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Solving the global problem of plant biodiversity conservation is impossible with-
out finding new approaches. In addition to the existing traditional methods of ex situ 
biodiversity conservation, modern biotechnological means are increasingly being 
used to ensure the possibility of sustainable management for genetic resources. One 
of the directions in biodiversity conservation is the creation of in vitro gene bank, in 
the form of slowly growing collections. The purpose of our research is to study the 
influence of cultivation factors on the duration of deposition of an endemic species 
grown in the natural flora of the Western Caucasus, Campanula sclerophylla Kolak. 
For the first time, a method has been developed to preserve plants of the endemic spe-
cies Campanula sclerophylla Kolak. under in vitro conditions for 360 days. Deposi-
tion was carried out at different temperatures (7, 9, and 22 оС), illumination (100 and 
1 200 lux), on a Murashige and Skoog medium (½ MS) supplemented with sorbitol, 
mannitol and abscisic acid (ABA). The plant material was evaluated after 180 and 
360 days of cultivation by studying the morphometric parameters of micro-shoots. It 
is shown that the preservation of viability and reduction of the growth kinetics in mi-
cro-shoots of Campanula sclerophylla during 360 days of deposition was facilitated 
by the complex effect of factors such as temperature 9 and 22 оC, illumination (100 
и 1 200 lx) and the presence of osmotic substances (mannitol, sorbitol) and growth 
inhibitor (ABA) in the nutrient medium. Moreover, the best morphometric indicators 
in the micro-shoots of Campanula sclerophylla Kolak. were recorded on ½ MS with 
the content of sorbitol and ABA (1.0 mg/l and 2.0 mg/l, respectively). At the same 
time, the viability of Campanula sclerophylla explants was 47.1–65 %.

Key words: Campanula sclerophylla, cultivation factors, mannitol, sorbitol, ab-
scisic acid, in vitro gene bank, slow-growing culture.
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В статье рассмотрены результаты научных исследований по изучению вли-
яния β-индолилмасляной кислоты (ИМК) и ультразвука (УЗ) на эффективность 
ризогенеза микрочеренков клематиса сорта ‘Purpurea Plena Elegans’ в условиях 
in vitro. Максимальная частота укоренения клематиса при введении ауксина в 
питательную среду ризогенеза достигнута на среде MS УК с содержанием са-
харозы 20 г/л при 0,25 и 0,5 ИМК. При таком способе индукции ризогенеза ча-
стота укоренения микрочеренков клематиса составляла 56,3–57,9 %, при этом, 
больше всего корней на укоренённый микрочеренок образовалось на безгормо-
нальной среде и среде с самой низкой концентрацией ауксина, также на этих 
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средах корни быстрее всего росли. При выдерживании микропобегов в раство-
ре ИМК (50 мг/л, 24 ч) с последующим культивированием их на среде без 
гормонов частота ризогенеза возросла до 72,2 %. Существенно увеличилось 
среднее число корней на укоренённый микрочеренок с 2,4 шт. до 3,1 шт. Выбор 
оптимальных режимов и способов ультразвукового облучения микрочеренков 
позволил повысить эффективность укоренения клематиса и ускорить процесс 
ризогенеза. Положительный эффект получен при обработке микрочеренков в 
растворе ИМК (50 мг/л) ультразвуком частотой 22 кГц в течение 1 мин при 
плотности мощности ультразвука 2,67–5,6 Вт/см2 с последующим выдержива-
нием оснований микрочеренков в растворе ауксина в течении 24 часов и вы-
садкой их на среду без гормонов. Обработка УЗ микрочеренков клематиса при 
оптимальных параметрах воздействия ультразвукового излучения позволила 
ускорить процесс ризогенеза, повысить частоту укоренения до 88,2–90,0 % и 
увеличить число корней на укорененный черенок до 3,7–4,3 шт.

Ключевые слова: клематис, культура in vitro, микрочеренки, ризогенез, аук-
син, ультразвук.

 
Среди цветочно-декоративных растений, широко используемых в 

озеленении, клематисы пользуются заслуженной популярностью. По-
требность в посадочном материале большого количества сортов требует 
привлечения современных эффективных технологий размножения расте-
ний, таких как клональное микроразмножение. Важнейшим этапом кло-
нального микроразмножения, во многом определяющим его эффектив-
ность, является укоренение полученных in vitro микропобегов. Процесс 
корнеобразования – это последовательность различных биохимических 
и физиологических событий. Какой бы способ укоренения не использо-
вался, процесс адвентивного корнеобразования включает несколько эта-
пов: индукцию, инициацию, появление корней за пределами побеговой 
части микрочеренка [5]. Интенсивность корнеобразования зависит от ге-
нома растений и условий укоренения. Важнейшую роль в индукции фор-
мирования и развития корней играют вещества ауксинового типа дей-
ствия: НУК, ИУК и ИМК [3, 4, 6, 7, 13]. Применение ауксинов в составе 
питательной среды – основной способ укоренения микрочеренков кле-
матиса в условиях in vitro. Совместное применение ИМК и ИУК в кон-
центрации по 0,5 мг/л оказалось наиболее эффективным для укоренения 
различных сортов клематисов [6]. По данным других авторов лучшие 
результаты по укоренению сортов клематиса ‘Wildfire’, ‘Fujimusume’ 
и ‘Asagоsumy’ получены при использовании индолилмасляной кисло-
ты в концентрации 1,0−2,0 мг/л на среде Андерсена [7]. Максимальная 
частота укоренения (95–98 %) сорта ‘Princess Diana’ получена при кон-
центрации ИУК 0,4 мг/л на питательной среде Мурасиге-Скуга со сни-
женной вдвое концентрацией макросолей и 20 г/л сахарозы [13].



Субтропическое и декоративное садоводство (81)

108

Интересным направлением исследований является применение УЗ 
для облучения изолированных тканей растений в культуре in vitro. Ана-
лиз литературных источников показывает, что ультразвуковая обработ-
ка вызывает изменения проницаемости, эластичности и вязкости кле-
точных мембран, транспорта через мембраны, а также конформации 
и активности мембраносвязанных ферментов и ферментов, участвую-
щих в гормональной регуляции и ответе на стрессовые воздействия пу-
тём запуска системы антиоксидантной защиты [14, 17, 19]. У пророст-
ков, облученных in vitro ультразвуковыми волнами, может наблюдаться 
усиленный рост или может начаться органогенез, но реакция зависит 
от вида растений, а также от частоты и периода воздействия УЗИ [16, 
18]. В литературе есть сведения об успешном применении УЗ для сти-
муляции процесса образования корней как у одревесневших и зелёных 
черенков [2, 10], так и у микрочеренков в стерильных условиях [9].

Как биохимические, так и биофизические факторы необходимо рас-
сматривать по отношению к каждому конкретному виду или сорту. По-
этому нужны планомерные исследования, позволяющие раскрыть мор-
фогенетический потенциал изучаемого объекта. 

Цель данной работы – выявление особенностей влияния ИМК, 
вещества ауксинового типа действия, при разном способе обработки 
микрочеренков в сочетании с УЗ обработкой микрочеренков на ризоге-
нез in vitro клематиса сорта ‘Purpurea Plena Elegans’.

Объекты и методы исследования. Биологическим объектом ис-
следования был клематис ‘Purpurea Plena Elegans’ – популярный сорт, 
входящий в группу Витицелла.

Для укоренения использовали микропобеги клематиса длиной 2,0–
3,0 см. На стадии укоренения микрочеренков использовали минеральную 
основу среды по прописи Мурасиге-Скуга [15], с уменьшенным вдвое 
количеством макросолей, с добавлением сахарозы – 20 г/л, пиридокси-
на HCl – 0,5 мг/л, никотиновой кислоты – 0,5 мг/л, тиамина HCl – 0,4, 
инозитола – 50 мг/л, 8 г/л агара. Среда ризогенеза была без регуляторов 
роста или с добавлением 0,25, 0,5 или 1,0 мг/л β-индолилмасляной кис-
лоты (ИМК). рН питательной среды – 5,7–5,8. Среды стерилизовали ав-
токлавированием (1,2 атм., 20 мин). Витамины и β-индолилмасляную 
кислоту стерилизовали фильтрованием (“Millipore” 0,22 μm, France) и 
добавляли после автоклавирования. 

Для облучения микрочеренков УЗ использовали ультразвуковую 
установку УЗДН-2Т. Параметры УЗ излучения: частота излучения – 
22 кГц; мощность воздействия в пределах P = 0–10,0 Вт/см2. Плотность 
мощности ультразвука рассчитывали по количеству выделившейся за 
единицу времени тепловой энергии в пересчёте на единицу площади.
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Микрочеренки (2,0–3,0 см), культивируемых in vitro растений, нарезали 
в количестве 25–30 шт. на вариант и помещали в цилиндрическую насадку 
излучателя с 10 мл жидкой среды MS ук с добавлением ауксина (ИМК, 
50 мг/л) так, чтобы основания всех микропобегов были погружены в жид-
кость. Ультразвуковое воздействие осуществлялось непосредственно на 
основания микрочеренков, находящихся в цилиндрической насадке излу-
чателя в непрерывном режиме. Время воздействия на микрочеренки 60 с.

Использовали следующие мощности облучения: 
1 вариант – 0,7 Вт/см2; 
2 вариант – 2,7 Вт/см2; 
3 вариант – 4,7 Вт/см2; 
4 вариант – 5,7 Вт/см2; 
5 вариант – 6,7 Вт/см2.
После облучения микрочеренки 24 часа выдерживали в растворе 

ауксина, в котором осуществляли облучение, в темноте, после чего вы-
саживали их на питательную среду укоренения MS УК, не содержа-
щую гормонов, в конические колбы на 250 мл.

Культивирование растений осуществляли в специально оборудо-
ванной культуральной комнате при 16-часовом световом дне с осве-
щённостью 2 400 люкс (люминесцентные лампы Osram L36W Cool 
Daylight), температуре воздуха 24 ±2 оС и влажности воздуха 55–60 %. 

Эффективность обработки оценивали через 2–6 недель культивиро-
вания по числу укоренившихся микропобегов, количеству образовав-
шихся корней на одно укоренённое микрорастение и их длине.

Результаты и их обсуждение. Известно, что эффективность уко-
ренения микрочеренков in vitro во многом определяется биологиче-
ской предрасположенностью изучаемых генотипов к вегетативному 
размножению. Для стимуляции ризогенеза декоративных культур аук-
сины достаточно часто используют в относительно небольших кон-
центрациях, так как высокие концентрации ауксинов в среде могут 
стимулировать каллусогенез [4, 13]. 

У сорта ‘Purpurea Plena Elegans’ максимальная эффективность ризо-
генеза была достигнута на средах с 0,25 и 0,5 мг/л ИМК (рис. 1). Даль-
нейшее повышение концентрации ауксина в питательной среде не вело 
к повышению частоты ризогенеза, снижало количество корней на укоре-
нённый микрочеренок (рис. 2) и замедляло рост корней. При этом ана-
лиз динамики ризогенеза при использовании различных концентраций 
ауксина показывает, что быстрее всего корни у клематиса образуются и 
растут на среде МS УК без гормонов. В этом случае процесс образования 
корней начинается через 2,5–3 недели культивирования, через 3–4 неде-
ли начинается укоренение на средах с добавлением ИМК.
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Присутствие ауксина в среде, при общей стимуляции ризогенеза, 
может ингибировать рост корней [11]. Поэтому используют альтер-
нативные способы применения ауксинов. В связи с этим прибегают к 
кратковременной обработке оснований микрочеренков (от нескольких 
часов до нескольких дней) препаратами с ауксиновой активностью с 
последующим помещением черенков на среды без регуляторов роста 
или же непосредственно в субстрат [1, 8, 12]. 
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Также на эффективность ризогенеза влиял способ введения ин-
дуктора ризогенеза в микрочеренки. При укоренении микропобегов 
клематиса на безгормональной среде после их выдерживания в тече-
ние суток в растворе ИМК (50 мг/л) частота ризогенеза повысилась 
до 72,2 %. Существенно увеличилось среднее число корней на укоре-
нённый микрочеренок с 2,4 шт. до 3,1 шт. 

В опытах с микрочеренками клематиса было установлено, что эф-
фективность применения второй методики можно существенно повы-
сить путём совместного применения раствора ауксина и ультразвуко-
вой обработки оснований микрочеренков. При этом, как правило, чем 
ниже укореняемость микрочеренков в контроле, тем больше был выра-
жен положительный эффект ультразвукового излучения.

Применение ультразвукового облучения для стимуляции ризогенеза 
клематиса показало, что для этой культуры наиболее эффективными 
были варианты с низкими значениями плотности мощности. Это, по 
нашему мнению, связано с морфологическими особенностями культу-
ры в условиях in vitro, а именно, тонкими побегами, удлинёнными меж-
доузлиями, мягким эпидермисом.

Максимальный эффект был получен в варианте с обработкой ос-
нований микрочеренков клематиса в растворе ИМК (50 мг/л) УЗ при 
плотности мощности 2,67–5,6 Вт/см2 и высадке их на безгормональ-
ную среду укоренения через сутки после озвучивания. При оптималь-
ных параметрах озвучивания процесс корнеобразования на микроче-
ренках проходил быстрее. Через три недели культивирования частота 
ризогенеза в первом варианте опыта составила 66,7 %, во втором вари-
анте опыта 70,0 % по сравнению с 50,0 % в контроле при замачивании 
в течении суток в растворе ИМК и 11,8 % при высадке микрочеренков 
на безгормональную среду без обработки ауксином. Итоговая частота 
укоренения возросла почти на 20 % с 72,2 % в контроле до 90,0 % во 
втором варианте опыта и до 88,2 % в 3 варианте опыта (рис. 3). Число 
корней на укоренённый микрочеренок возросло с 3,1 шт. в контроле до 
4,3 шт. во 2 варианте и до 3,7 шт. в 3 варианте опыта (рис. 4). При этом 
с максимальной скоростью корни росли в 6 варианте опыта (рис. 5). 

Положительный эффект применения ультразвукового облучения для 
стимуляции корнеобразования ранее был показан на ягодных и плодо-
вых культурах [9, 10]. При этом выбор оптимальных параметров ультра-
звукового облучения зависел от видовых особенностей растений.
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Рис. 3. Влияние УЗ 
на эффективность укоренения клематиса 

сорта ‘Purpurea Plena Elegans’

Рис. 4. Влияние УЗ 
на интенсивность корнеобразования на микрочеренках 

клематиса сорта ‘Purpurea Plena Elegans’
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Рис. 5. Укоренение клематиса сорта ‘Purpurea Plena Elegans’ 
на среде MS ук: 

а – контроль без гормонов; 
б – 0,25 мг/л ИМК в среду; 
в – раствор ИМК 50 мг/л, 24 ч;
г – раствор ИМК 50 мг/л, 24 ч, УЗ 2,67 Вт/см2;
д – раствор ИМК 50 мг/л, 24 ч, УЗ 4,66 Вт/см2; 
е – раствор ИМК 50 мг/л, 24 ч, УЗ 9,5 Вт/см2 

Выводы. Таким образом, на этапе ризогенеза клематиса сорта ‘Purpurea 
Plena Elegans’ рекомендуется использовать β-индолилмасляную кислоту в 
составе питательной среды в концентрации 0,25–0,5 мг/л. При таком спо-
собе индукции ризогенеза частота укоренения микрочеренков клематиса 
составляет 56,3–57,9 %. Обработка ультразвуком в течении минуты осно-
ваний микрочеренков клематиса в растворе ИМК (50 мг/л) при плотности 
мощности 2,67–5,6 Вт/см2 с последующим выдерживанием оснований 
микрочеренков в растворе ауксина в течении 24 часов позволяет ускорить 
процесс образования корней и довести частоту ризогенеза клематиса сорта 
‘Purpurea Plena Elegans’ до 88–90 %.
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Improving the stage of rhizogenesis 
in clonal microropagation of clematis

Muratova S.A., Papikhin R.V., Khoroshkova Yu.V.
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Michurinsk, Russia, e-mail: smuratova@yandex.ru

The paper discusses cientific research on the effect of indolebutyric acid 
(IBA) and ultrasound on rhizogenesis effectiveness in clematis microshoots of the 
cultivar ‘Purpurea Plena Elegance’ in vitro. The maximum frequency of clematis 
rooting with the introduction of auxin into the nutrient medium of rhizogenesis 
was achieved MS medium supplied with sucrose of 20 g/l at 0.25 and 0.5 IBA. 
With this method of rhizogenesis induction, the frequency of clematis microshoots 
rooting was 56.3–57.9 %, while most roots per rooted microshoot were formed on 
a hormone-free medium and on a medium with the lowest auxin concentration, 
also on these media the roots grew fastest. When microshoots were kept in IBA 
solution (50 mg/l, 24 h), followed by their cultivation on a hormone-free medium, 
the frequency of rhizogenesis increased to 72.2 %. The average number of roots per 
rooted microshoot increased significantly from 2.4 pcs. to 3.1 pcs. The choice of 
optimal modes and methods of ultrasonic irradiation for microshoots allowed us to 
increase the efficiency of rooting clematis and accelerate the process of rhizogenesis. 
A positive effect was obtained by treating microshoots in a solution of IBA (50 mg/l) 
with ultrasound at a frequency of 22 kHz for 1 min at an ultrasound power density 
of 2.67–5.6 W/cm2, followed by keeping the microshoots bases in auxin solution 
for 24 hours and planting them on a hormone-free medium. Processing clematis 
microshoots with ultrasound with optimal parameters of ultrasonic radiation 
exposure accelerated the process of rhizogenesis, enhanced rooting frequency to 
88.2–90.0 % and increased the number of roots per rooted stalk to 3.7–4.3 pcs.

Key words: clematis, in vitro-culture, microshoots, rhizogenesis, auxin, ultrasound.  


