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Актуальность. Однолетние декоративные культуры востребованы в озеленении общественных пространств и приусадебных участков, 
также выращиваются на срез в открытом грунте или в теплицах. Таким образом ускоренное получение качественно новых сортов 
декоративных растений требует вовлечения в работу биотехнологических методов, в частности, введения образцов растений в асептические 
условия, культивирования их in vitro и получения жизнеспособного органогенного каллуса. Материалы и методы. Объектом исследования 
выступили сорта Antirrhinum majus L. коллекции ВИР. Экспланты каждого сорта в виде молодых побегов с почками после стерилизации 
вводили в асептические условия, затем производили пассаж растений на питательные среды, содержащие регуляторы роста, способствующие 
ускоренному микроклональному размножению, ризогенезу или каллусогенезу. Результаты и обсуждение. Показана высокая эффективность 
введения растений A. majus в асептические условия. Подобраны среды для микроклонального размножения, корнеобразования и каллусогенеза. 
На всех средах отмечена высокая интенсивность образования новых побегов для черенкования. Наилучшие результаты корнеобразования 
наблюдались на средах с добавлением ИУК и НУК. Наибольшая эффективность каллусообразования наблюдалась на среде, содержащей 
1 мг/л БАП, 1 мг/л 2,4-Д и 1 мг/л НУК. Подобраны субстраты для адаптации растений ex vitro, обеспечивающие высокую выживаемость 
образцов. Заключение. В исследовании отработаны методы культивации растений A. majus в условиях in vitro, от введения в асептические 
условия до адаптации к внешней среде. Оптимизированы условия для развития и поддержания жизнеспособного каллуса. Представленные 
в работе методики обеспечивают стабильное получение биологического материала для молекулярно-генетических исследований.
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Background. Annual ornamental crops are in demand in the landscaping of public spaces and private gardens, and are also grown outdoors or in 
greenhouses for cutting. The accelerated production of high-quality ornamental plant cultivars requires the use of biotechnological techniques, such 
as the introduction into aseptic conditions, in vitro cultivation, and viable organogenic callus production. Materials and methods. The study focused 
on the Antirrhinum majus L. cultivars from the VIR collection. The explants of each cultivar in the form of young shoots with buds were introduced 
into aseptic conditions after sterilization, and then the plants were transferred to media containing growth regulators that promote accelerated 
microclonal propagation, rhizogenesis, or callusogenesis. Results and discussion. The introduction of A. majus plants into aseptic conditions was 
highly effective. Media for microclonal propagation, root formation, and callusogenesis were selected. A high intensity of formation of new shoots 
for cuttings was observed on all cultivation media. The best results for root formation were achieved on media supplemented with IAA and NAA. 
The highest efficiency for callus formation was observed on a medium containing 1 mg/L of BAP, 1 mg/L of 2,4-D, and 1 mg/L of NAA. Substrates 
for ex vitro plant adaptation have been selected to ensure high survival rates of the specimens. Conclusions. In the course of the study, techniques for 
A. majus plants in vitro cultivation were developed, ranging from introduction to aseptic conditions to adaptation to the external environment. The 
conditions for the development and maintenance of a viable callus have been optimized. The techniques presented in the study ensure a stable supply 
of biological material for molecular genetic research.
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Введение

Львиный зев Antirrhinum majus L. – популярная садо-
вая и ценная декоративная культура, представляет собой 
однолетнее травянистое растение, культивируемое в сред-
ней полосе России. Для сортов львиного зева характерно 
соцветие кисть, цветки оригинальной формы и значитель-
ное разнообразие окраски венчика. Львиный зев  – клас-
сическая модель для изучения молекулярно-генетических 
закономерностей формирования признаков, обеспечи-
вающих декоративную ценность растения: форму и тип 
соцветия, тип цветка, компактность растения и окраску 
венчика (Martin et  al., 1991, Bradley et  al., 1996; Sсhwarz-
Sommer et  al., 2003; Zhang et  al., 2005; Schwinn et  al., 
2006).

Круглогодичное ведение селекционного процес-
са, преодоление механизмов несовместимости, полу-
чение качественно новых признаков и, следовательно, 
ускоренное получение сортов хозяйственно значимых 
растений достигаются при помощи современных моле-
кулярно-генетических и биотехнологических методов 
(Ryndin, Mokhno, 2012; Rakhmangulov, Tikhonova, 2021; 
Slepchenko, Pashchenko, 2021). Необходимость приме-
нения биотехнологических методов возникает не толь-
ко в  процессе селекции, но и по завершении создания 
сорта. При семенном размножении A.  majus возможно 
возникновение в ряду поколений нежелательных феноти-
пов, частичная утрата декоративной ценности (Danehsvar, 
Hesami, 2016).

Сохранение сортовой специфики, приобретенных 
хозяйственно ценных признаков также является важной 
задачей селекционного процесса и может быть решена 
при помощи микроклонального размножения. Подобные 
методики дополняют традиционные методы сохране-
ния разнообразия, обеспечивая возможность устойчиво-
го управления генетическими ресурсами (Benson, 2002, 
Gavrilenko et al., 2022; Samarina et al., 2024).

Помимо селекционной работы и сохранения коллек-
ций микроклональное размножение позволяет в кратчай-
шие сроки накопить растительный материал для молеку-
лярно-генетических исследований. Сниженное вирусное 
и бактериальное воздействие на растения, культивируе­
мые in  vitro, позволяет, например, с меньшими затрата-
ми проводить выделение нуклеиновых кислот высокого 
качества, трудно достижимого при использовании расте-
ний, выращенных в открытом или защищенном грунте. 
Введение растений в асептические условия, формирова-
ние дублетных in  vitro коллекций, получение каллусной 
культуры или культур изолированных протопластов – это 
промежуточные этапы генной инженерии, в частности 
проведения агробактериальной трансформации, редак-
тирования генома методом CRISPR/Cas9, позволяю­
щих преодолеть ограничения внутривидовой измен-
чивости (Rakhmangulov, Tikhonova, 2021; Rakhmangulov, 
2022; Rakhmangulov et  al., 2022;). Проведение подобных 
исследований требует тщательно отработанных методик 

работы с культурой in  vitro. Получение пригодного для 
дальнейшего использования каллуса, поддержание его 
жизнеспособности возможно при подборе оптимально­
го сочетания и оптимальных концентраций регулято-
ров роста в питательной среде (Reinert, 1959; Street, 1966; 
Torrey, 1966; Halperin, 1966). Важный этап при получении 
каллусной культуры  – подбор эксплантов, частей расте-
ния, вводимых в асептические условия. В ряде исследова-
ний, посвященных различным аспектам микроклонально-
го размножения львиного зева, используются следующие 
типы эксплантов: семядоли, фрагменты стебля, листовые 
диски (Sangwan, Harada, 1975; Hesami, Daneshvar, 2016).

Заключительным этапом работы in  vitro являет-
ся достижение устойчивого и контролируемого разви-
тия органов в культивируемых тканях. В зависимости от 
условий культивирования и, в первую очередь, от содер-
жащихся в среде биологически активных веществ, рас-
тительные ткани и отдельные клетки демонстрируют 
способность к регенерации растений либо через стадии 
эмбриогенеза, напоминающие развитие зародыша семе-
ни (Sangwan, Harada, 1975), либо через образование побе-
гов и корней (Kolomiyets et  al., 2016). В ходе исследо-
ваний, посвященных культивированию львиного зева 
in  vitro, было установлено, что гормоны различной при-
роды и иные регуляторы роста оказывают специфиче-
ское воздействие на развитие экспланта. Ауксины, такие 
как индолилуксусная кислота (ИУК) и нафталинуксусная 
кислота (НУК), вызывают ограниченное развитие каллу-
са и обильное образование корней, тогда как 2,4-дихлор-
феноксиуксусная кислота (2,4-Д) способствует образо-
ванию мягкого рыхлого каллуса с зародышами и реже 
приводит к развитию толстых, аномальных корней. Коко-
совое молоко и 2-нафтоксиуксусная кислота, используе­
мые вместе, вызывают рост рыхлого зеленого каллуса 
и регенерацию из тотипотентных клеток некрупных округ­
лых зародышей. Цитокинины, такие как бензиладенин, 
зеатин и кинетин, индуцировали компактный зеленый 
каллус, но в отсутствие ауксина не способствовали орга-
ногенезу. Совместное действие индолилуксусной кисло-
ты и кинетина приводило к регенерации целого растения 
из стеблевых эксплантов. При использовании нафтилук-
сусной кислоты вместе с кинетином развитие побегов 
полностью подавлялось, но образовывались обильные 
корни (Sangwan, Harada, 1975).

В связи с этим на базе Федерального исследователь-
ского центра «Всероссийский институт генетических 
ресурсов растений имени Н.И.  Вавилова» (ВИР) зало-
жена дублетная in  vitro коллекция сортов львиного зева 
большого A.  majus. Поддержание подобной коллекции 
обеспечивает круглогодичный доступ к растительно-
му материалу, свободному от бактериальной и грибко-
вой контаминации, возможность быстро мобилизовать 
его для нужд молекулярно-генетических и биотехноло-
гических исследований, а именно для выделения нукле-
иновых кислот, агробактериальной трансформации. 
Культивирование растений in vitro является необходимой 
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составляющей как молекулярно-генетических исследова-
ний, так и современного селекционного процесса.

Материалы и методы

На данный момент в асептических условиях под-
держиваются восемь сортов A.  majus коллекции ВИР 
(табл. 1).

Таблица 1. Сорта львиного зева коллекции ВИР, культивируемые in vitro
Table 1. Snapdragon cultivars from the VIR collection, cultivated in vitro

№/ No. Название сорта/ Cultivar 
name

Номер каталога ВИР/ VIR 
Catalogue number

Фенотип (окраска венчика)/ Phenotype 
(corolla coloration)

1 ‘Черный Принц’ 7115 Темно-красный
2 ‘Вайс’ 7512 Белый
3 ‘Низкий Розовый’ 11437 Розовый
4 ‘Низкий Оранжевый’ 11438 Оранжевый
5 ‘Низкий желтый’ 11439 Ярко-желтый
6 ‘Навайо’ 11682 Фиолетовый
7 ‘Вильдрозе’ 11888 Розовый
8 ‘Розенскиммер’ 13106 Насыщенный пурпурный

Культивируемые в асептических условиях сорта 
A. majus послужили материалом для ряда экспериментов, 
в том числе по:

1.	 оценке эффективности микроклонального раз-
множения in vitro;

2.	 оценке эффективности корнеобразования на 
питательных средах с различным составом регуляторов 
роста;

3.	 оценке различных типов эксплантов на предмет 
эффективности каллусообразования на средах с разным 
сочетанием регуляторов роста;

4.	 выведению микрорастений из асептических 
условий, оценке приживаемости и корнеобразования на 
различных субстратах.

Введение растений в асептические условия проводили 
в три этапа:

1.	 подготовка растительного материала и питатель-
ных сред;

2.	 стерилизация растительного материала;
3.	 введение стерильных эксплантов в условия 

in vitro.
В качестве эксплантов использовали молодые побеги 

с почками без листьев. Побеги с апикальной почкой в экс-
периментах не использовали.

Стерилизацию проводили по протоколу, приведенно-
му в таблице 2.

Таблица 2. Протокол стерилизации эксплантов
Table 2. Protocol for explants sterilization

№/ No. Действующее вещество/ Active 
substance

Время экспозиции, мин/ 
Exposure time, min Примечание/ Note

1 Водный раствор поверхностно-
активного вещества 15

На протяжении всего времени 
экспозиции производить перемешивание 

образцов круговыми движениями2 10% раствор гипохлорита натрия 
(NaOCl) 10

3 96% этиловый спирт (С2H5OH) 1

4 Дистиллированная вода 5 Отмывка производится троекратно, 
в стерильных условиях

Побеги помещали на питательную среду Мурасиге 
и Скуга (МС, MS) (Murashige, Skoog, 1962) c добавлением 
0,5 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП).

Были подготовлены питательные среды для ускорен-
ного микроклонального размножения, корнеобразова-

ния и индукции каллусогенеза. Варианты сред идентич-
ны по базовому составу и основаны на питательной среде 
МС с добавлением 30 г/л сахарозы и 6 г/л агара, но харак-
теризуются различными концентрациями регуляторов 
роста цитокининовой и ауксиновой природы (табл.  3). 
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Эксплантами для проведения указанных опытов являлись 
молодые листья, части стебля и узлы, которые были взя-

ты с ранее введенных в асептические условия растений.

Таблица 3. Состав регуляторов роста в питательных средах МС для микроклонального 
размножения, корнеобразования и каллусогенеза у Antirrhinum majus L

Table 3. Composition of growth regulators in nutrient media MS for 
microclonal propagation, root- and callus formation in A. majus

№/ 
No.

Эксперимент/ 
Experiment

Среда/ 
Medium

Содержание компонентов в 1 литре среды/ Component content in 1 L of medium

БАП (6-бензилами-
нопурин), мг/  
BAP (6-benzylami-
nopurine), mg

НУК (нафталин-
уксусная кислота), 
мг/  
NAA (naphthalene-
acetic acid), mg

ИУК (индолил-
уксусная 
кислота), мг/  
IAA (indole-3-
acetic acid), mg

2,4-Д (дихлорфеноксиук-
сусная кислота), мг /  
2,4-D (2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid), mg

1 Контроль/ Control МС1
(K-) - - - -

2 Микроклональное 
размножение/ 
Microclonal 
propagation

МС2 0,5 - - -
3 МС3 0,25 0,1 - -

4 МС4 0,25 - 0,1 -
5

Индукция 
корнеобразования/ 
Induction of root 
formation

МС5 - 0,5 - -
6 МС6 - 1 - -
7 МС7 - - 0,5 -
8 МС8 - - 1 -
9 МС9 - 0,5 0,5 -
10 МС10 - 1 1 -

11 Индукция 
каллусогенеза 
и поддержание 
каллусной 
культуры/ 
Induction of 
callusogenesis and 
maintenance of 
callus culture

МС11 1 1 - 1

12 МС12 6 - - -

13 МС13 - 0,5 0,5 -

14 МС14 - 1 1 -

15 МС15 - - - 1

Заключительная стадия культивирования образцов 
львиного зева состояла в выведении растений из асепти-
ческих условий, которое проводили в два этапа:

1.	 Первоначально извлеченные из культуральных 
сосудов растения нарезали на черенки с почками;

2. Черенки высаживали на различные субстраты. 

Варианты состава субстратов приведены в таблице 4.
Статистическую достоверность различий между 

выборками, отличия эффективности сред в рамках одного 
сорта подтверждали при помощи программного обеспе-
чения PAST3, применяя критерий Манна-Уитни (Mann, 
Whitney, 1947), при p<0,05.

Таблица 4. Субстраты для адаптации растений к условиям внешней среды
Table 4. Substrates for plant adaptation to environmental conditions

№/ No.
Вариант 

субстрата/ 
Substrate variant

Субстрат, соотношение в долях/ Substrate, ratio in parts

Торф / Peat Песок / Sand Перлит / 
Perlite

Вермикулит / 
Vermiculite

1 A 1 - - -
2 Б 0,5 - - 0,5
3 В - - 0,5 0,5
4 Г 0,7 0,3 - -
5 Д 0,7 - - 0,3
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Таблица 5. Оценка эффективности стерилизации растительного материала 
Table 5. Assessment of the effectiveness of plant material sterilization

№/ 
No. Сорт/ Cultivar

Жизнеспособных 
эксплантов, шт./ Viable 

explants, pcs.

Некроз/ 
Necrosis

Контаминация/ 
Contamination

Эффективность, %/ 
Efficiency, %

1 ‘Черный Принц’ 16 3 1 80
2 ‘Вайс’ 18 2 0 90
3 ‘Низкий Розовый’ 19 0 1 95
4 ‘Низкий Оранжевый’ 17 1 2 85
5 ‘Низкий желтый’ 17 2 1 85
6 ‘Навайо’ 14 2 4 70
7 ‘Вильдрозе’ 20 0 0 100
8 ‘Розенскиммер’ 20 0 0 100

Результаты и обсуждение

Оценка эффективности стерилизации. Простери-
лизованные черенки сортов A.  majus, (см.  табл.  1), были 
в  двадцатикратной повторности введены в автоклавиро-

ванные культуральные сосуды (пробирки) на питатель-
ную среду МС2. Показана высокая выживаемость вво-
димых эксплантов. У единичных образцов имел место 
некроз, часть культуральных сосудов оказалась заражена 
бактериальной инфекцией (табл. 5). Прорастания плесне-
вых грибов не отмечено.

Приведенные данные позволяют судить о том, что 
подобранная методика стерилизации, включая состав 
стерилизующих агентов и время экспозиции, позволя-
ет эффективно вводить растения A. majus в асептические 
условия.

Растущие побеги со временем разделяли на экспланты 
по одному узлу в каждом (табл. 6), удаляли листовые пла-

стинки и повторно вводили в культуральные сосуды на 
идентичную среду, постепенно нарабатывая раститель-
ный материал для поддержания дублетной in  vitro кол-
лекции указанных сортов и постановки экспериментов, 
направленных на оптимизацию процесса культивирова-
ния львиного зева в асептических условиях.

Таблица 6. Количество узлов, образовавшихся за месяц на одном побеге Antirrhinum majus L.
Table 6. Number of nodes formed per month on one shoot of A. majus

№ Сорт/ Cultivar Питательная среда/ Culture medium
МС1 МС2 МС3 МС4

1 ‘Черный принц’ 3,00±0,39 3,00±0,30 2,40±0,34 МС1*, 
МС2, МС4

3,00±0,30

2 ‘Вайс’ 3,20±0,29 3,30±0,26 МС4 3,70±0,37 4,30±0,26 МС1, 
МС2

3 ‘Низкий желтый’ 2,30±0,30 4,20±0,33 2,90±0,46 МС1 4,10±0,10 МС1
4 ‘Низкий оранжевый’ 3,00±0,33 2,60±0,34 2,80±0,29 2,80±0,25
5 ‘Низкий розовый’ 3,00±0,45 3,50±0,22 3,00±0,15 3,00±0,30
6 ‘Навайо’ 2,70±0,26 3,20±0,29 3,80±0,36 МС1 3,10±0,23

7 ‘Вильдрозе’ 5,30±0,58 4,70±0,52 5,50±0,58 МС4 3,80±0,25 МС1, 
МС3

8 ‘Розенскиммер’ 6,00±0,98 5,70±0,67 8,90±0,59 МС1, 
МС2

8,10±0,77 МС1, 
МС2

9 Среднее значение 3,56±0,47 3,77±0,36 4,12±0,76 4,02±0,62

* – Значимые отличия от прочих сред для конкретного сорта указаны соответствующими номерами, например, в графе МС3 указаны среды 
МС1, МС2, МС4, на которых получены статистически отличающиеся результаты/ Significant differences from other environments for a specific 
cultivar are indicated by the corresponding numbers, for example, in the column MC3, environments MC1, MC2, MC4 are indicated, on which 
statistically different results were obtained
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Подбор питательных сред для повышения эффек-
тивности микроклонального размножения. Оценка 
эффективности микроклонального размножения проводи-
лась через месяц после введения черенков на указанные 
в таблице  3 питательные среды (рис.  1A, B). Показано, 
что внесение в питательную среду 0,1 мг/л НУК и 0,1 мг/л 
ИУК не оказывает значимого влияния на интенсивность 
образования микропобегов, однако повышение эффек-

тивности микроклонального размножения при исполь-
зовании ИУК наблюдалось у отдельных сортов – ‘Вайс’, 
‘Вильдрозе’, ‘Розенскиммер’, ‘Низкий желтый’. Часть 
сортов, ‘Черный Принц’, ‘Навайо’, ‘Розенскиммер’, ‘Низ-
кий желтый’, также демонстрировала небольшое, но ста-
тистически значимое повышение эффективности микро-
клонального размножения на среде МС3, с добавлением 
0,1 мг/л НУК.

Рис 1. Растения Antirrhinum majus L сортов ‘Вильдрозе’ (A) и ‘Вайс’(В), 
культивируемые в условиях in vitro, среда МС1

Fig 1. Plants of snapdragon 'Wildrose' (A) and ‘Weiss’ (B) cultivated in vitro on MS1 medium

A B

Значительное превышение среднего количества узлов 
для вариантов на каждой среде показано для сортов 
‘Вильдрозе’ и ‘Розенскиммер’, при этом показатели сорта 
‘Розенскиммер’ превышали средние более, чем в два раза: 
8,9 против 4,12 узлов на среде МС3 и 8,1 против 4,02 на 
среде МС4. Исследования в рамках данной темы демон-
стрируют схожие результаты: значимо интенсивность 
микроклонального размножения отличается именно от 
сорта к сорту (Sangwan, Harada, 1975; Newbury, 1986). 
В  исследовании, проведенном в Бирмингемском универ-
ситете (Великобритания), наивысшая зарегистрированная 
эффективность микроклонального размножения на среде 
МС+1  мг/л БАП (Newbury, 1986), сопоставима с таковой 
для контроля МС1 в нашем исследовании, различия есть, 
но они статистически незначимы.

Индукция корнеобразования. Наилучшие резуль-
таты по количеству корней первого порядка у исследуе­
мых сортов получены на средах МС7 и МС8, содержа-
щих 0,5 мг/л ИУК и 1 мг/л НУК, соответственно. На МС7 
среднее число корней первого порядка достигало 2,43, на 
МС8 – 3,23. Результаты, значительно превышающие сред-
ние для всех сортов, отмечены у сорта 'Вильдрозе', 7,26 
и 8,93 корня соответственно (рис. 2A, B).

Прочие результаты, а также результаты статистиче-
ской обработки, приведены в таблице 7. Активизация кор-
необразования при внесении идентичных регуляторов 
роста отмечена и другими исследователями, также пока-
зано активное образование корней, связанное с добав-
лением к среде гетероауксина (ИМК) (Newbury, 1986; 
Poirier-Hamon et al., 1974).
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Рис. 2. Растительный материал Antirrhinum majus L, культивируемый в условиях in vitro 
A. Корневая система сорта ‘Вильдрозе’, среда МС7 B. Корневая система сорта ‘Розенскиммер’, среда МС8 

Fig. 2. A. majus plant material cultivated in vitro 
A. Root system of snapdragon ‘Wildrose’ on MS7 medium. B. Root system of snapdragon ‘Rosenskimmer’ on MS8 medium.

A B

Таблица 7. Количество корней первого порядка у сортов  
Antirrhinum majus L. на среде МС с различными сочетаниями фитогормонов

Table 7. The number of first-order roots in A. majus cultivars on MS 
medium with different combinations of phytohormones

Сорт/ Cultivar Питательная среда / Culture medium
МС1 МС5 МС6 МС7 МС8 МС9 МС10

‘Черный принц’ 0 0,7±0,52 0,06±0,06 0,67±0,37 0 0 0,25±0,18

‘Вайс’
2,64±1,04 

МС5*, МС6, 
МС9, МС10

0,41±0,42 
МС7, МС8 0,15±0,10 4,2±0,71 МС1, МС5, 

МС6, МС9, МС10

2,28±0,44 
МС5, МС6, 
МС9, МС10

0,93±0,53 
МС1, МС7, 

МС8

0,71±0,51 
МС1, МС7, 

МС8
‘Низкий желтый’ 0 2±1,26 0,16±0,11 1,7±0,93 0,63±0,54 2,1±0,85 0,3±0,21

‘Низкий 
оранжевый’ 0 0,67±0,47 1,17±0,65 0,90±0,41 2,70±0,42 0 1,80±1,21

‘Низкий розовый’ 2,80±1,15 1,29±0,41
0,64±0,27 

МС1, МС6, 
МС7, МС10

1,62±0,42 2,08±0,42 2,43±1,78 4,86±2,20

‘Навайо’ 2,25±0,84 2,4±0,63 2±0,47 1,08±0,56 3,16±0,95
0  

МС5, МС6, 
МС8

0,08±0,08 
МС5, МС6, 

МС8

‘Вильдрозе’

2,73±0,81 
МС5, МС6, 
МС8, МС9, 

МС10

0,06±0,07 0,46±0,47
7,26±0,57 МС1, 

МС5, МС6, МС8, 
МС9, МС10

8,93±0,90 
МС1, МС5, 
МС6, МС7, 
МС9, МС10

3,46±1,81 0,28±0,29

‘Розен скиммер’ 2,26±0,80 3,46±0,98 2,13±0,72 2±0,52 6,16±1,98 
МС1, МС6

0  
МС5, МС6, 

МС8

0,26±0,15 
МС5, МС6, 

МС8
Среднее значение/ 

Average value 1,59±0,47 1,47±0,41 0,96±0,29 2,43±0,79 3,23±1,04 1,12±0,49 1,07±0,57

* Значимые отличия от прочих сред для конкретного сорта указаны соответствующими номерами, как в таблице 6/  
Significant differences from other environments for a specific cultivar are indicated by the corresponding numbers, as in Table 6
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Индукция каллусогенеза и поддержание каллусной 
культуры. Предварительно отобранные для постановки 
эксперимента по инициации каллусообразования листо-
вые и стеблевые экспланты львиного зева сортов были 
высажены на обозначенные питательные среды в  трид­
цатикратной повторности. Подавляющее большинство 
листовых эксплантов показали образование первичного 
каллуса, но вскоре после этого подверглись некротиче-

ским изменениям на всех средах. Стеблевые экспланты 
продемонстрировали лучшую выживаемость. Наиболь-
шая эффективность каллусообразования наблюдалась 
на среде МС11, содержащей по 1 мг на литр БАП, 2,4-Д, 
НУК. Ни один из стеблевых эксплантов не подвергся 
некрозу на указанной среде. Полные данные приведены 
в таблице 8.

Таблица 8. Развитие каллуса Antirrhinum majus L. на различных питательных средах
Table 8. Callus development in A. majus on various culture media
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1.
‘Вильдрозе’ 
листовые 
экспланты

МС1 30 2 6,67 - -
МС11 30 - - - -
МС12 30 - - - -
МС13 30 - - - -
МС14 30 - - - -
МС15 30 - - - -

2.
‘Вильдрозе’ 
стеблевые 
экспланты

МС1 30 - - - -
МС11 30 30 100,00 - -
МС12 30 2 6,67 - -
МС13 30 25 83,33 2 0,08±0,02
МС14 30 2 6,67 - -
МС15 30 9 30,00 7 0,78±0,07

3.
‘Розенскиммер’ 
листовые 
экспланты

МС1 30 - - - -
МС11 30 1 3,33 - -
МС12 30 4 13,33 - -
МС13 30 - - - -
МС14 30 - - - -
МС15 30 - - - -

4.
‘Розенскиммер’ 
стеблевые 
экспланты

МС1 30 - - - -
МС11 30 30 100,00 - -
МС12 30 1 3,33 - -
МС13 30 23 76,67 3 0,13±0,04
МС14 30 19 63,33 - -
МС15 30 15 50,00 5 0,33±0,06

На средах МС13 и МС15 наблюдалось корнеобразо-
вание из каллуса, что может служить аргументом для 
использования этих сред для получения растений-реге-

нерантов (Рис. 3A). Показано, что приблизительно через 
четыре недели развитый каллус на среде МС11 начина-
ет постепенно погибать, приобретая коричневый отте-
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нок. Продлить срок жизни каллуса удалось при помощи 
добавления к указанной среде тидиазурона (ТДЗ) в кон-
центрации 1 мг/л. С таким сочетанием регуляторов роста 
развивался более светлый и обводненный каллус, чем на 
МС11 без внесения ТДЗ, однако срок жизни каллуса уда-
лось увеличить двукратно – до восьми недель (Рис. 3B).

Данные из литературы, посвященной каллусогенезу, 
подтверждают положительное влияние НУК, ИУК, БАП, 
2,4-Д на каллусообразование, однако для львиного зева 
не приводятся  их сочетания, использованные в нашем 
исследовании (Hesami, Daneshvar, 2016; Sangwan, Harada, 
1975; Poirier-Hamon et al., 1974).

Рис 3. Растительный материал Antirrhinum majus L., культивируемый в условиях in vitro 
А.  Каллусная ткань сорта ‘Розенскиммер’, среда МС13, ризогенез. B. Каллусная ткань сорта ‘Вильдрозе’ на среде MС15

Fig 3. A. majus plant material cultivated in vitro 
A. Callus tissue of snapdragon ‘Rosenskimmer’ on MS13 medium, rhizogenesis. B. Callus tissue of snapdragon ‘Wildrose’ on MS15 medium.

A B

Адаптация к условиям ex vitro. Была проведена про-
верка адаптации растений сортов ‘Вайс’, ‘Вильдрозе’ 
и ‘Розенскиммер’ к условиям ex vitro (табл. 9) Указанные 
сорта показали наибольшую интенсивность корнеобра-
зования и микроклонального размножения на питатель-

ных средах. Однако при культивировании микрорастений 
сорта ‘Розенскиммер’ вне пробирки у них наблюдалась 
низкая выживаемость и плохо формировались корни, что 
связано, вероятнее всего, с качеством растительного мате-
риала, переносимого на субстраты.

Таблица 9. Выживаемость эксплантов, переносимых на субстраты в условиях климатических камер
Table 9. Survival rate of explants introduced onto substrates under climatic chamber conditions

№ Сорт/ Cultivar Выживших эксплантов из 15/ Explants survived out of 15
A Б В Г Д

1 ‘Вайс’ 13 14 14 12 7
2 ‘Вильдрозе’ 14 9 11 7 7
3 ‘Розенскиммер’ 12 10 12 12 13

Наибольшая эффективность корнеобразования пока-
зана на субстрате  В, содержащем перлит и вермикулит 
в равных пропорциях: 3,82 корня для сорта ‘Вайс’ и 5,07 
для сорта ‘Вильдрозе’, а также на торфе с добавлением 
вермикулита, при этом для сорта ‘Вайс’ наиболее удачной 
оказалась пропорция 1:1 (субстрат  Б), для сорта ‘Виль-
дрозе’  – сочетание 30% вермикулита и 70% торфа (суб-
страт  Г). Данные по корнеобразованию ex  vitro пред-
ставлены в таблице  10. Важно отметить, что высокие 
показатели выживаемости на субстрате, содержащем пер-
лит и вермикулит в равных пропорциях, приведены также 
в литературе (Newbury, 1986).

Укоренившиеся образцы были пересажены в индиви-
дуальные сосуды с грунтом и доведены до цветения, что 
свидетельствует в пользу высокой жизнеспособности 
растений, выращенных в асептических условиях.

Заключение

Таким образом, отработана методика микроклональ-
ного размножения образцов Antirrhinum majus L., от вве-
дения в асептические условия in  vitro до адаптации 
к  внешней среде. Показано, что внесение 0,1  мг/л ИУК 
или НУК в сочетании с 0,25  мг/л 6-БАП в состав пита-
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тельной среды дает незначительное повышение интен-
сивности образования новых узлов на растении, а вне-
сение 1  мг/л ИУК без добавления цитокининов вдвое 
повышает эффективность корнеобразования у растений 
A.  majus, культивируемых in  vitro. Подобрана оптималь-
ная среда для развития и поддержания жизнеспособно-
го каллуса: МС с добавлением БАП, нафталинуксусной 
и 2,4-Д в соотношении 1:1:1 и концентрации 1 мг/л. Опре-
делен оптимальный субстрат для адаптации выведенных 
из in vitro растений к нестерильным условиям.

Наличие постоянно культивируемой дублетной in vitro 
коллекции обеспечивает постоянный доступ исследова-
теля к высококачественному биологическому материалу, 
который в дальнейшем может быть вовлечен в молекуляр-
но-генетические исследования. Описанные выше методи-
ки – один из необходимых этапов подготовки к агробак-
териальной трансформации или редактированию генома 
методом CRISPR/Cas. Дальнейшая работа предполага-
ет подбор сред для регулярного, предсказуемого органо-
генеза и поддержания молодых растений регенерантов, 
а затем переход к упомянутым выше методикам редакти-
рования и получение растений с требуемыми характери-
стиками.
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