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Применение метода клонального микроразмножения с целью сохранения 
хозяйственно-ценных экземпляров дуба черешчатого может быть ограниче-
но из-за сильной инфицированности растительного материала взрослых де-
ревьев. Исследование связано с изучением влияния режима стерилизации и 
генотипа на получение жизнеспособных культур дуба черешчатого. Для ра-
боты отбирались зелёные побеги от 40-летних деревьев дуба в период актив-
ной вегетации. Обработка мертиолятом позволяла получить высокий процент 
асептических культур в 2020 г., в то время как раствор белизны оказался не-
подходящим для стерилизации летних побегов дуба. На успешность асептики 
также влиял фактор генотипической изменчивости исходных деревьев, кото-
рый частично удавалось нивелировать за счёт использования более жёстко-
го стерилизующего агента. В целом эффективность асептики в 2020 г. была 
выше по сравнению с результатами следующего года. Данное явление может 
быть связано с аномально жаркой погодой в Воронежской области в период 
сбора образцов для исследования летом 2021 г.
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Одной из основных проблем клонального микроразмножения взрос-
лых деревьев дуба черешчатого является получение стерильных жиз-
неспособных первичных культур [7–9]. В первую очередь это связано 
с накоплением в процессе онтогенеза растения внутренней и внешней 
инфекции [1, 8]. Таким образом, необходим поиск мер, повышающих 
эффективность асептики образцов с целью сохранения качественного 
селекционного материала. В различных исследованиях по клонирова-
нию in vitro дуба черешчатого применялись следующие дезинфициру-
ющие средства: перекись водорода и нитрат серебра 1%-ный [2], хло-
рид ртути [3, 4, 10], гипохлорит натрия [6], 0,1%-ный  раствор сулемы 
[5], диацид 0,1%-ный [1].  
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Цель исследования – получение асептических жизнеспособных 
культур in vitro от взрослого материала дуба черешчатого. В связи с 
этим были поставлены следующие задачи: 

1) определить оптимальные режимы стерилизации эксплантов дуба 
черешчатого; 

2) изучить влияние генотипической изменчивости исходных для 
клонального микроразмножения деревьев на эффективность асептики 
первичных культур.

Объекты и методы исследований. Для экспериментов по клональ-
ному микроразмножению дуба отбирали зелёные побеги текущего веге-
тационного периода от 8 деревьев 40-летнего возраста, произрастающих 
на территории Семилукского лесопитомника Воронежской области. Экс-
планты помещали на 7 минут в 0,02%-ный раствор «Domestos», после 
чего тщательно промывали в проточной воде в течение 10 минут. Даль-
нейшую обработку растительного материала проводили в стерильных 
условиях ламинар-бокса. В качестве стерилизующих средств исполь-
зовали: 0,02%-ный р-р мертиолята (8 или 13 мин) или р-р белизны (бе-
лизна: вода – 1 : 1,15 мин). Затем растения промывали 4 раза по 5 ми-
нут стерильной дистиллированной водой. Расчеренкованные в чашках 
Петри узловые сегменты размером 1,5–2 см с 1–2 почками помещали 
по одному в биологические пробирки с питательной средой BTM, до-
полненной 0,2 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП).

Исследования проводили в июне-июле 2020 и 2021 гг. Культивирова-
ние in vitro первичных эксплантов осуществляли в стандартных условиях 
(25 ±2 оС, фотопериод 16 ч день / 8 ч ночь, освещённость 2,0 клк) с ин-
тервалом субкультивирования 1 раз в 2 недели. Все опыты проводились в 
трёх повторностях (не менее 20 культур на 1 опыт). Статистическая обра-
ботка данных осуществлялась с помощью программы Stadia. 

Результаты и их обсуждение. В экспериментах 2020 г. количество 
асептических культур варьировало в зависимости от генотипа исход-
ного дерева. Использование раствора мертиолята (8 минут) показало 
свою эффективность для образцов № 7/42 и № 208/111 (87,0 % и 71,0 %, 
соответственно), а для эксплантов от дерева № 242/36 таким способом 
было получено всего 58,0 % стерильных культур. Результаты исследо-
вания так же показали, что применение раствора белизны оказалось 
малоэффективным (получено не более 55,0 % асептических культур). 
Более жёсткая обработка растительного материала с использованием 
ртутьсодержащего соединения (мертиолята) в течение 13 минут по-
зволяла значительно повысить количество асептических жизнеспо-
собных эксплантов с 44,0 до 92,0 % для дерева № 7/42, с 9,0 до 77,0 % 
для № 208/111 и с 55,0 до 71,0 % – для № 242/36 (рис. 1 и 2). 
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Рис. 1. Эффективность стерилизации эксплантов, 
полученных от 40-летних деревьев дуба черешчатого,

2020 г.

Рис. 2. Асептические жизнеспособные экспланты 
от 40-летних побегов дуба черешчатого (дерево № 7/42) через неделю (слева) 

и месяц (справа) после введения в культуру in vitro

Больше всего чистых культур в 2021 г. было получено от дерева № 7/42 
(59,0 %). Количество асептических эксплантов под номерами 5/26 и 8/54 
было несколько ниже (37,0 и 25,0 % чистых культур). Деревья № 57/69, 
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№ 189/36, № 6/36 оказались сильно поражены инфекцией (всего 
9,6–12,0 % асептических эксплантов). Самая высокая скорость роста 
пазушных побегов на первичных эксплантах через 3 недели культивиро-
вания наблюдалась у образцов, полученных от дерева № 7/42 (39,0 % от 
общего числа исходных эксплантов данного генотипа), в то время как уз-
ловые сегменты под номерами 5/26 и 8/54 обладали более низким регене-
рационным потенциалом. Оставшиеся асептические культуры образовы-
вали побеги на стадии конуса нарастания или с высотой ≥15 мм (табл. 1). 

Таблица 1 
Стерилизация и морфогенез 

первичных эксплантов дуба через 3 недели культивирования 
in vitro в зависимости от генотипа исходного дерева, 2021 г.

№ 
дерева

Количество 
асептических жизне-
способных культур, 

% *

Общее количество 
морфогенных культур, % **

побеги на стадии
 конуса нарастания

побеги 
c h ≥15 мм

7/42 59,0 ±0,5 20,0 ±0,7 39,0 ±0,7
5/26 37,0 ±2,3 37,0 ±2,3 –
8/54 25,0 ±1,4 9,3 ±1,6 –
57/69 12,0 ±2,1 8,0 ±7,4 4,0 ±7,4

189/36 9,6 ±1,7 3,2 ±7,4 6,4 ±7,4
6/36 12,0 ±1,6 9,0 ±1,7 3,0 ±0,9

Примечание: *Режим стерилизации – раствор мертиолята (13 минут); 
                     **Состав питательной среды – BTM + 0,2 мг/л БАП

Заключение. Эффективность асептики культур дуба зависела как 
от выбора стерилизующего агента, так и генотипических особенностей 
исходных для клонирования деревьев. Наиболее подходящим режи-
мом для стерилизации эксплантов дуба черешчатого оказался раствор 
мертиолята в течение 13 минут (до 92,0 % асептических культур). Об-
работка белизной была неэффективна для побегов взрослых деревьев 
дуба. При данном режиме стерилизации удавалось получить не более 
9,4–55,0 % чистых культур (в зависимости от генотипа). В целом сле-
дует отметить, что при одинаковой обработке материала, общее коли-
чество полученных в 2021 г. асептических культур было значительно 
ниже по сравнению с результатами стерилизации предыдущего лета. 
Данное явление можно объяснить следствием аномально жаркой по-
годы в 2021 г. в период активной вегетации дуба, что могло повысить 
рост инфекции в испытуемых образцах.
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The method of clonal micropropagation used in order to preserve economically 
valuable specimens of common oak may be limited due to the strong infection 
of plant material from adult trees. This paper studied the effect of sterilization 
regime and genotype on the production of viable oak cultures. Green shoots from 
40-year-old oak trees were selected for the work during an active growing season. 
Treatment with merthiolate allowed us to obtain a high percentage of aseptic crops 
in 2020, while the bleach solution turned out to be unsuitable for sterilization of 
summer oak shoots. The success of asepsis was also influenced by the coefficient 
of genotypic variation in initial trees, which was partially balanced by using a more 
rigid sterilizing agent. In general, the effectiveness of asepsis in 2020 was higher 


