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In vitro-derived shoots of Vaccinium spp. plantlets are able to produce roots both 
in vitro and ex vitro. The aim of the research was to evaluate the influence of sub-
strates on ex vitro rooting and morphological parameters of cranberry regenerants 
(‘Stevens’, ‘McFarlin’, ‘Ben Lear’). The following acclimatization substrates were 
tested: moss Sphagnum L. with upper layer of acid peat (0.5 cm); acid peat with up-
per layer of perlite (0.5 cm); acid peat; moss Sphagnum L. with upper layer of perlite 
(0.5 cm). It was found that moss with upper layer of acid peat was the most suitable 
substrate for ex vitro rooting of cranberry cv. Stevens and cv. Ben Lear, moss with 
upper layer of perlite or acid peat – for ex vitro rooting of cranberry cv. McFarlin.
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Приведены результаты исследований морфогенеза в культуре in vitro экс-
плантов B. bowerae ‘Nigramagra’, B. bowerae ‘Pink Perfection’, B. hybrida ‘Bonita 
Shea’, В. masoniana Irntsch., B. imperialis ‘Otto forster’ для разработки способов 
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клонального микроразмножения исследуемых сортов. Выявлены типы и раз-
меры эксплантов, зависимость морфогенетических реакций от генотипа. Уста-
новлены особенности гормональной регуляции морфогенеза in vitro. Изучено 
влияние кинетина и 6-БАП на формирование соматических эмбриоидов.

Ключевые слова: бегония, соматический эмбриогенез, органогенез, морфоге-
нез, in vitro, клональное микроразмножение.

Род Begonia L. включает более 1 000 видов растений [9]. Более 120 ви-
дов бегоний используются в декоративном садоводстве [8]. Различные 
виды данного рода также очень популярны в комнатном озеленении.

На основе В. rex Putz., В. cucullata Willd., В. heracleifolia Cham. & 
Schltdl., В. bowerae (boweri) Ziesenh. создано около 10 000 гибридов 
и культиваров, используемых для озеленения в открытом и закрытом 
грунте. Некоторые бегонии известны как лекарственные растения в на-
родной медицине. Получены данные о фитонцидных свойствах бего-
ний, что обуславливает актуальность их применения для фитодизайна 
помещений различного назначения [3].

Разнообразие жизненных форм и морфологических признаков ли-
ста в сочетании с фитонцидной активностью многих видов бегонии 
обуславливают перспективность их использования для озеленения ин-
терьеров различного назначения [6]. Однако возникающие трудности 
при традиционном размножении в процессе сохранения коллекций в 
ботанических садах заставляют учёных обращаться к современным ме-
тодам биотехнологии растений. 

Существует ряд работ по изучению прямой и непрямой регенера-
ции бегонии в условия in vitro [2, 7]. 

Однако морфогенетические потенции органов и тканей различных 
видов и сортов растений в условиях in vitro существенно отличаются. 
Поэтому исследования, направленные на изучение процессов органоге-
неза и эмбриогенеза в условиях in vitro В. masoniana Irmsch. ex Ziesenh. 
и гибридов B. bowerae Ziesenh., являются весьма актуальными, так как 
позволяют пополнить знания об особенностях морфогенеза растений в 
целом, разработать методологию получения и сохранения ценных ви-
дов и сортов растений.

В связи с этим целью работы являлось изучение путей регенера-
ции представителей рода Begonia в культуре in vitro через органогенез 
и соматический эмбриогенез из листовых эксплантов. 

Объекты и методы. Коллекция рода Begonia ГБУ ВО «Волгоград-
ский региональный ботанический сад» насчитывает 54 вида и сорта. 
После проведения ретроспективного анализа коллекций были выбраны 
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следующие представители, которые пользуются наибольшей популярно-
стью в комнатном озеленении: B. bowerae ‘Nigramagra’, B. bowerae ‘Pink 
Perfection, B. hybridа ‘Bonita Shea’, В. masoniana, B. imperialis ‘Otto forster’.

Методика исследований базировалась как на общепринятых клас-
сических приёмах с культурами изолированных тканей и органов рас-
тений [1], так и на методах, разработанных в лаборатории биотехноло-
гии ГБУ ВО «ВРБС» [4].

Для обеспечения максимальной генетической стабильности клони-
руемого материала и во избежание аномалий мы использовали моло-
дые растения возрастом 2–3 года. После отделения от цельного рас-
тения листовые экспланты тщательно отмывались с помощью моющих 
средств и в течение 1–1,5 часа находились под проточной водой. 

В качестве исходных эксплантов мы использовали листовые экспланты 
5 видов и сортов бегонии, размером 1,5 × 1,5 см, без видимых повреждений.

Стерилизацию эксплантов проводили с помощью различных хлор-
содержащих стерилизующих агентов с различным временем экспози-
ции. Оптимальный режим стерилизации определяли по жизнеспособ-
ности первичных эксплантов и наличию инфекции.

После растительные экспланты стерилизовались. Листья предваритель-
но обрабатывали 95 %-ным этиловым спиртом в течение 50–60 секунд.

В качестве стерилизатора использовали различные концентрации 
Хлорамина (действующее вещество – натриевая соль хлорамида бен-
зосульфокислоты) и Лизоформина (действующее вещество – глутаро-
вый альдегид, глиоксаль и дидецилдиметиламмоний хлорид), а также 
раствор бытовой белизны с различной экспозицией. 

При изучении особенностей клонального микроразмножения бего-
нии использовали питательные среды по прописи Мурасиге и Скуга [10].

Для регулирования регенерационных процессов бегонии in vitro 
в питательную среду добавляли 6-бензиламинопурин (6-БАП), ки-
нетин (К), тидиазурон (TDZ), α–нафтилуксусную кислоту (НУК), 
индолил-3-уксусную кислоту (ИУК), β-индолил-3-масляную кисло-
ту (ИМК). В экспериментах по изучению особенностей соматического 
эмбриогенеза бегонии в культуре in vitro использовали модификации 
питательных сред, содержащие от 0,1 до 0,5 мг/л К и 6-БАП в сочета-
нии с НУК в концентрации от 0,1 до 1,5 мг/л. 

В условиях in vitro растения культивировали в чашках Петри и про-
бирках при освещении с интенсивностью 3–5 клк, при 16-часовом фо-
топериоде, температуре 24 оС и относительной влажности воздуха 70 % 
и в условиях термостата: температура 25 оС, без освещения.
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Субкультивирование велось в течение 35 дней, по окончании кото-
рого учитывали количество регенерировавших микропобегов с одного 
экспланта, количество укоренённых микропобегов, среднюю длину и 
число корней. На этапе адаптации рассчитывали выход растений реге-
нерантов. Все опыты проводились в трёхкратной повторности, количе-
ство вариантов в каждой повторности составляло 10 пробирок.

Результаты экспериментальных данных обрабатывались статисти-
чески с помощью компьютерной программы Excel, лицензионного па-
кета Microsoft Office 2007.

Результаты. Для введения в культуру in vitro были отобраны ли-
стья взрослых растений в период с мая по август. Было установлено, 
что листья, отобранные с мая по июнь, были наиболее морфогенны-
ми, и частота образования соматических зародышей достигала 70–92 %. 
В последующие месяцы этот показатель значительно снижался, что со-
ответствует ряду литературных данных [5, 7]. У листьев, собранных в 
декабре, морфогенность была наименьшей и составила – 30 %.

В настоящее время разработаны и используются различные схемы 
стерилизации в зависимости от специфики культуры и типа экспланта.

Для получения стерильной культуры бегонии использовали лизо-
формин, хлорамин и гипохлорид натрия в составе белизны в различ-
ных концентрациях. Результаты проведённых экспериментов представ-
лены в таблице 1.

Оптимальным стерилизующим агентом для всех исследованных сортов 
бегонии является 7%-ный лизоформин, экспозиция 10 мин, и 10%-ная бе-
лизна, экспозиция 15 мин. Использование лизоформина в более высо-
ких концентрациях нецелесообразно, так как наблюдали некроз тканей 
эксплантов, что значительно снижало их морфогенетический потенци-
ал и последующую частоту регенерации микропобегов. 

В процессе исследования был модифицирован состав питательной 
среды МС и подобраны оптимальные концентрации фитогормонов для 
индукции морфогенетических процессов в тканях листа, приводящих 
к соматическому эмбриогенезу. Нами было отмечено, что использова-
ние TDZ стимулировало образование рыхлого каллуса по всему пери-
метру высечки листа. Для формирования соматических эмбриоидов 
весьма эффективным является использование различных концен-
траций К в сочетании с НУК. При этом отмечена оптимальной кон-
центрация К – 0,5 мг/л, где формировались соматические зародыши 
на 62 и 59 и 40 % листовых дисков у сортов B. hybrida ‘Bonita Shea’, 
B. bowerae ‘Nigramagra’ и В. masoniana соответственно.

Дальнейшее повышение концентрации кинетина и 6-БАП инду-
цировало активное каллусообразование и уменьшало количество экс-
плантов, способных к соматическому эмбриогенезу.
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Таблица 1
Выход жизнеспособных эксплантов 

B. bowerae ‘Nigramagra’ в зависимости от режима стерилизации

Действующее 
вещество

Концентрация 
стерилизующего 

агента, 
%

Количество 
стерильных эксплантов, %

5 мин 10 мин 15 мин

Лизоформин
5 46 ±2,1 52 ±2,7 45 ±2,8
7 80 ±4,3 91 ±2,6 38 ±1,7
10 29 ±2,5 18 ±1,6 некроз

Хлорамин
5 27 ±2,7 42 ±3,1 49 ±2,9
7 38 ±2,1 46 ±2,3 48 ±3,0
10 44 ±2,7 50 ±2,0 51 ±2,5

Гипохлорид 
натрия в соста-

ве белизны

5 31 ±2,7 35 ±2,1 36 ±2,7
7 38 ±2,7 38 ±2,7 41 ±3,5
10 56 ±3,0 60 ±2,8 82 ±4,0

Вычленяя высечки листа размером 1,5 × 1,5 см из разных зон ли-
стовой пластинки и помещая их на питательную среду, удалось опреде-
лить наиболее морфогенные зоны, способные к соматическому эмбри-
огенезу. Это зоны соединения листовой пластинки с черешком и край 
высечки листа (рис. 1а).

Для индукции формирования соматических зародышей высечки ли-
ста помещали в термостат с температурой 25 оС в отсутствии освеще-
ния и в культуральную комнату с температурой 24 оС и освещённостью 
5 000–6 000 Лк при 16-часовом фотопериоде.

В процессе исследования было установлено, что путь реализации 
морфогенетического потенциала эксплантов зависел от условий куль-
тивирования. В условиях термостата у эмбриоидов активно формиро-
вались корни, в количестве 2–3 шт. (рис. 1б).

На свету происходило три морфогенетических процесса:
1. прямой соматический эмбриогенез, на питательной среде MS 

К 0,5 мг/л + НУК 1,5 мг/л, в термостате при температуре 25 оС;
2. непрямой соматический эмбриогенез, при котором высечки 

листа культивировались на питательной среде MS 6-БАП 0,5 мг/л + 
НУК 0,5мг/л, на свету. Экспланты образовывали каллус, в котором 
затем начинался процесс образования соматических зародышей;

3. прямая регенерация микропобегов на среде MS 6-БАП 0,5 мг/л + 
НУК 0,1 мг/л, на свету. 
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Рис. 1а. Зоны листовой 
пластинки В. masoniana, способные 

к морфогенезу в условиях
 in vitro

Рис. 2а. Образование 
соматических эмбриоидов из каллуса 
на питательной среде MS 6-БАП 0,5 

мг/л + НУК 0,5мг/л

Рис. 1б. Развитие корней
у соматических зародышей 
B. imperialis ‘Otto forster’ 

при культивировании 
в темноте

Рис 2б. Растения бегонии 
перед высадкой на адаптацию 

in vivo

В течение последующих 30 суток наблюдали развитие полноцен-
ных соматических зародышей (рис. 2а). В присутствии К в питатель-
ной среде в концентрации 0,5 мг/л и 1,5 мг/л НУК среднее количество 
соматических эмбриоидов на эксплант достигало 62 % для B. hybrida 
‘Bonita Shea’ и 40 % для В. masoniana (табл. 2).

В процессе исследований было отмечено, что на среде 1 расте-
ния развивались очень медленно, поэтому для массового образования 
растений из эмбриоидов концентрацию НУК уменьшали до 0,1 мг/л. 
При этом формировались полноценные растения.
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Образование соматических зародышей в эмбриогенном каллусе 
также происходило на питательной среде 2. При этом для эмбриоидов 
была характерна более зелёная окраска. На среде одновременно по-
являлись новые эмбриоиды и развивались растения, которые можно 
адаптировать in vivo.

Таблица 2
Образование соматических 

зародышей в культуре листовых дисков бегонии

Вариант 
питательной 

среды

Количество эксплантов с соматическими эмбриоидами, %

B. hybrida 
‘Bonita Shea’

B. bowerae 
‘Nigramagra’ В. masoniana B. imperialis

 ‘Otto forster’

1 62 ±1,0 59 ±0,9 40 ±1,0 52 ±1,3
2 40 ±0,8 38 ±0,7 18 ±1,4 27 ±0,4
3 0 0 0 0

Примечание: 
1 – MS К 0,5 мг/л + НУК 1,5 мг/л – прямой соматический эмбриогенез; 
2 – MS 6-БАП 0,5 мг/л + НУК 0,5мг/л – непрямой соматический эмбриогенез; 
3 – MS 6-БАП 0,5 мг/л + НУК 0,1 мг/л – прямая регенерация 

Растения бегонии для микроразмножения помещали на питатель-
ную среду MS c различным содержанием цитокининов и их сочетание 
с ауксинами с целью массового размножения. Сравнительный анализ 
полученных данных показал, что максимальный коэффициент размно-
жения наблюдался при использовании сочетания цитокинов и ауксинов 
БАП 0,5 ИУК 0,1 для всех видов и сортов бегонии (рис. 3). 

Рис. 3. Влияние гормонального состава питательной среды 
на коэффициент размножения бегонии
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Было выявлено, что на питательной среде, содержащей 6-БАП в кон-
центрации 0,5 мг/л и ИУК 0,1 мг/л, коэффициент размножения был мак-
симальным: 10,8 ±1,0 для B. hybrida ‘Bonita Shea’. Кроме того, данная 
модификация питательной среды способствовала спонтанному образо-
ванию корней, которое достигало 90–100 %, что экономически весьма 
эффективно, так как позволяет сократить этап укоренения in vitro.

Для укоренения бегонии в культуре in vitro лучшие показатели на-
блюдали с ИУК по сравнению с ИМК. Сравнительный анализ данных 
показал, что оптимальным является использование ИУК в концентра-
ции 0,5 мг/л. При этом процент укоренения в среднем составил 70 % и 
среднее количество корней на эксплант – 4–5 шт.

Адаптация размноженных in vitro растений бегонии проводили с 
использованием смеси песка, торфа и листовой земли в соотношении 
1 : 1 : 1. Выход адаптированных растений составил 70 %. Весьма эф-
фективным на стадии адаптации является использование замены ли-
стовой земли на перлита или вермикулит, что увеличило выход адапти-
рованных растений до 85 %.

Выводы. В результате проведённых исследований нами установле-
ны оптимальные сроки отбора листьев бегонии (май-июнь) для введе-
ния в культуру in vitro. Оптимальным стерилизующим агентом для всех 
исследованных сортов бегонии является 7%-ный лизоформин, экспо-
зиция 10 мин, и 10%-ная белизна, экспозиция 15 мин. При этом полу-
чено 91 % эксплантов, свободных от контаминации. На основе изуче-
ния действия экзогенных факторов (кинетина и НУК) на реализацию 
морфогенетического потенциала высечек листа видов и сортов бегонии 
определены основные пути регенерации растений. 

Среди указанных выше путей регенерации бегонии в культуре in vi-
tro экономически эффективным является прямой соматический эмбри-
огенез и прямой органогенез, так как позволяют получить в среднем 12 
и 19 растений из одного экспланта in vitro, а при традиционном веге-
тативном размножении 3–5 шт. с одного растения. В свою очередь не-
прямой соматический эмбриогенез позволяет получить новые формы 
бегоний с различными соматическими мутациями.
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The paper studied morphogenesis in vitro for B. bowerae ‘Nigramagra’, B. 
bowerae ‘Pink Perfection’, B. hybrida ‘Bonita Shea’, В. masoniana Irmsch. ex Zie-
senh., B. imperialis ‘Otto forster’ explants aiming to work out the methods of clonal 
micropropagation of the studied cultivars. Types and sizes of explants as well as 
dependence of morphogenetic capacity on the genotype were determined. The pe-
culiarities of hormone regulation of morphogenesis in vitro were established. The 
influence of kinetin and 6-BAP concentration on somatic embryoid formation was 
investigated.
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