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Due to global climate changes and increase in the speed and scale of 
anthropogenic loads, the need for plants with increased resistance to various 
stressors for conserving and restoring forest genetic resources increases annually. 
Poplar (Populus L.) refers to species characterized by early maturity, rapid growth 
and ecological plasticity, which contributes to solving these issues aiming to 
increase productivity and growing terms of forest plantations. This paper presents 
the experiment carried out in order to study the response of poplar, taken from the 
collection of long-term storage in vitro, to a simulated stress - salinity (NaCl), as 
one of the most common abiotic stresses. It was found that all the clones involved 
in the experiment were susceptible to the given stress factor. The interclonal and 
intraclonal variability of poplar in relation to the stressor is shown.
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Исследовано микроразмножение, морфометрические показатели и накопле-
ние фенольных соединений, в том числе и флавоноидов, в in vitro микро-
побегах голубики (сорта ‘Норт Кантри’ и ‘Блюкроп’). Установлена более 
высокая скорость микроразмножения сорта ‘Норт Кантри’ по сравнению с 
сортом ‘Блюкроп’. Показаны отличия в количестве и размерах их листьев. 
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Отмечено повышение прироста микропобегов сорта ‘Норт Кантри’ с 36 по 56 дни 
выращивания (на 15 %), что не характерно для сорта ‘Блюкроп’, где оно не изменя-
лось. Содержание фенольных соединений в in vitro микропобегах сорта ‘Блюкроп’ 
на 36 день роста превышало таковое 56 дня на 30 %, а флавоноидов – на 20 %, со-
ответственно. В микропобегах сорта ‘Норт Кантри’ в течение всего пассажа коли-
чество этих вторичных метаболитов сохранялось на одном уровне. 

Ключевые слова: голубика, Vaccinium L., клональное микроразмножение, 
рост, фенольные соединения, флавоноиды. 

Сохранения генофонда растений нашей планеты, в том числе в ус-
ловиях in vitro, является одним из приоритетных направлений биотех-
нологии. Особенно важно это в отношении фармакологически ценных 
видов, которые синтезируют вторичные метаболиты, успешно применя-
емые при лечении заболеваний различной этиологии [4, 16, 23]. 

Фенольные соединения – одни из наиболее распространённых ве-
ществ так называемого «специализированного» (вторичного) метабо-
лизма, накапливающиеся практически во всех растительных тканях [5, 
15]. Для них характерно большое структурное разнообразие и различ-
ная функциональная роль. Известно участие фенольных соединений в 
регуляции роста и развития растений, фотосинтеза, дыхания, аллелопа-
тии, защиты от стрессовых воздействий и других процессов [5, 21]. 

Среди дикорастущих ягодных растений большой интерес вызывают 
представители рода Vaccinium L., к числу которых относится голуби-
ка. Эта культура и продукты её переработки успешно используются в 
качестве функциональных продуктов питания, нутрицевтиков и ингре-
диентов для органической косметики [7, 17]. Голубику относят к особо 
рекомендуемым диетическим продуктам и применяют при профилакти-
ке заболеваний сердечно-сосудистой системы, органов дыхания, желу-
дочно-кишечного тракта, новообразований и пр. [19]. В определённой 
степени многие из этих эффектов обусловлены накоплением в различ-
ных её органах фенольных соединений, а именно фенилпропаноидов, 
флавонолов, антоцианов, катехинов, проантоцианидинов [12, 24]. Об-
разование этих метаболитов может быть той «основой», которая опре-
деляет фармакологическую ценность голубики [22].

Сохранения генофонда различных дикорастущих ягодников возмож-
но методами биотехнологии, в том числе за счёт их клонального микро-
размножения в условиях in vitro [2, 6]. Это касается и голубики, работы 
с которой проводятся в лаборатории биотехнологии растений Главного 
ботанического сада им. Н.В. Цицина РАН (Москва) [13]. Получены дан-
ные по оптимизации питательных сред для её роста, проведена оценка 
их эффективности и другим аспектам её размножения [8, 14]. Однако 
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практически нет данных об образовании в in vitro микропобегах голу-
бики фенольных соединений – фармакологически ценных метаболитов 
и факторов устойчивости растений к стрессовым воздействиям [17, 20]. 

Целью работы было изучение растений in vitro, полученных мето-
дом клонального микроразмножения перспективных сортов высокой 
и полувысокой голубики, оценке их микроразмножения, морфофизи-
ологических характеристик и образования фенольных биоантиокси-
дантов, включая флавоноиды.

Объекты и методы. Объектом исследования были культивируемые 
in vitro микропобеги голубики (Vaccinium corymbosum L.) сортов ‘Норт 
Кантри’ (‘North Country’) и ‘Блюкроп’ (‘Bluecrop’) из коллекции ГБС 
РАН. Сорт ‘Блюкроп’ (V. corymbosum cv. Bluecrop) относится к высоко-
рослым представителям голубики, достигающим высоты до 1,6–2,0 м [17]. 
Для этих растений характерен декоративный вид с весны до осени, благо-
даря красивой листве, крупным цветкам и плодам [18].    Сорт устойчив 
к засухе и действию низких температур. Растения сорта ‘Норт Кантри’ 
(V. corymbosum × V. angustifolium cv. North Country) относятся к полувысо-
корослым гибридным сортам голубики (высота до 0,9 м) с коротким перио-
дом вегетации. Благодаря компактному невысокому кусту, они имеют высо-
кую декоративность. Это сорт северный, отлично переносит даже действие 
сильных морозов, устойчив к болезням и не требователен к почвам [17]. 

В качестве исходных эксплантов для клонального микроразмножения 
использовали апикальные и латеральные почки побегов интактных рас-
тений с небольшими участками стебля [14]. Микропобеги выращивали 
на питательной среде Андерсена с добавлением индолил-3-уксусной 
кислоты (1 мг/л) и 2-изопентиладенина (5 мг/л) при 16-часовом фото-
периоде, температуре 23–25 oС, влажности 70 % и освещении 3 000 люкс 
[9]. Длительность пассажа составляла 60 дней. Срок культивирования в 
условиях in vitro – 4 года.

Для исследований использовали микропобеги различного воз-
раста (36 и 56 дней), которые фиксировали жидким азотом и храни-
ли при –70 oС до проведения биохимических исследований.

Оценивали морфологические параметры микропобегов по их внеш-
нему виду (визуальная оценка), высоте (простое измерение), располо-
жению листьев и коэффициенту микроразмножения.

Содержания воды в растительном материале определяли стандарт-
ным методом после их высушивания до постоянной массы в термоста-
те при температуре 70 oС [10].

Фенольные соединения извлекали 96%-ным этанолом из измельчённо-
го после замораживания растительного материала. Гомогенат выдержива-
ли при 45 oС в течение 45 мин, центрифугировали (16 000 об./мин, 15 мин) 
и надосадочную жидкость использовали для спектрофотометрического 
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определения содержания фенольных соединений (реактив Фолина-Чо-
кольтеу) и содержания флавоноидов (2%-ный раствор AlCl3)[3, 11]. Расчёт 
содержания фенольных соединений производили по галловой кислоте, рас-
чёт содержания флавоноидов – по рутину. В экспериментах использовали 
5-кратную биологическую и 3-кратную аналитическую повторность из-
мерений. Статистическую обработку полученных данных осуществляли с 
помощью программ Microsoft Excel 2010 и SigmaPlot 12.2. В таблице пред-
ставлены средние арифметические значения определений и их стандарт-
ные отклонения. Надстрочные символы обозначают достоверность разли-
чий средних значений по t-критерию Стьюдента при р <0.050.

Результаты и их обсуждение. Важным аспектом выращивания 
микропобегов в условиях in vitro является оценка их морфофизиоло-
гических и биохимических характеристик [4, 6, 10]. Как следует из 
представленных на рисунке 1 данных, эффективность микроразмноже-
ния у in vitro растений сорта ‘Норт Кантри’ была выше, чем у сорта 
‘Блюкроп’. Это хорошо прослеживалось по числу формируемых у них 
микропобегов. При этом они отличались по формированию листьев на 
микропобегах: у сорта ‘Блюкроп’ их количество было меньше, а размер 
больше, чем у сорта ‘Норт Кантри’. Эти различия в большей степени про-
являются на 36 день роста (рис. 1А, Б). Следует также отметить, что к кон-
цу выращивания (56 день) листья микропобегов приобретали красноватую 
пигментацию, что, по-видимому, обусловлено накоплением в них антоци-
анов – одних из представителей фенольных соединений. Эта тенденция в 
большей степени была выражена у микропобегов голубики сорта ‘Норт 
Кантри’ (рис. 1В). О повышении содержания антоцианов в листьях расте-
ний на завершающих этапах роста сообщалось в литературе [5].

                                А                             Б                                В 
Рис. 1. Внешний вид in vitro культивируемых 

растений голубики сортов ‘Блюкроп’ (А) и ‘Норт Кантри’ (Б, В), 
полученных методом микроклонального микроразмножения.

 А, Б – возраст 36 дней, В – возраст 56 дней
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Выявлены и некоторые отличия в морфометрических и физиологи-
ческих параметрах микропобегов голубики, выращиваемых в условиях 
in vitro (табл. 1).

Таблица 1
Морфометрические и физиологические 

параметры in vitro микропобегов голубики

Показатель Возраст, 
дни

Сорт
‘Блюкроп’ ‘Норт Кантри’

Высота побега, см
36 2,0 ±0,1a 2,8 ±0,2b

56 2,1 ±0,2a 3,3 ±0,2c

Оводнённость, %
36 74,56 ±0,29a 71,79 ±1,97b

56 72,51 ±0,57b 69,40 ±1,97b

У микропобегов голубики сорта ‘Блюкроп’ прирост сохранялся 
практически на одном уровне в течение всего цикла культивирования, 
тогда как у сорта ‘Норт Кантри’ он повышался на 15 %. Исходя из этих 
данных можно предположить наличие у них низкой пролиферативной 
активности, как это отмечалось и другими авторами [17].

Микропобеги двух сортов голубики, полученные методом клональ-
ного микроразмножения и культивируемые в условиях in vitro несколько 
лет, отличались и по оводнённости тканей (табл. 1). У сорта ‘Блюкроп’ 
она была выше. Большие значения этого показателя отмечены у побегов 
36-дневного возраста по сравнению с 56-дневными. Всё это свидетель-
ствует об отличиях в физиологических параметрах микропобегов двух 
сортов голубики, что ещё раз подтверждает тезис о сохранении/прояв-
лении в условиях in vitro сортоспецифичности исходных тканей [4, 17]. 

Определение содержания фенольных соединений в тканях расте-
ний служит показателем их биосинтетической способности в отноше-
нии эффективности биосинтеза этих вторичных метаболитов [3, 10]. 
Согласно полученным данным, в in vitro микропобегах голубики сорта 
‘Блюкроп’ на 36 день роста оно было значительно выше, чем на 56 день. 
Это свидетельствует о более высокой биосинтетической способности 
молодых микропобегов в отношении биосинтеза этих веществ вторич-
ного метаболизма, по сравнению с завершающими этапами роста (рис. 
2А). Об изменениях в накоплении фенольных соединений по мере он-
тогенеза растительных тканей сообщалось и в литературе [5, 25]. Иная 
тенденция отмечена для микропобегов сорта ‘Норт Кантри’, у которых в 
течение всего периода роста их количество сохранялось на одном уров-
не. В определенной степени аналогичные тенденции характерны и для 
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накопления флавоноидов в микропобегах двух сортов голубики (рис. 
2Б). Однако снижение в их содержании у сорта ‘Блюкроп’ составляло 
20 %, тогда как в отношении фенольных соединений – 30 %. Известно, 
что основными компонентами фенольных комплексов растительных 
тканей являются фенилпропаноиды и флавоноиды [5]. 

А

Б

Рис. 2. Содержание фенольных соединений (А) 
и флавоноидов (Б) в in vitro культивируемых микропобегах 

голубики сортов ‘Блюкроп’ (I) и ‘Норт Кантри’ (II), полученных 
методом микроклонального микроразмножения и выращиваемых 

в течение 36 и 56 дней (тёмный и светлый столбец, 
соответственно)
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Поскольку в микропобегах голубики сорта ‘Блюкроп’ количество фе-
нольных соединений уменьшалось в большей степени, чем количество 
флавоноидов, то можно предположить, что для последних стадий их ро-
ста характерно снижение биосинтеза фенольных соединений и, в большей 
степени, начальных его этапов – биосинтеза фенилпропаноидов [4, 5, 21].

Следует также отметить, что у микропобегов двух сортов голубики, 
длительно выращиваемых в условиях in vitro, на завершающих этапах 
культивирования количество флавоноидов – наиболее распространён-
ных в зелёных тканях растений соединений фенольной природы – прак-
тически равное (рис. 2Б). Это косвенно свидетельствует о сходстве их 
фенольного метаболизма. Это предполагает продолжение исследований 
в этой области, поскольку состав фенольных метаболитов может быть 
использован в качестве критерия систематики и филогении растений [1]. 

Заключение. Всё вышеизложенное свидетельствует о том, что 
клональное микроразмножение растений голубики и их последующее 
культивирование позволяет сохранять ценные генотипы культур про-
мышленного использования в условиях in vitro. Кроме того, эти объ-
екты могут служить основой для фундаментальных исследований по 
оценке способности in vitro культур в отношении накопления различ-
ных вторичных метаболитов, к числу которых относятся фенольные 
биоантиоксиданты – вещества, предотвращающие развитие окисли-
тельного стресса в клетках растений, животных и человека.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Минобрнауки РФ в рамках темы государственного задания 
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Blueberries in vitro: 
мicropropagation, morphometry, content 

of phenolic bioantioxidants 
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Micropropagation, morphometric parameters and accumulation of phenolic 
compounds, including flavonoids, have been studied in in vitro blueberry micro-
shoots (‘North Country’ and ‘Bluecrop’ cultivars). A higher micropropagation 
rate of the ‘North Country’ cultivar has been established in comparison with the 
‘Bluecrop’ cultivar. Differences in the number and size of their leaves are shown. 
There was an increase in the growth of micro-shoots of the ‘North Country’ 
cultivar from 36th to 56th day of cultivation (by 15 %), which is not typical for 
the ‘Bluecrop’ cultivar, where the level of increase did not change. The content 
of phenolic compounds in in vitro micro-shoots of the ‘Bluecrop’ cultivar on the 
36th day of growth exceeded that of the 56th day by 30 %, and of flavonoids – by 
20 %, respectively. In micro-shoots of the ‘North Country’ cultivar, the amount of 
these secondary metabolites remained at the same level throughout the passage.

Key words: blueberry, Vaccinium L., clonal micropropagation, growth, phenolic 
compounds, flavonoids.


