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optimal conditions for the mass clonal reproduction for each specific genotype at 
all technology stages while maintaining its genetic uniformity and resistance. The 
culture medium is one of the main factors influencing the morphogenesis of plants 
in the in vitro system. The purpose of this work was to investigate the possibility 
of using the WPM medium as a base when further modification is carried out to 
optimize the cultivation medium for effective clonal micropropagation of grape 
rootstocks. The rootstock grape cultivars ‘Fercal’ clone 242, ‘Ruggeri 140’, and 
‘Gravesak’ (clones No. 11 and 12) were used as research material. The control was 
the rootstock ‘Kober 5 BB’. The study was carried out on a WPM medium with the 
addition of NAA (α-naphthylacetic acid) 0.05 mg/l. The results have shown that in 
this medium, harmonious growth is observed in all the studied rootstocks, higher 
biometric indicators have been recorded compared to the control cultivar, and the 
formation of more powerful morphological structures has also been recorded. Thus, 
the WPM medium can be used as a base for the development of an effective tech-
nology for clonal micro-propagation of the rootstocks ‘Fercal’ clone 242, ‘Ruggeri 
140’, ‘Gravesak’ 11 and ‘Gravesak’ 12 in the in vitro system. Taking into account 
the morphogenesis features of these rootstocks, it is necessary to optimize the cul-
tivation environment for each cultivar.

Key words: microcutting, morphogenesis, shoot formation, rooting, in vitro, 
rootstock ‘Kober 5 BB’, rootstock ‘Ruggeri 140’, rootstock ‘Fercal’ clone 242, 
rootstock ‘Gravesack’ (11 and 12).
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В настоящее время во всем мире остро стоит вопрос сохранения биологи-
ческого разнообразия, связанного с увеличением антропогенной нагрузки на 
окружающую среду. Одним из эффективных способов решения данной про-
блемы является привлечение методов биотехнологии, которые имеют ряд пре-
имуществ перед традиционно используемыми подходами. Статья посвящена 
актуальной на сегодняшний день проблеме сохранения исчезающих видов рас-
тений природной флоры Западного Кавказа. Особое внимание уделено редкому 
исчезающему виду папоротника Osmunda regalis L., который внесён в Красную 
книгу РФ. Одна из проблем исчезновения осмунды королевской в том, что в 
естественных местах обитания споры этого вида папоротника быстро теря-
ют жизнеспособность. Данное исследование посвящено изучению особенно-
стей размножения Osmunda regalis в условиях in vitro. Объектом исследований 
служили гаметофиты папоротника, полученные из спор собранных растений, 
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произрастающих in situ, в период с середины мая по первую декаду июня, на 
территории отдела ботанического сада «Дерево Дружбы». Изучено влияние 
экзогенных регуляторов роста (НУК, ИМК, ГК3) на коэффициент размноже-
ния гаметофитов и спорофитов осмунды королевской in vitro. Установлено, что 
содержание в питательной среде НУК 0,25 мг/л и ГК3 0,1 мг/л индуцировало 
наибольшее количество гаметофитов и спорофитов на протяжении 18 недель 
культивирования (6,5–16,2 и 5,1–9,7, соответственно). Выявлено, что на мор-
фометрические показатели (длину корней и высоту спорофитов) статистически 
достоверно влияние длительности культивирования (48,82–51,97 %). В то же 
время на коэффициент размножения (количество спорофитов) наибольшее вли-
яние оказывал вариант питательной среды 41,75 %, при этом вклад дисперсии 
фактора «длительность культивирования» был ниже и составил 37,59 %.

Ключевые слова: гаметофиты, исчезающий вид, микроразмножение, осмунда 
королевская, питательная среда, регуляторы роста, спорофиты, условия in vitro. 

Введение. Папоротники являются ценными декоративными расте-
ниями, а в медицинском плане продуцентами биологически активных 
веществ. Воспроизводство редких и исчезающих видов папоротников 
важно для сохранения видового разнообразия растений. К настоящему 
времени накоплен обширный материал по культивированию папорот-
ников в условиях in vitro [9]. Важность сохранения различных видов па-
поротников, считается одной из приоритетных задач, которую решают 
многие исследователи в мире [11, 22, 24, 26–28]. Среди различных ви-
дов папоротников особое место принадлежит Osmunda regalis L. отно-
сящейся к семейству Osmundaceae. Общий ареал вида включает Атлан-
тическую, Центральную и Юго-Восточную Европу, Средиземноморье, 
Юго-Западную (Турция) и Южную Азию, Южную Африку, Америку 
[5]. Вид был описан в Европе и штате Виргиния на Атлантическом по-
бережье США. Необходимо отметить, что вид сокращается во многих 
частях Европы и стал редким или находится под угрозой исчезновения. 
O. regalis включён в национальные Красные списки некоторых стран 
[21]. Этот вид отнесён к категории «Находящийся под угрозой исчез-
новения» и внесён в Красную книгу РФ [5]. Известно, что Адлерский 
район г. Сочи, расположенный в Имеретинской низменности с боло-
тистыми ольховыми лесами, являлся единственным в России местом 
произрастания осмунды королевской. По данным Тимухина (1999) в 
1987 г. на территорию Сочинского национального парка (СНП) из Ре-
спублики Абхазия пересажено 267 экземпляров чистоуста величавого 
[8]. Однако, в последние годы катастрофическое падение численности 
данного вида в местах произрастания, поставило его под угрозу полно-
го исчезновения. Проблема усугубляется и тем, что споры длительное 
время не прорастают в почве во влажных условиях [17]. Также одной 
из причин является то, что споры этих папоротников хлорофилловые 
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(зелёные, фотосинтетические) [20]. Такие споры не только прорастают бы-
стрее, чем их не хлорофилловые (не зелёные) аналоги, но в естественных 
местах обитания также быстро теряют жизнеспособность. Вместе 
с тем, в условиях in vitro время прорастания спор папоротников 
варьирует от нескольких дней до нескольких месяцев [6, 18]. При 
этом на этапе культивирования гаметофитов in vitro наблюдается 
большая скорость их роста. В соответствующих условиях гамето-
фиты активно растут, образуя скопления кластеров [7]. Особенно 
важно влияние физических и химических факторов, в том числе и 
фитогормонов на все процессы, участвующие в их росте и развитии 
[7, 12, 15, 24]. Необходимо отметить, что требования к питанию мо-
гут отличаться в зависимости от вида папоротников [13, 14]. Есть 
мнение, что гаметофиты Osmunda regalis (протолепный папоротник 
спорангиат) лучшего развития достигают на среде Кнопа, тогда как 
их рост ингибируется на питательной среде МС и 1/2 МС из-за вы-
сокого уровня осмотического давления [13, 15]. Однако, по данным 
других авторов гаметофиты Osmunda regalis активно развивались 
на питательной среде с 1/2 и 1/8 МС [6, 21]. 

Известно, что индукция ризогенеза у спорофитов папоротников мо-
жет происходить спонтанно в отсутствии регуляторов роста [10, 16]. 
В то же время имеются данные об эффективности применения аук-
синов (НУК 0,01 мг/л, ИМК 2 мг/л) для стимуляции корнеобразова-
ния у папоротников [10, 18]. Таким образом, данные по наличию или 
отсутствию регуляторов роста на этапе регенерации и размножения 
спорофитов видоспецифичны. Целью данного исследования явилось 
изучение влияния фитогормонов роста на коэффициент размножения 
спорофитов и гаметофитов Osmunda regalis.

Объект и методы исследований. Работа была выполнена в отделе 
биотехнологии ФИЦ СНЦ РАН (2020–2021 гг.). Объектом исследований 
служили гаметофиты Osmunda regalis, полученные из спор, собранных 
с растений in situ, в период с середины мая по первую декаду июня, на 
территории отдела ботанического сада «Дерево Дружбы». В исследова-
ниях использованы классические приёмы культуры клеток и тканей [2]. 

Стерилизация спорангиев, введение их в стерильную культуру, а так-
же влияние компонентов питательной среды на индукцию гаметофитов 
приведены в наших предыдущих работах [6, 7]. Шестинедельные гаме-
тофиты спорового происхождения использовали в качестве исходного 
материала для изучения влияния различных регуляторов роста на индук-
цию ризогенеза и коэффициент размножения спорофитов (рис. 1).

Эксперимент заложен на среде 1/2 MС (Мурасига-Скуга) [25] в от-
сутствии нитрата аммония (NH4NO3) и витаминов (контроль), вариант 1 
– 1/2 MS (без NH4NO3 и витаминов), с нафтилуксусной кислотой (НУК) 
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0,25 мг/л и гиббереллиновой кислотой (ГК3) 0,1 мг/л; вариант 2 – 1/2 
MS (без NH4NO3 и витаминов), индолилмасляной кислотой (ИМК) 0,1 
мг/л, в присутствии 30 % сахарозы. Оценена эффективность сочетаний 
1/2 MS с различными регуляторами роста на рост и развитие гаметофи-
тов и спорофитов папоротника. Процент пролиферирующих эксплан-
татов, количество новообразованных корней гаметофитов и коэффици-
ент размножения спорофитов на группу гаметофитов оценивали через 
7, 10, 18 недель культивирования (без субкультуры). Регуляторы роста 
вводили в среду в стерильных условиях ламинарного бокса после ав-
токлавирования. Гаметофиты папоротника культивировали в условиях 
культурального помещения при температуре 24 ±1 оС, 16-часовом фото-
периоде, освещённости 3 000 лк. Опыты проводили в трёхкратной пов-
торности. Статистическую обработку результатов исследований прово-
дили в пакете STATISTICA 10.0 (StatSoft, Inc., США) и пакете анализа 
данных программы MS Exсel (2007). Значения приводили как среднее 
при уровне значимости α = 0,05. Для оценки степени влияния факторов 
культивирования на развитие растений in vitro использовали двухфак-
торный дисперсионный анализ (ANOVA).

Результаты и их обсуждение. Изучение типов и концентраций регуля-
торов роста на коэффициент размножения гаметофитов и спорофитов O. 
regalis выявило, что соотношение в питательной среде регуляторов роста 
(НУК 0,25 мг/л и ГК3 0,1 мг/л) индуцировало наибольшее их количество на 
протяжении 18 недель культивирования (6,5–16,2 и 5,1–9,7, соответствен-
но) (табл. 1). При этом рост и развитие спорофитов, исходя из морфометри-
ческих показателей (высоты побегов и длины корней), активнее проходил 
также на этом варианте питательной среды. Различия между вариантами и 
контролем достоверно существенны. 

На рисунке 2 показана индукция спорофитов O. regalis на модифици-
рованных средах, с содержанием различных регуляторов роста (рис. 2). 

Влияние регуляторов роста и периода культивирования на индук-
цию спорофитов О. regalis было оценено с помощью двухфакторно-
го дисперсионного анализа (табл. 2.). Установлено (исходя из данных 
таблицы 2), статистически достоверное влияние длительности культи-
вирования на морфометрические показатели: длину корней и высоту 
спорофитов (48,82–51,97 %). В то же время на коэффициент размно-
жения (количество спорофитов) наибольшее влияние оказывал вари-
ант питательной среды 41,75 %, при этом вклад дисперсии фактора 
«длительность культивирования» был ниже и составил 37,59 %. Вклад 
дисперсии взаимодействия факторов «вариант среды × длительность 
культивирования» показал низкие результаты и варьировал от 2,64 % 
(высота спорофита) до 9,05 % (количество спорофитов). 
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Таблица 1 
Морфометрические показатели 

и коэффициент размножения гаметофитов и спорофитов 
растений O. regalis L. 

Вариант,
мг/л

Коэффициент 
размножения 
гаметофитов, 

шт.

Коэффициент 
размножения 
спорофитов, 

шт.

Высота 
побегов 

спорофитов, 
см

Длина корней 
спорофитов, 

см

7 10 18 7 10 18 7 10 18 7 10 18

1/2 МС 
НУК 0,25 

ГК3 0,1 
6,5 11,1 16,2 5,1 9,1 9,7 1,0 2,4 2,8 0,8 1,8 2,6

1/2 МС 
ИМК 0,1 5,1 7,4 12,6 3,9 6,8 7,3 0,7 1,9 2,2 0,5 1,5 2,2

Контроль
1/2 МС 3,2 4,4 5,5 1,5 2,9 4,1 0,6 1,4 1,7 0,4 1,2 1,4

НСР05 0,10 0,12 0,10 0,08 0,08 0,10 0,08 0,03 0,12 0,01 0,01 0,03

Таблица 2
Результаты дисперсионного анализа

Изменчивость df mS F Диспер-
сия

Доля 
от общей 

дисперсии, 
%

Высота спорофита, см

Вариант среды 2 6,3720 24,818** 12,7440 13,51

Длительность 
культивирования 2 24,4967 95,410** 48,9935 51,97

Вариант среды × 
Длительность 
культивирования

4 0,6222 2,423 2,1889 2,64

Остаточная 117 0,2568 – 30,0400 31,88

Длина корней, см

Вариант среды 2 4,7874 15,1578** 9,5748 9,8

Длительность 
культивирования 2 23,8457 75,5032** 47,6933 48,82
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Вариант среды ×
Длительность 
культивирования

4 0,8648 2,7380* 3,4590 3,54

Остаточная 117 0,3158 – 36,9529 37,84

Количество спорофитов, шт.

Вариант среды 2 501,167 214,440** 1002,333 41,75

Длительность 
культивирования 2 451,452 193,171** 902,905 37,59

Вариант среды × 
Длительность 
культивирования

4 54,333 23,249** 217,333 9,05

Остаточная 117 2,337 - 279,429 11,61

Примечание: df – число степеней свободы; mS – средний квадрат; 
                        F – значение критерия Фишера. 
                        * – отмечены значения F для 5%-ного уровня значимости; 
                       ** – для 1%-ного уровня значимости (F05 = 2.46, F01 = 3.51, Fф >F05)

Во многих работах приведены данные о важном значении регуля-
торов роста, таких как ауксины и гиббереллины, которые влияют на про-
цессы, связанные с регенерацией культивируемых изолированных тканей. 
Известно, что гиббереллины не только стимулируют рост клеток за 
счёт растяжения, но и активизируют деятельность других фитогормо-
нов в растениях [4]. Вместе с тем, ауксины (НУК, ИУК, ИМК и др.) 
участвуют в синтезе молекул РНК и ДНК, различных белков, а также 
микротрубочек и митотического веретена. Они транспортируют пи-
тательные вещества и воду, под их влиянием активируются кальцие-
вые каналы, находящиеся на плазмалемме. Эти процессы усиливают 
морфогенный потенциал различных органов растений [1]. Известно, 
также что регулирующее действие гиббереллинов на рост растений 
осуществляется в тесной взаимосвязи с ауксинами [3]. В нашем экспе-
рименте наилучшие результаты получены также при введении в пита-
тельную среду комбинации регуляторов роста гиббереллина и ауксина 
НУК (в концентрации 0,1 мг/л и 0,25 мг/л, соответственно), которое 
эффективно влияло на развитие спорофитов папоротника, по сравне-
нию с контролем, и вариантами, содержащими ИМК и НУК [6]. 

Выводы. Таким образом, нами исследовано влияние различных 
концентраций экзогенных фитогормонов ауксиновой природы – на-
фтилуксусной кислоты, индолилмасляной кислоты и гибберреллина 
на рост и развитие гаметофитов и спорофитов папоротника O. regalis. 
Установлено, что экзогенные регуляторы роста активируют развитие 
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и рост гаметофитов и спорофитов осмунды королевской, причём сте-
пень стимулирования увеличивается в зависимости от комбинации 
гормонов в питательной среде. Среди использованных экзогенных 
регуляторов интенсивнее всего влияла на морфогенез гаметофитов и 
активировала рост и развитие спорофитов папоротника комбинация 
НУК и гиббереллина в концентрации 0,25 мг/л и 0,1 мг/л, соответ-
ственно. Изучение факторов, влияющих на процессы развития гаме-
тофитов в условиях in vitro, имеют как теоретическое, так и практиче-
ское значение, потому что позволяют пополнить знания о морфогенезе 
в целом и разработать биотехнологическую методологию сохранения и 
размножения исчезающего вида растений природной флоры O. regalis.

Публикация подготовлена в рамках реализации
 ГЗ ФИЦ СНЦ РАН № FGWR-2022-0008
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Currently, the issue of conserving biological diversity is acute all over the 
world, associated with an increase in anthropogenic pressure on the environment. 
One of the effective ways to solve this problem is to use biotechnology methods, 
which have a number of advantages over traditionally used approaches. The 
paper is devoted to the current problem of conserving endangered plant species 
grown in the natural flora of the Western Caucasus. Special attention is paid to the 
endangered species of royal fern Osmunda regalis L., which is listed in the Red 
Book of the Russian Federation. The reason why Osmunda regalis L. disappears 
is because in natural habitats the spores of this species quickly lose their viability. 
This study is devoted to the investigation of its reproduction in vitro. The object of 
research was royal fern gametophytes obtained from spores of plants growing in 
situ on the territory of the botanical garden "Friendship Tree", in the period from 
mid-May to early June. The influence of exogenous growth regulators (NAA, 
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IBA, GA3) on the reproduction coefficient of gametophytes and sporophytes of 
Osmunda regalis L. in vitro has been studied. It has been found that the content 
of 0.25 mg/l NAA and 0.1 mg/l GA3 in the nutrient medium induced the largest 
number of gametophytes and sporophytes during 18 weeks of cultivation (6.5–16.2 
and 5.1–9.7, respectively). It has been revealed that the morphometric parameters 
(root length and height of sporophytes) were statistically influenced by the duration 
of cultivation (48.82–51.97 %). At the same time, the reproduction coefficient 
(the number of sporophytes) was most influenced by the nutrient medium variant 
41.75 %, while the contribution of the dispersion factor "cultivation duration" 
was lower and amounted to 37.59 %.

Key words: gametophytes, endangered species, micro-reproduction, Osmunda 
regalis L., nutrient medium, growth regulators, sporophytes, in vitro conditions.


