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Определение регенерационной способности междоузлий 

культуре in vitro рода Betula L. 
 

И.И. КОНЦЕВАЯ 
 

На основании выполненных исследований выявлена межвидовая, внутривидовая, межклоновая и 
внутриклоновая изменчивость по пролиферирующей и органогенной способности у отрезков меж-
доузлий в культуре in vitro рода Betula L. Из органогенных процессов преобладал процесс побего-
образования. Адвентивные почки и побеги формировались только на каллусной ткани. Ризогенез 
на отрезках междоузлий отмечали как напрямую из ткани экспланта, так и из каллусной ткани. 
Клон ч1 березы чернокорой проявил высокую побегообразующую способность на средах, допол-
ненных 6-БАП и зеатином, и на безгормональной среде. 
Ключевые слова: каллусогенез, органогенез in vitro, регенерационная активность, культура in 
vitro, 6-бензиламинопурин, зеатин, междоузлия, береза. 
 
On the basis of the performed studies, interspecific, intraspecific, interclonal and intraclonal variability in 
proliferating and organogenic capacity of internodes segments in vitro of the genus Betula L. was re-
vealed. Of the organogenic processes, the shoot formation process prevailed. Adventive buds and shoots 
were formed only on callus tissue. Rhizogenesis in the internodes segments was noted both directly from 
the explant tissue and from the callus tissue. Clone ch1 of black birch showed a high shoot-forming abil-
ity on media supplemented with 6-BAP and zeatin, as well as on a hormone-free medium. 
Keywords: callusogenesis, organogenesis in vitro, regenerative activity, culture in vitro, 6-benzylaminopurine, 
zeatin, internodes, birch. 
 
Введение. Культура in vitro различных видов рода Betula L. вызывает у исследователей 

большой интерес и находит значительное практическое применение, поскольку позволяет раз-
множать уникальные деревья и выдающиеся насаждения, отбирать ценные мутантные формы, 
гибридные генотипы [1], [2]. Без совершенствования данного метода нельзя представить раз-
витие очень перспективного направления улучшения растений – генетической трансформации. 
Однако для получения трансгенных растений должна быть разработана эффективная система 
регенерации побегов из трансформированных клеток и тканей. Чаще всего для генноинженер-
ных манипуляций в качестве эксплантов используют листья, в меньшей степени - черешки ли-
стьев, междоузлия. Усовершенствование знаний о пролиферирующей и органогенной способ-
ности культуры тканей растений также представляет интерес для получения организмов с из-
мененной плоидностью, сомаклональных вариантов и для микроклонального размножения. 

Для различных видов березы имеются сведения о регенерационной способности листовых 
эксплантов [3]–[11]. Использование же отрезков междоузлий в качестве эксплантов отмечено в 
единичных работах [3], [12]–[14]. Поэтому целью наших исследований явилось оценка пролифе-
рирующей и регенерационной способности отрезков междоузлий различных генотипов березы. 

Материал и методы исследований. Объектами исследования явились клоны 3ф1 и 1б 
березы пушистой (B. pubescens Ehrh.), клоны 31 и 4б березы повислой (B. pendula Roth.), 
клоны 76 и 81 березы карельской (B. pendula Roth.var. carelica Merckl.) и клон ч1 березы чер-
нокорой (B. obscura Kotula ex Fiek.) В качестве эксплантов использовали отрезки междоуз-
лий, вычлененные у одномесячных микрорастений вышеперечисленных клонов. 

Методика работы с эксплантами, прописи питательных сред, этап наблюдения за со-
стоянием и ростом культур, критерии оценки изложены в работе [15]. По литературным дан-
ным, выбранные концентрации цитокининов – наиболее оптимальные для стимулирования 
побегообразующей способности на листьях [3]–[6], [9]–[11]. 

Статистическую обработку полученных результатов исследований проводили с помо-
щью пакета прикладного программного обеспечения Microsoft Excel и «Statsoft (USA) 
Statistica v.7.0» с расчетом выборочной средней и стандартной ошибки среднего. Достовер-
ность различий данных определяли с помощью t-критерия Стьюдента. 
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Результаты исследований и их обсуждение. В течение первых 10 дней культивирования 
не выявлено никаких визуальных изменений на эксплантах. Спустя 20 дней отмечали в боль-
шинстве опытных вариантов увеличение в той или иной степени размеров эксплантов и индук-
цию каллусогенеза. Формирование каллуса наблюдали по краям отрезков междоузлий, в местах 
срезов. В таблице 1 представлены результаты по влиянию гормонального состава среды и гено-
типа экспланта на процесс формирования каллусной ткани на отрезках междоузлий березы. 

 
Таблица 1 – Влияние гормонального состава питательной среды и генотипа экспланта на каллусогенез 
в культуре тканей березы (возраст – 50 дней) 

 

Гормоны, 
мг/л 

Число эксплантов 
с каллусом, % 

Интенсивность роста 
каллуса* 

Морфологические особенности каллуса 

клон 3ф1 березы пушистой 
б/г 0 – – 
Зеатин, 5,0 6,7 1 зеленый, блестящий, гранулированный 
БАП, 2,0 100 1, 2, 3 коричневый, зеленый, блестящий, гранулированный 

клон 1б березы пушистой 
б/г 0 – – 
Зеатин, 5,0 15,0 2 зеленый, блестящий, гранулированный 
БАП, 2,0 90,0 1 кремовый, зеленый, блестящий 

клон 31 березы повислой 
б/г 7,7 1 зеленый, блестящий 
Зеатин, 5,0 30,0 1 кремовый, зеленый, блестящий, гранулированный 
БАП, 2,0 100 2 зеленый, кремовый, блестящий 

клон 4б березы повислой 
б/г 0 – – 
Зеатин, 5,0 100 1 темно-зеленый, блестящий 
БАП, 2,0 100 2 кремовый, зеленый, коричневый, блестящий 

клон ч1 березы чернокорой 
б/г 100 1 кремовый, зеленый, блестящий 
Зеатин, 5,0 100 1 темно-зеленый, кремовый, блестящий, гранулированный 
БАП, 2,0 100 3, 2 кремовый, зеленый, блестящий 

клон 76 березы карельской 
б/г 35,0 1 кремовый, зеленый, блестящий 
Зеатин, 5,0 100 1, 2 зеленый, блестящий 
БАП, 2,0 100 1 кремовый, зеленый, блестящий 

клон 81 березы карельской 
б/г 0 – – 
Зеатин, 5,0 0 – – 
БАП, 2,0 65,0 1 кремовый, зеленый, блестящий 

 
Примечание: *рост каллуса оценен в баллах: 1 – плохой, 2 – хороший, 3 – очень хороший. 

 
Клон 81 карельской березы отличался незначительной каллусогенной активностью, в то 

время как клоны ч1 березы чернокорой, 4б березы повислой, 76 березы карельской характери-
зовались 100 % каллусообразованием на обоих опытных средах. Все экспланты клона ч1 бере-
зы чернокорой на безгормональной среде проявляли способность к недифференцированному 
росту клеток. Рост каллуса варьировал от плохого до, реже, – очень хорошего. Более активный 
рост каллусной ткани у всех изученных генотипов выявлен на среде, содержащей БАП. Ин-
тенсивность каллусообразования существенно снижалась либо была равна нулю при культи-
вировании эксплантов на средах, дополненных зеатином. Наблюдали обычно каллус кремово-
зеленого цвета, блестящий, гранулированный по форме, плотный по консистенции. После суб-
культивирования эксплантов с гормональной на свежую среду, без гормонов, отмечали в ряде 
вариантов опыта появление каллуса коричневого цвета. Наиболее интенсивно каллус такого 
цвета развивался на междоузлиях 3ф1 березы пушистой и 4б березы повислой. 

Каллусные культуры характеризовались большой гетерогенностью по морфологическим ха-
рактеристикам. На одной и той же среде можно было наблюдать несколько морфотипов первич-
ных каллусов по цвету и интенсивности роста. Они возникали как в пределах одного экспланта, 
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так и у разных эксплантов. Интенсивность роста каллуса и его окраска в большей степени зависе-
ли от генотипа экспланта и в меньшей степени – от изученного гормонального состава среды. По-
лученные данные согласуются с результатами, установленными на березе повислой H. Glock с со-
авт. [16], которые предположили, что влияние среды сильно модифицируется генотипом каллуса, 
в то время как генотипические эффекты слабо взаимодействуют с эффектами среды. 

При визуальной оценке эксплантов с новообразованиями констатировали сильный нек-
роз первичных эксплантов у некоторых клонов. От 70 до 100 % некротизированных эксплан-
тов было выявлено на безгормональной среде у клона 3ф1 березы пушистой, клона 31 березы 
повислой, клонов 81 и 76 березы карельской. Также гибель междоузлий отмечали у клона 
3ф1 березы пушистой в 50–80 % на среде с БАП. При изменении окраски тканей отрезков 
междоузлий с кремового цвета на коричневый, сформированные на них каллус и органоген-
ные структуры обычно сохраняли жизнеспособность. 

Органогенную способность эксплантов оценивали спустя 30 культивирования на сре-
дах с гормонами, и спустя еще 20 дней, после дополнительного субкультивирования на среде 
без гормонов во втором пассаже (таблица 2). В первом пассаже на отрезках междоузлий на-
блюдали формирование адвентивных почек, дальнейший рост и развитие которых отмечали 
после субкультивирования на свежую среду. Такая тенденция установлена почти для всех 
изученных генотипов, кроме клона 31 березы повислой. У данного генотипа наблюдали в 
конце первого пассажа каллус, по основным морфологическим параметрам – органогенный, 
но, тем не менее, визуально практически не идентифицировали зоны меристем (обычно на 
это указывает, помимо салатово-зеленой окраски, наличие характерных зеленых точек). 
Только во втором пассаже проходил процесс дифференциации тканей. 

Помимо каллусогенеза, на отрезках междоузлий отмечали формирование двух типов орга-
ногенных структур: адвентивных почек и побегов, и, значительно реже, адвентивных корней. Ин-
дукцию корней наблюдали как из ткани эксплантов, так и на каллусе. На междоузлиях, культиви-
рованных на среде без гормонов, формирования корней не установлено. Небольшое корнеобразо-
вание было выявлено у клонов ч1 березы чернокорой и клона 76 березы карельской на обоих изу-
ченных средах, и у клона 3ф1 березы пушистой на среде, дополненной БАП (таблица 2). 

Регенерацию побегов определяли только из недифференцированной ткани. Аналогич-
ные процессы выявлены другими исследователями на листьях березы повислой [4]–[6]. 

У клона ч1 березы чернокорой побегообразующая способность каллуса была равна 
100 %, независимо от наличия гормонов в среде культивирования. На безгормональной среде 
число почек на экспланте колебалось от 1 до 8, среднее значение составляло 6,8. На средах с 
цитокининами среднее число почек достигало 29–30. Для клона 81 березы карельской на-
блюдали совершенно противоположную картину: междоузлия не проявляли органогенной 
способности при культивировании на апробированных гормональных средах (таблица 2). Ре-
генерационная активность у остальных изученных генотипов в той или иной степени зависе-
ла от гормонального состава среды. 

Определена межклоновая изменчивость по показателю «побегообразующая способ-
ность эксплантов». У всех изученных видов березы между клонами отмечали существенные 
различия. У березы повислой клон 4б, а у березы карельской клон 76 оказались более отзыв-
чивы на апробированные гормональные среды, они обладали хорошими показателями побе-
гообразующей способности по сравнению с другими клонами своего вида. 

Несомненно, БАП оказался более эффективным цитокинином, стимулирующим побе-
гообразование на отрезках междоузлий, чем зеатин (таблица 2). 

 
Таблица 2 – Влияние гормонального состава питательной среды и генотипа эксплантов березы на 
органогенез в культуре тканей (возраст – 50 дней) 

 

Гормоны, 
мг/л 

Число эксплантов, % Среднее число на эксплант Min–max 
с корнями почками почек1 

 
корней 2 число почек 

на эксплант 
длина кор-

ней, см 
клон 3ф1 березы пушистой 

б/г 0 0 – – – – 
Зеатин, 5,0 0 0 – – – – 
БАП, 2,0 33,3 70,0 5,9 ± 1,2*** 2,6 ± 0,8** 5–10 0,1–0,9 
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   Окончание таблицы 2 

клон 1б березы пушистой 
б/г 0 0 – – – – 
Зеатин, 5,0 0 7,5 0,3 ± 0,29 – 2–3 – 
БАП, 2,0 0 90,0 1,7 ± 0,5** – 1–3 – 

клон 31 березы повислой 
б/г 0 0 – – – – 
Зеатин, 5,0 0 26,7 0,27 ± 0,1 – 1–2 – 
БАП, 2,0 0 90,0 4,0 ± 0,8***  1–7 – 

клон 4б березы повислой 
б/г 0 0 – – – – 
Зеатин, 5,0 0 80,0 3,3 ± 0,6*** – 1–7 – 
БАП, 2,0 0 100 7,2 ± 0,6*** – 1–15 – 

клон ч1 березы чернокорой 
б/г 0 95,0 6,8 ± 1,7*** – 1–8 – 
Зеатин, 5,0 40,0 100 30,1 ± 3,3*** 2,4 ± 0,2*** 5–40 1,0–4,0 
БАП, 2,0 15,0 100 29,0 ±1, 2*** 1,3 ± 0,6 5–40 0,1–0,5 

клон 76 березы карельской 
б/г 0 0 - – – – 
Зеатин, 5,0 26,7 100 12,7 ± 1,4*** 3,0 ± 1,4* 8–30 0,5–1,0 
БАП, 2,0 5,0 100 15,1 ± 1,7*** 1,0 ± 0,6 7–30 0,1–0,5 

клон 81 березы карельской 
б/г 0 0 – – – – 
Зеатин, 5,0 0 0 – – – – 
БАП, 2,0 0 0 – – – – 

 
Примечание – 1 от всех эксплантов, 2 от эксплантов с корнями; отличия от контроля значимы при 
*Р < 0,5, **0,1, ***0,01. 

 
Кроме клона 81 березы карельской, у остальных тестируемых клонов при культивировании 

междоузлий на среде, дополненной БАП, частота побегообразования равнялась 70–100 %, среднее 
число почек на экспланте составляло от 2 до 30. В то же время на среде с зеатином эффективность 
побегообразования из каллусной ткани была существенно ниже у большинства изученных клонов. 

По литературным данным, органогенез на каллусе отрезков междоузлий березы повис-
лой был получен на среде, содержащей 1–2 мг/л БАП и 0,5–8,0 мг/л НУК [17]. При тестиро-
вании способности к побегообразованию на листовых эксплантах, междоузлиях и 1-
почечных сегментах, культивированных на среде WPM, дополненной 1,0 мг/л БАП, у 12 
раннецветущих клонов березы повислой отмечали варьирование частоты индукции между 
клонами и по типам эксплантов: у листьев – 80–100 %, у междоузлий – 13–90 %, у узловых 
сегментов – 17–97 % [18]. У тополя при сравнительном изучении эффективности регенера-
ции почек из различных органов микроклонированных растений лучшие результаты были 
получены при использовании междоузлий в качестве эксплантов [19]. 

Анализ литературных данных показывает, что разработка технологии и протоколов 
размножения in vitro для каждого конкретного объекта требует творческого поиска, посколь-
ку способы размножения могут быть специфичными не только для отдельных видов, но и 
генотипов лесных древесных пород [19]–[22], а также зависят от типа экспланта [19], [22]. 
Несомненно, это связано, во-первых, с тем, что в описаниях разработок отсутствуют сущест-
венные детали условий культивирования, во-вторых, с недостаточной изученностью процес-
сов органогенеза в контролируемых условиях в зависимости от факторов среды. Вероятно, 
знание эндогенного статуса донорских растений в годичном цикле их развития позволило бы 
реализовать морфогенетические процессы в культуре тканей. В литературе отмечено, что 
развитие древесных культур in vitro определяется в большой мере взаимодействием двух 
факторов: генотипа и гормонального состава питательной среды [23]–[26]. На основании ис-
следований с ювенильным материалом дуба черешчатого и сосны обыкновенной авторы вы-
сказали предположение, что дальнейшие исследования целесообразно проводить в 2-х на-
правлениях: с одной стороны, выявлять генотипы, обладающие высокой морфогенной реге-
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нерационной способностью, с другой – подбирать условия (в частности, гормональные воз-
действия) для тех клонов, которые представляют определенный селекционный интерес, но 
трудно поддаются культивированию [23]. 

Учитывая вышесказанное, по-нашему мнению, не корректно интерпретировать полу-
ченные результаты категорично и однозначно. Имеется большая вероятность того, что, под-
бирая гормоны в разных сочетаниях и количествах, можно получить положительные резуль-
таты. В своей работе мы изучали только возможность использования отрезков междоузлий в 
качестве эксплантов при работе с культурой тканей березы. 

Выводы. На основании выполненных исследований можно сделать следующие выводы: 
1. Выявлена межвидовая, внутривидовая, межклоновая и внутриклоновая изменчивость 

по пролиферирующей и органогенной способности у отрезков междоузлий. 
2. Из органогенных процессов преобладал процесс побегообразования. Адвентивные 

почки и побеги формировались только на каллусной ткани. Ризогенез на отрезках междоуз-
лий отмечали как напрямую из ткани экспланта, так и из каллусной ткани. 

3. Клон ч1 березы чернокорой проявил высокую побегообразующую способность на 
средах, дополненных цитокининами (6-БАП в концентрации 2,0 мг/л и зеатином в концен-
трации 5,0 мг/л), и на безгормональной среде (соответственно, 29–30 почек/на эксплант, и  
6–7 почек/на эксплант). 
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