дополненных 6 и 9 
мкМ ТДЗ (табл. 1). Так, на среде МС, содержащей 6 мкМ ТДЗ, получено в среднем 7,0 ± 1,6 микро-
побегов/эксплант у сорта Альпинист, 7,0 ± 1,9 – у сорта Crystal Fountain, 4,0 ± 1,8 – у сортов Бал Цве-
тов, Никитский Розовый и Madame Julia Correvon. 

Длина микропобегов составляла 1,5±0,04 см у сортов Альпинист и Crystal Fountain, 1,4 см – у 
сортов Никитский Розовый и Madame Julia Correvon, 1,3 см – у сорта Бал Цветов (табл. 2).  

 
Таблица 1  

Влияние концентраций различных регуляторов роста на формирование адвентивных  
микропобегов 5 сортов клематиса in vitro 

 

Концентрация 
цитокинина, 

мкМ 

Количество образовавшихся микропобегов/эксплант, шт. 
Альпинист Бал 

Цветов 
Никитский 

Розовый 
Crystal 

Fountain 
Madame Julia 

Correvon 
БАП 

2,20 1,5 ± 0,9 1,2 ± 0,4 1,3 ± 0,9 1,3 ± 0,9 1,4 ± 0,7 
4,40 2,5 ± 1,1 2,3 ± 1,2 2,2 ± 1,3 2,4 ± 1,1 2,3 ± 1,3 
8,90 3,0 ± 1,2 2,7 ± 1,2 2,7 ± 1,2 2,8 ± 1,2 2,7 ± 1,4 

ТДЗ, мкМ 
3,0 5,0 ± 1,4 3,0 ± 1,3 3,0 ± 1,3 5,0 ± 1,6 3,0 ± 1,3 
6,0 7,0 ± 1,6 4,0 ± 1,8 4,0 ± 1,8 7,0 ± 1,9 4,0 ± 1,8 
9,0 11,0 ± 1,9 5,0 ± 1,0 6,0 ± 1,0 9,0 ± 2,0 6,0 ± 1,0 

кинетин 
4,60 1,0 ± 0,3 0,9 ± 0,2 0,9 ± 0,3 1,0 ± 1,3 0,9 ± 0,2 
11,62 2,5 ± 1,2 1,9 ± 1,2 2,1 ± 1,1 2,0 ± 0,7 1,8 ± 0,7 
23,20 2,7 ± 1,4 2,1 ± 1,1 2,0 ± 0,9 2,0 ± 0,7 2,0 ± 0,7 

 
Таблица 2  

Морфометрические показатели адвентивных микропобегов клематиса на питательных средах 
МС, дополненных различными концентрациями ТДЗ и БАП 

 

 
 

Сорт 

Концентрация ТДЗ, мкМ 
3,0 6,0 9,0 

средняя 
длина, см 

кол-во  
междоуз-
лий, шт. 

средняя 
длина, см 

кол-во  
междоуз-
лий, шт. 

средняя 
длина, см 

кол-во 
междоуз-
лий, шт. 

Альпинист 1,1 ± 0,01 3,0 1,5 ± 0,04 4,0 1,9 ± 0,04 4,6 ± 0,2 
Бал Цветов 1,0 ± 0,03 3,0 1,3 ± 0,04 3,2 ± 0,3 1,8 ± 0,03 4,4 ± 0,4 
Никитский Розовый 1,0 ± 0,04 3,0 1,4 ± 0,02 3,2 ± 0,3 1,8 ± 0,04 4,0 
Crystal Fountain 1,1 ± 0,03 3,0 1,5 ± 0,04 4,0 1,8 ± 0,03 4,4 ± 0,4 
Madame Julia Correvon 1,0 ± 0,02 3,0 1,4 ± 0,03 3,2 ± 0,3 1,7 ± 0,04 4,0 
 Концентрация БАП, мкМ 
 2,20 4,40 8,90 
Альпинист 1,08 ± 0,04 3,0 1,4 ± 0,03 3,2 ± 0,2 2,0 ± 0,04 3,4 ± 0,2 
Бал Цветов 1,2 ± 0,03 3,0 1,2 ± 0,04 3,0 1,9 ± 0,02 3,4 ± 0,1 
Никитский Розовый 1,06 ± 0,04 3,2 ± 0,2 1,3 ± 0,02 3,0 1,8 ± 0,04 3,2 ± 0,3 
Crystal Fountain 1,10 ± 0,03 3,0 1,3 ± 0,02 3,0 1,9 ± 0,03 3,0 
Madame Julia Correvon 0,98 ± 0,02 3,0 1,3 ± 0,03 3,0 1,7 ± 0,04 3,0 

 
Количество междоузлий равнялось 3,2-4 шт./побег. Визуальные наблюдения показали, что 

микропобеги были хорошо сформированы, компактные, с укороченными междоузлиями, имели ярко-
зеленую окраску. Дальнейшее субкультивирование способствовало росту числа дополнительных по-
бегов. Так, у клематиса сорта Crystal Fountain их количество достигало 10-12 шт./эксплант через 4 
недели культивирования (рис. 1). 
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На среде МС, содержащей 9,0 мкМ ТДЗ, получено в среднем 11,9±1,9 микропобегов/эксплант у 
сорта Альпинист, 9,0 ± 2,0 у сорта Crystal Fountain, 6,0 ± 1,0 – у сортов Никитский Розовый и Madame 
Julia Correvon, 5,0 ± 1,0 – у сорта Бал Цветов. Длина микропобегов составила 1,7 ± 0,04 – 1,9 ± 0,04 см, а 
количество междоузлий – 4,0-4,6 ± 0,2 шт./побег. Адвентивные микропобеги были компактные и визу-
ально не имели морфологических отклонений; в дальнейшем их можно было использовать для микро-
черенкования in vitro (рис. 2). 

 
 

Рис. 1. Адвентивное побегообразование в культуре сегментов побега клематиса сорта Crystal Fountain 
на среде, дополненной 6 мкМ ТДЗ 

 

   
а б в 

Рис. 2. Формирование дополнительных микропобегов клематиса сорта Альпинист после 8 недель 
культивирования на питательной среде МС, дополненной: а) 3,0 мкМ ТДЗ; б) 6,0 мкМ ТДЗ;  

в) 9,0 мкМ ТДЗ  
 

Использование в исследованиях 4,40 мкМ БАП также способствовало адвентивному побегооб-
разованию у всех сортов клематиса. Получено 2,5±1,1шт./эксплант у сорта Альпинист, 2,4±1,1 – у 
сорта Crystal Fountain, 2,3±1,2 – у сорта Никитский Розовый, 2,3±1,3 – у сорта Madame Julia Correvon 
(табл. 1). Среднее количество междоузлий составило 3,0 шт./микропобег. Одновременно отмечено 
наличие удлиненных междоузлий, образование единичных непропорционально крупных листьев. Из 
данных, представленных в табл. 2, следует, что адвентивные микропобеги максимальной длины раз-
вивались на среде, содержащей 8,90 мкМ БАП. Однако увеличение концентрации БАП стимулирова-
ло появление многочисленных морфологических изменений: формирование деформированных побе-
гов, оводнение, скручивание листьев, наличие желто-зеленой окраски, формирование рыхлого каллу-
са в основании, что приводило к замедлению их развития. Такие микропобеги нельзя было использо-
вать для дальнейшего микроразмножения in vitro. Полученные нами данные согласуются с результа-
тами ряда исследователей [8; 12; 26]. 
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В присутствии 11,62–23,20 мкМ кинетина отмечали максимальную частоту регенерации адвен-
тивных микропобегов клематиса изучаемых сортов. Получено 2,5–2,7 адвентивных микропобега у кле-
матиса сорта Альпинист, 1,9–2,1 – у сорта Бал Цветов, 2,1–2,0 – у сорта Никитский Розовый, 1,8–2,0 – у 
сорта Madame Julia Correvon и 2,0 – у сорта Crystal Fountain. Однако при визуальном осмотре микропо-
беги имели ряд морфологических изменений: желто-зеленые изогнутые микропобеги, удлиненные 
междоузлия, оводнение листьев и микропобегов, появление желто-коричневых пятен на листьях, отми-
рание верхушки. Микропобеги были непригодны для дальнейшего размножения в условиях in vitro.  

 
Заключение 
 

Полученные результаты показали, что тип и концентрации цитокининов в питательной среде 
оказывают значительное влияние на адвентивное побегообразование 5 сортов клематиса в культуре 
сегментов микропобега in vitro. Установлено, что максимальное количество микропобегов без види-
мых морфологических изменений формировалось на средах, дополненных 6 и 9 мкМ ТДЗ. Образо-
вавшиеся микропобеги использовали для дальнейшего клонального микроразмножения. Наличие в 
питательной среде 2,20–4,40 мкМ БАП также стимулировало адвентивное побегообразование. По-
вышение концентрации БАП приводило к появлению многочисленных видимых морфологических 
изменений. Аналогичные результаты получены при использовании 4,60–23,2 мкМ кинетина. Среди 
изучаемых сортов сегменты микропобегов сортов Альпинист и Crystal Fountain обладали высоким 
морфогенетическим потенциалом.  
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N.N. Ivanova, I.V. Mitrofanova, N.V. Zubkova 
CYTOKININ EFFECT ON SHOOT FORMATION IN CLEMATIS IN VITRO 
 
The investigation results of such cytokinins as 6-benzylaminopurine (BAP), tidiazuron (TDZ) and kinetin effect on the 
adventitious shoot formation in clematis under in vitro culture are presented. Clematis cultivars Alpinist, Nikitsky Rosovyi, 
Bal Tsvetov, Crystal Fountain and Madame Julia Correvon, growing in the collection plots of NBG-NSC were involved in 
the research. As explants we used apexes and segments of microshoots cultured in vitro, 1 cm long with a single node. The 
explants were established on the basal MS medium supplemented with plant growth regulators: BAP (2,20; 4,40 and 8,90 
μM), TDZ (3,0; 6,0 and 9,0 μM) and kinetin (4,60; 11,62 and 23,20 μM). MS medium free of cytokinin was used as a con-
trol. Flasks and test tubes with the explants were maintained in a culture room under the controlled conditions: 16-hour 
photoperiod, light intensity 37,5 μM m–2s–1 and temperature 24±1 °C. Some special features of nodal segments develop-
ment in the studied clematis cultivars at the particular stage of micropropagation in vitro depending on cytokinin type and 
concentration were found out. It was determined that the maximum numbers of adventitious microshoot without any mor-
phological abnormalities were formed on the media supplemented with BAP and TDZ. In the presence of kinetin, some 
microshoots had a number of morphological changes and were not suitable for further micropropagation. The explants of 
Alpinist and Crystal Fountain cultivars demonstrated high morphogenetic capacity under in vitro culture. 
 
Keywords: Clematis L., in vitro culture, explant, adventitious microshoots. 
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