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Для оптимизации условий медленно  

растущей культуры значительный интерес 

представляет исследование эффективности 

введения в питательные среды различных 

ингибиторов роста (осмотики и т.п.)  

и катионов, в частности кальция.  

В этой связи была поставлена цель –  

выявить влияние кальция и маннита  

на физиолого-биохимические  

параметры гидрангеи крупнолистной  

в медленнорастущей культуре in vitro.  

В статье представлены результаты  
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To optimize the conditions of a slowly  

growing culture, of considerable interest  

is the study of the effectiveness  

of introducing the various growth  

inhibitors (osmotics, etc.) and cations,  

in particular calcium, into nutrient media.  

In this regard, the goal was – to identify  

the effect of calcium and mannitol  

the physiological and biochemical  

parameters of large-leaved hydrangea  

in a slow-growing in vitro culture.  

The results of a study to optimize  
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исследования по оптимизации условий 

культивирования гидрангеи крупнолистной 

(Hydrangea macrophylla Ser.)  

в медленнорастущей культуре in vitro.  

Изучали влияние различных концентраций 

кальция (440-660-880 мг/л)  

при осмотическом стрессе, который  

моделировали путем внесения маннита  

в концентрации 40 г/л в питательную среду. 

Оценивали морфометрические показатели 

растений – высоту микропобега, количество 

листьев на микропобеге, количество  

междоузлий, количество корней, длину 

корней, относительную электропроводность 

листьев и содержание свободного пролина. 

Результаты исследований показали  

возможность беспересадочного сохранения 

в культуре in vitro в течение 4-8 месяцев 

микропобегов и микрорастений гидрангеи 

крупнолистной. Проведенные  

эксперименты выявили способность  

изучаемых растений снижать кинетику  

роста и сохранять жизнеспособность  

при повышенных концентрациях кальция  

в питательной среде (СаCl2 660 и 880 мг/л). 

Показано, что добавление маннита  

в концентрации 40 г/л в питательную среду 

вызывало сильный осмотический стресс  

у растений-регенерантов гидрангеи  

(при длительном культивировании),  

приводя к угнетению роста и развития  

растений, снижению стабильности  

клеточных мембран и накоплению  

свободного пролина. В условиях  

осмотического стресса увеличение  

концентрации кальция в питательной среде 

способствовало более интенсивному  

накоплению свободного пролина,  

что повышало устойчивость микропобегов. 
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the cultivation of large-leaved hydrangea 

(Hydrangea macrophylla Ser.)  

in a slow-growing in vitro culture  

are presented. We studied the effect of various  

concentrations of calcium (440-660-880 mg/L) 

under osmotic stress, which was modeled  

by the introduction of mannitol  

at a concentration of 40 g/L in a nutrient  

medium. The morphometric parameters  

of the plants were estimated as the height  

of the microshoots, the number of leaves  

on the microshoot, the number  

of internodes, the number of roots,  the length 

of the roots, the relative electrical conductivity 

of the leaves, and the content of free proline. 

The results of the studies showed  

the possibility of non-stop preservation  

in culture in vitro for 4-8 months  

of microshoots and microplants  

of large-leaved hydrangea.  

The experiments revealed the ability  

of plants studied to reduce the kinetics  

of growth and maintain viability  

at elevated concentrations of calcium  

in the nutrient medium (CaCl2 660  

and 880 mg/L). It is shown that the addition  

of mannitol at a concentration of 40 g/L  

to the nutrient medium caused a strong  

osmotic stress in hydrangea regenerant  

plants (with prolonged cultivation),  

leading to inhibition of plant growth  

and development, decrease in cell  

membrane stability and accumulation  

of free proline. Under conditions of osmotic 

stress, an increase in the concentration  

of calcium in the nutrient medium contributed  

to a more intensive accumulation  

of free proline, which increased  

in the stability of microprobe. 
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Введение. Создание коллекций растений in vitro связано с рядом тре-

бований, предъявляемых к закладываемому на хранение материалу. Расте-

ния должны быть введены в культуру in vitro, освобождены от патогенов и 

для каждого культивара должны быть оптимизированы способы его мик-

роразмножения [1-3]. По данным Т.А. Крицкой и А.С. Кашина [1], многие 

культуры органов и тканей растений обладают высокой скоростью роста, 

что сопряжено с частыми субкультивированиями. Например, экспланты 

Silene cretacea и Potentilla volgarica во избежание старения культуры необ-

ходимо субкультивировать через 21 день [4]. Частые пересадки могут под-

вергать растения стрессу и потере физиологической стабильности. Поэто-

му разработка методов хранения растений в состоянии замедленного роста 

является перспективным направлением для сохранения генофонда, так как 

способность растений к регенерации может оказаться стабильнее в мед-

ленно растущих культурах [5]. 

Известно, что хранение в условиях замедленного роста позволяет 

поддерживать биологический материал от нескольких месяцев до 2-3 лет 

без субкультивирования, в зависимости от используемой технологии и ви-

да растения [6, 7].  

Существует несколько способов замедления роста культуры. Один 

из способов – внесение в питательную среду ингибиторов роста. Одни из 

них могут оказать осмотическое действие (например, маннит или сорбит), 

а другие имеют гормональную природу (например, абсцизовая кислота 

(АБК)) [2]. Также есть данные, что введение маннита и сорбита позволило 

сохранять жизнеспособность большинства сортов голубики высокой и од-

ного сорта брусники обыкновенной в течение их длительного культивиро-

вания (4 месяца) без пересадок [8]. Некоторые авторы показывают, что до-

бавление сорбита и маннита в концентрации от 50 до 200 ммоль в пита-

тельную среду снижало ростовую активность и увеличивало продолжи-

тельность субкультивирования у разных культур [9, 10]. Однако при высо-
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ких концентрациях эти осмолиты снижали водный потенциал питательной 

среды, что затрудняло поступление воды в растение и создавало физиоло-

гический стресс [11].  

Для оптимизации условий медленнорастущей культуры также значи-

тельный интерес представляет исследование эффективности введения в пи-

тательные среды различных катионов, в частности кальция. Известно, что 

ионы кальция обладают уникальными свойствами и универсальной способ-

ностью проведения самых различных сигналов, оказывающих на клетку 

первичное воздействие (гормоны, патогены, свет, гравитация и т.п.) [12].  

В каждой из известных у растений систем сигнальной трансдукции 

важное значение как вторичный посредник имеют ионы Са2+. Кальций яв-

ляется эффективным регулятором метаболических процессов во всех клет-

ках, где существуют системы, реагирующие на небольшие изменения его 

концентрации [13]. Установлено, что ионы Са2+ имеют важное значение в 

механизме действия фитогормонов – ауксина, АБК и гиббереллинов, в 

функционировании фитохромов и т. п. [14, 15]. 

Кальций, как известно, снижает окислительные повреждения у раз-

личных растений при засухе путем индуцирования антиоксидантной си-

стемы, оказывает влияние на фотосинтез и водно-воздушный режимы, 

накопление стрессовых белков [16-20]. В этой связи была поставлена цель 

– выявить влияние кальция и маннита на физиолого-биохимические пара-

метры гидрангеи крупнолистной в медленнорастущей культуре in vitro. 

 

Объекты и методы исследований. Объектом исследования являлись 

культивируемые в депонированной коллекции (3 года) in vitro растения гид-

рангеи крупнолистной сорта 'Draps Wonder'. Для депонирования в качестве 

исходного материала использовали микропобеги гидрангеи. Культивирова-

ние микропобегов проводили при 16-часовом фотопериоде, температуре 

воздуха +15 ºС±1 ºС, освещении 2000 лк и влажности воздуха 70 %.  
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В эксперименте по оптимизации условий культивирования медлен-

норастущей коллекции использовали различные концентрации хлорида 

кальция (440-660-880 мг/л) и 40 г/л маннита: 

½ MS [21] (контроль);  

В. -1. ½ MS + СаCl2 440 мг/л + маннит 40 г/л;   

В.-2. ½ MS + СаCl2 660 мг/л;  

В.-3. ½ MS + СаCl2 660 мг/л + маннит 40 г/л;  

В.-4. ½ MS + СаCl2 880 мг/л;  

В.-5. ½ MS + СаCl2 880 мг/л + маннит 40 г/л.  

Материал анализировали после четырех месяцев культивирования с 

помощью качественных и количественных показателей эксплантов: высота 

микропобега (см), количество листьев на микропобеге (шт.), количество 

междоузлий (шт.), количество корней (шт.), длина корней (см). Экспери-

менты проводили в трехкратной повторности, в каждой повторности –      

не менее 10 микропобегов. 

Электропроводность измеряли портативным кондуктометром 

ST300C, датчик STCON3, с поверкой (Ohaus). Проводили 4 замера показа-

ний через 0, 60, 120 минут после погружения листьев, а также после кипя-

чения растительной пробы в течение 60 минут. Относительную электро-

проводность раствора рассчитывали по формуле: REC = L1/L2 *100 %,    

где L1- электропроводность через 0 мин, L2 – электропроводность в 

остывшем растворе после кипячения на водяной бане 1 час при 100 оС.  

Содержание пролина в листьях (мг/г свежего листа) оценивали нин-

гидриновым методом [21] на спектрофотометре УСФ-1 при длине волны 

520 нм и пересчитывали с использованием стандартной формулы. Для ста-

тистической обработки полученных результатов использовали программ-

ное приложение Statistica 6.0. 
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Обсуждение результатов.  В исследованиях по замедлению кинети-

ки роста гидрангеи крупнолистной использовали влияние некоторых фак-

торов: наличие в питательной среде различных концентраций хлорида 

кальция и осмотика – маннита. В вариантах наблюдали замедление роста 

эксплантов в 1,4-3,1 раза по сравнению с контролем, где отмечен активный 

рост микропобегов. В таблице даны морфометрические характеристики 

микропобегов и показано влияние на их рост различных концентраций хло-

рида кальция, а также хлорида кальция в соединении с маннитом. 

 

Морфометрические показатели микропобегов  

Hydrangea macrophylla после 4 месяцев депонирования  

(размер исходного микропобега 1,0 см±0,2 мм) 
 

Вариант 

Высота 

микропобега, 

см 

Количество 

листьев, 

шт. 

Количество 

междоузлий, 

шт. 

Количество 

корней, 

шт. 

Длина 

корней, 

см 

½ MS  

(контроль) 
6,3±1,6 6,3±2,3 4,0±0,4 14,7±3,1 5,9±2,4 

½ MS + СаCl2 

440 мг/л + 

маннит 40 г/л 

2,2±0,2 3,1±0,4 2,1±0,1 1,9±0,2 1,9±0,2 

½ MS + СаCl2 

660 мг/л 
3,9±0,4 3,8±0,3 3,2±0,3 7,8±2,3 3,7±0,3 

½ MS + СаCl2 

660 мг/л + 

маннит 40 г/л 

1,8±0,2 3,1±0,2 1,7±0,4 1,4±0,1 1,2±0,2 

½ MS + СаCl2 

880 мг/л 
3,5±0,6 3,7±0,5 2,9±0,4 5,9±1,5 4,7±0,5 

½ MS + СаCl2 

880 мг/л + 

маннит 40 г/л 

2,1±0,5 3,2±0,1 1,9±0,2 1,7±0,2 0,9±0,1 

 

Так, повышение концентрации хлорида кальция в питательной среде 

(660 мг/л и 880 мг/л) не только снижало рост в 1,6-1,8 раз, но оказывало 

существенное влияние на формирование листьев и корней (рис.1). Высота 

побегов на этих средах была 3,9 см и 3,5 см, соответственно, по сравнению 

с контролем 6,3 см. Регенеранты отличались морфологически более насы-

щенной зеленой окраской листьев и уплощенностью побега.  
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                                   а                                              б                                               в 

Рис. 1. Растения гидрангеи крупнолистной с хорошо развитой корневой 

системой после 4 месяцев культивирования на питательной среде ½ MS:  

а – СаCl2 440 мг/л; б – СаCl2 660 мг/л; в – СаCl2 880 мг/л. 

Повышенная концентрация кальция в питательной среде при более 

длительном культивировании (8 месяцев) способствовала снижению роста 

микропобегов в 2,5 раза по сравнению с контролем (рис. 2).  

 

 
 

а б 

Рис. 2. Растения гидрангеи крупнолистной  

после 8 месяцев культивирования на питательной среде ½ MS:  

а – СаCl2 440 мг/л (контроль); б – СаCl2 880 мг/л. 

 

Однако, при осмотическом стрессе, вызванном добавлением в пита-

тельную среду 40 г/л маннита, отмечено ингибирование роста и развития 

побегов, менее выраженное на вариантах с кальцием в концентрации       
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660 мг/л и 880 мг/л (рис. 3). При этом происходило усыхание отдельных 

листьев, но апикальная меристема сохраняла жизнеспособность.  

 

 

а 

 

б 

 

                       в 

Рис. 3. Микропобеги гидрангеи крупнолистной  

через 4 месяца культивирования на питательной среде ½ MS  

с добавлением маннита 40 г/л:  

а – СаCl2 440 мг/л; б – СаCl2 660 мг/л; в – СаCl2 880 мг/л. 

 

Физиолого-биохимические показатели листьев также подтверждали 

положительную роль кальция в культивировании микропобегов гидрангеи 

в стрессовых условиях. В качестве индикаторов состояния микропобегов 

использовали 2 показателя (относительную электропроводность и содер-

жание пролина), которые, по мнению ряда исследователей, являются до-

статочно информативными при изучении ответных реакций на различные 

стрессы [23, 24]. 

К одним из начальных этапов реакции клеток на действие различных 

стрессоров относят изменение состояния мембран, показателем которого яв-

ляется её относительная электропроводность [25, 26]. Мембранная регуляция 

клетки, являясь частью всего комплекса систем регуляции организма, рас-

сматривается как важнейший адаптационный механизм, определяющий со-

хранение жизнеспособности растения, а проницаемость мембран раститель-

ных клеток (интенсивность выхода из тканей электролитов) – показателем 

устойчивости растений к стрессам, в том числе к осмотическому.  
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Исследования показали, что в эксперименте по депонированию 

наибольшей стабильностью клеточных мембран характеризовался вариант 

с концентраций СаCl2 660 мг/л. На фоне добавления маннита (осмотиче-

ский стресс) для всех вариантов опыта отмечено увеличение относитель-

ной электропроводности листьев микропобегов, отражающее снижение 

стабильности клеточных мембран. При этом увеличение концентрации 

кальция в питательной среде в полтора и два раза приводило к разному 

эффекту: увеличению или снижению относительной электропроводности, 

соответственно (рис. 4).  

 

 

 

Рис. 4. Относительная электропроводность микропобегов гидрангеи,  

культивируемой in vitro при осмотическом стрессе  

в сравнении с контролем (без маннита) 

 

Известно, что при стрессе отмечается возрастание активности гидро-

литических процессов, которое ведет к накоплению стрессовых метаболи-

тов, например, такого низкомолекулярного осмотически активного соеди-

нения, как пролин, который способен образовывать гидрофильные коллои-

ды, что защищает белки от денатурации при различных стрессах [27].  
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Для микропобегов гидрангеи при осмотическом стрессе также отме-

чено увеличение содержания свободного пролина, как результат адаптации 

(рис. 5). При этом на вариантах с увеличенными концентрациями кальция 

в питательной среде содержание пролина было значительно выше. Соот-

ношение содержания пролина (после стресса/до стресса), которое отражает 

интенсивность накопления этого вещества и рассматривается как показа-

тель устойчивости, также было выше на вариантах с полуторной и двойной 

концентрациями кальция.  

 

 

Рис. 5. Содержание пролина в листьях растений-регенерантов гидрангеи, 

культивируемых на средах с различными концентрациями  

хлорида кальция в отсутствии (контроль) или присутствии маннита (40 г/л) 

 

Выводы. Результаты исследований показали возможность беспереса-

дочного сохранения в культуре in vitro в течение 4-8 месяцев микропобе-

гов и микрорастений гидрангеи крупнолистной. Проведенные эксперимен-

ты выявили способность растений снижать кинетику роста и сохранять 

жизнеспособность при повышенных концентрациях кальция в питательной 

среде (СаCl2 660 и 880 мг/л).  
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Добавление маннита в концентрации 40 г/л в питательную среду вы-

зывало сильный осмотический стресс у растений-регенерантов гидрангеи 

(при длительном культивировании), приводя к угнетению роста и развития 

растений, снижению стабильности клеточных мембран и накоплению сво-

бодного пролина. В условиях осмотического стресса увеличение концен-

трации кальция в питательной среде способствовало более интенсивному 

накоплению свободного пролина. Относительная электропроводность ли-

стьев при внесении повышенных концентраций кальция не изменялась 

(СаCl2 880 мг/л) или увеличивалась (СаCl2 660 мг/л), что не позволило сде-

лать однозначных выводов о роли кальция в развитии процессов липопе-

роксидации в мембранах. 
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