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РЕЗЮМЕ

В процессе тиражирования и выращивания необходимых объемов in vitro мате-
риала для оригинального семеноводства важное значение имеет период формиро-
вания морфологических структур и достижения микрорастений стандартных ха-
рактеристик. Существующая методика оценки регенерации по количеству дней от
момента размещения микрочеренков на новую питательную среду не позволяет
осуществить плановый подход к составлению и выполнению программы кло -
нального микроразмножения. В статье предложены новые методические под-
ходы к проведению оценки in vitro материала картофеля по основным фазам
развития растений в культуре ткани: интенсивный рост (формирование 2–3
междоузлий), замедленный рост (4–6 междоузлий) и естественное отмирание.
Рекомендуемые элементы по оценке регенерации in vitro проведены на основе
изучения онтогенеза 15 сортов картофеля. Представленные результаты отра-
жают дифференцированный подход сортов к формированию морфологических
структур в процессе тиражирования.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из главных элементов технологического процесса выращивания высокока-
чественного семенного материала в оригинальном семеноводстве картофеля являет-
ся получение исходного материала , свободного от вирусных и других инфекций. Со-
гласно требованиям стандарта исходный материал (микрорастения, микроклубни,
мини-клубни, базовые клоны), предназначенный для получения оригинального се-
менного картофеля, должен быть свободным, прежде всего, от вирусной, вироидной и
бактериальной инфекции в скрытой форме, что должно подтверждаться результатами
лабораторного тестирования с применением метода ПЦР-анализа.

Основой для планирования работ по тиражированию in vitro материала является
приобретение сертифицированных микрорастений. Их ускоренное микроразмноже-
ние осуществляют с помощью черенкования. Размещение экспланта в виде микроче-
ренка на новую питательную среду способствует дифференциации клеток и образова-
нию новых органов. Рост стебля и корней начинается на 3–4 день после посадки, а
период органогенеза и коэффициент размножения зависят от биологических осо -
бенностей размножаемых сортов. Фактор сорта оказывает прямое влияние на ре-
зультативность процесса клонального микроразмножения. В культуре in vitro сорта
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картофеля растут и развиваются по-разному. Их различия заключаются не только по
периоду формирования регенерантов, но и  по количеству сформированных междо-
узлий, образования стебля и развитию корневой системы.

В процессе выполнения исследований в культуре ткани к оценке регенерации кар-
тофеля можно встретить самый разнообразный подход. В большинстве случаев мор-
фогенез in vitro оценивают по истечении определенного периода от момента разме-
щения эксплантов на новую питательную среду. В исследованиях В. Г. Дархановой и
др. (2017) и Н. Н. Чернышевой (2017) приведены данные по оценке морфогенеза in
vitro на 15 и 30 день. В практике Великолукской сельскохозяйственной академии на
протяжении многих лет применяется трехуровневый способ биометрической оценки
регенерантов через каждые 7 дней [9, 10]. Аналогичные подходы к оценке морфогене-
за можно встретить и в других работах [1,14]. По мнению G. A. Khadiga и др. (2015),
морфогенез in vitro зависит от сортовых особенностей, и не все сорта способны сфор-
мировать взрослые регенеранты за 21 день.

В Кемеровском НИИСХ В. П. Ходаева (2009) и Н. А. Лапшинов и др. (2010) оценива-
ли регенерацию in vitro по количеству сформированных междоузлий и высоте расте-
ний. Аналогичную оценку биоматериала в культуре ткани проводили B. Anoop (2009)
и L. Koleva и др. (2012), при этом в полученных результатах авторы указывают, что
максимальное их количество было сформировано на 35–40 день.

Присутствие тенденции использовать наряду с временным фактором и морфоге-
нический для оценки регенерации микрорастений можно встретить и у других авто-
ров. При проведении исследований по определению эффективности воздействия ис-
точника искусственного освещения на процесс регенерации растений в Белорусской
государственной сельскохозяйственной академии Т. В. Никонович и др. (2016) оцени-
вали формирование морфологических структур исключительно по биометрическим
показателям, временной фактор оказался второстепенным. В Сибирском институте
физиологии и биохимии растений Ю. А. Маркова и др. (2008) в качестве основного
индикатора представляют прирост пробирочных растений по высоте и количеству
междоузлий.

Проведенный анализ литературных источников показывает, что в методическом
плане используется разнообразный подход к оценке роста и развития микрорастений .

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Объектом исследований являлись 15 сортов картофеля различных групп спелости.
Опыт проводили в 4-кратной повторности по 20 микрорастений. Микрочеренки в асеп-
тические условия размещали на питательной среде Мурасиге-Скуга модификации
ВНИИ картофельного хозяйства  имени А. Г. Лорха, после чего биоматериал перено-
сили в фитотрон с фотопериодом 16 ч и освещенностью 6–7 тыс. люкс. В наших иссле-
дованиях рост и развитие биоматериала оценивали по трем основным фазам : интен-
сивный рост, замедленный рост и естественное отмирание [5]. Наиболее важной час-
тью формообразовательного процесса является фаза интенсивного роста . Она вклю-
чает два основных этапа: прорастание и образование 2–3 междоузлий.

Фаза замедленного роста наступает при достижении стандартных параметров рас-
тений-регенерантов. К этому моменту они формируют 4–6 междоузлий. Биоматериал
с искривленными стеблями (переросшие микрорастения) не рекомендуется использо-
вать для высадки на субстрат, но они являются вполне пригодными для последующего
черенкования. Диапазон варьирования продолжительности фазы замедленного роста во
многом зависит от сортовых особенностей и условий выращивания в фитотроне.
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Физиологическое старение in vitro материала начинается с фазы естественного
отмирания микрорастений. Ее наступление обычно наблюдается с момента полного
расхода питательной среды.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Рост и развитие экспланта в культуре ткани определяется его регенерационной
способностью. Изучение данного показателя у 15 сортов картофеля различных групп
спелости показало, что формирование морфологических структур находилось в пря-
мой зависимости от сортовых особенностей. К наиболее морфогенным относятся
сорта, формировавшие стандартные регенеранты на 20–25 день от момента посадки
микрочеренков на новую питательную среду. По результатам проведенных наблюде-
ний в данной группе оказались сорта различных групп спелости. Таким образом, уско-
ренным морфогенезом характеризовались сорта Жуковский ранний, Импала, Скарб,
Никулинский, Астерикс и Лорх. Средний период формирования морфологических
структур отмечен на сортах Ред Скарлетт, Гала, Накра, органогенез которых завершал-
ся на 30–35 день пассажа. Поздним морфогенезом характеризовались образцы, у кото-
рых процесс формообразования составил 40 дней, – Удача, Голубизна, Фиолетовый и
Великан (табл.). Проведенный анализ регенерационной способности позволяет отме-
тить, что результативность формирования морфологических структур не зависела от
группы спелости исследуемых сортообразцов.

Одним из главных критериев оценки микрорастений при их использовании в каче-
стве исходного материала и получении мини-клубней является способность сохране-
ния стандартных характеристик. Согласно нормативным требованиям межгосудар-
ственного стандарта стран ЕврАзЭС, к стандартным относятся микрорастения, обра-
зующие не менее 4-х междоузлий темно-зеленого цвета с хорошо развитой листовой
пластиной и корневой системой. Чем дольше растения способны сохранять свои стан-
дартные характеристики, тем практичнее и результативнее проводимая работа по ти-
ражированию биоматериала в культуре in vitro. Фаза замедленного роста исследуемых

Таблица – Онтогенез биоматериала в культуре in vitro, дней

Сорт
Группа

спелости

Интенсивный рост
Замедленный

рост
Физиологическое

старениеПрорас-
тание

2–3 междо-
узлья

Жуковский ранний 3 3–4 12–14 20–25 40–60
Удача 3 5–6 20–21 40–50 60–90
Ред Скарлетт 3 4–5 15–20 30–50 70–100
Импала 3 3–4 12–14 20–25 40–60
Невский 4 3–4 14–15 30–40 50–80
Гала 4 3–4 14–15 30–40 50–90
Романо 4 4–5 20–21 35–45 60–80
Накра 5 4–5 20–21 35–45 60–90
Голубизна 5 4–5 20–21 40–50 70–100
Скарб 5 3–4 14–15 25–35 60–90
Никулинский 6 3–4 14–15 25–35 45–80
Фиолетовый 6 4–5 20–21 40–50 70–100
Великан 6 4–5 20–21 40–50 70–100
Астерикс 6 3–4 14–15 25–35 50–80
Лорх 7 4–5 14–15 25–30 40–60

Примечание. 3 – ранний; 4 – среднеранний; 5 – среднеспелый; 6 – среднепоздний; 7– поздний.
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образцов картофеля зависела от сортовых особенностей. По результатам проводимой
оценки амплитуда ее варьирования у исследуемых сортов составила от 5 до 20 дней. Корот-
кий период соответствия нормативным требованиям отмечен на сортах Жуковский ран-
ний, Импала и Лорх, лучшие показатели – на сортах Фиолетовый и Ред Скарлетт.

В процессе выполнения работ в культуре ткани одним из главных показателей явля-
ется количество сформированных междоузлий. Чем выше их количество, тем больше
регенерантов можно получать при каждом пассаже. Этот показатель также зависит от
сортовых особенностей, а также регулируется внешними и внутренними факторами.
К внешним относится свет, тепло и влажность, к внутренним – физиологический воз-
раст регенеранта и состав питательной среды. Наиболее существенное влияние на
органогенез растений, выращиваемых в пробирочной культуре, оказывает последний
из перечисленных факторов. В современной практике применяется большое разнооб-
разие питательных сред для регенерации эксплантов и ускоренного in vitro тиражиро-
вания. Несбалансированность состава питательных сред может приводить к наруше-
нию процесса формирования почки (геммогенеза), что, в свою очередь, приводит к
снижению интенсивности роста и проявлению разнокачественности (не выравненно-
сти) среди регенерантов после осуществления нескольких циклов черенкования .

Поддержание и хранение образцов в культуре ткани требует регулярного специа-
лизированного контроля биоматериала на идентичность. В процессе долгосрочного
поддержания in vitro коллекций без тщательного соблюдения параметров высадки и
оценки образцов в полевой культуре происходят различные модификации, которые не
всегда можно устранить в процессе выращивания оригинального семенного материала.
Модификации в лабораторных in vitro коллекциях в основном заключаются в смещении
фаз роста и развития, группы спелости, изменения габитуса куста, продуктивности расте-
ний и др. На процесс закрепления модификаций в культуре ткани основное влияние ока-
зывает применение различных нестандартизированных составов питательных сред. При-
сутствие различного видового состава и концентраций рострегулирующих веществ спо-
собствует закреплению данных модификаций в культуре in vitro [7, 8]. Не рекомендуется
использовать для ускоренного размножения in vitro материал сомнительного происхож-
дения. Основополагающим элементом, обеспечивающим сохранение качественных ха-
рактеристик in vitro материала в процессе тиражирования и наращивания объемов мик-
рорастений, является соблюдение программы ускоренного клонального микроразмно-
жения. Плановый подход к выполнению программы способствует получению in vitro
материала гарантированного качества, соответствующего требованиям стандарта.

Основными элементами, способствующими сохранению качества исходного матери-
ала в процессе ускоренного микроразмножения, являются использование сертифициро-
ванных партий микрорастений и строгое соблюдение параметров работы в культуре тка-
ни. Исходный оздоровленный материал в большей степени, чем остальные классы в ори-
гинальном семеноводстве, подвержен заражению различными патологиями. Источника-
ми заражения в большинстве из случаев является многолетняя коллекция сортов in vitro,
которая бесконтрольно поддерживается десятилетиями. Причиной идентификации виру-
сов, бактериозов и вироида веретиновидности клубней картофеля в производимой партии
исходного материала может стать механический перенос инфекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенный анализ литературных источников показывает, что в методическом
плане используется разнообразный подход к оценке роста и развития исходного мате-
риала в виде микрорастений. Рекомендации или методические указания по оценке
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морфогенеза при выращивании необходимых объемов исходного материала для ори-
гинального семеноводства не разработаны. Применение временного фактора, отра-
жающего количество дней от момента посадки микрочеренков на новую питательную
среду, не позволяет объективно оценить и планировать периоды роста и развития раз-
личных сортов картофеля в лабораторных условиях . Развитие эксплантов зависит от
сортовых особенностей, и полная регенерация может варьировать от 20 до 45 дней.
Соответственно подход к составлению программы клонального микроразмножения
также должен быть дифференцированным.

В процессе тиражирования и выращивания оригинального семенного материала
большое значение имеет период соответствия микрорастений требованиям стандарта .
Соответствие микрорастений нормативным требованиям определяется по количеству
сформированных междоузлий, независимо от времени размещения биоматериала на
новую питательную среду. Таким образом, для практического использования в про-
цессе клонального микроразмножения рекомендуется проводить оценку морфогене-
за in vitro по фазам роста. Представленные рекомендации объективно отражают тем-
пы развития и регенерации биоматериала в культуре ткани. Рекомендуемый подход к
оценке материала наиболее практичен для составления программы клонального мик-
роразмножения и выращивания микрорастений с последующей высадкой на субстрат
и получения мини-клубней.
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IN VITRO MORPHOGENESIS ASSESSMENT PARAMETERS IN THE
COURSE OF REPLICATION OF POTATOES INITIAL MATERIAL

SUMMARY

In the course of replication and cultivation of necessary volumes of in vitro material
the period of formation of morphological structures and achievement of microplants of
standard characteristics is important for original seed farming. The existing regeneration
assessment technique by the number of days from the moment of placement of microshanks
on new nutrient medium does not allow to carry out planned approach to drawing up and
implementation of the program of clonal microreproduction. New methodical approaches
to a material in vitro to potatoes assessment  are offered the main phases of development
of plants in the culture of fabric: intensive growth (formation of 2–3 interstices),
the slowed-down growth (4–6 interstices) and natural dying off. The recommended
elements by assessment regeneration in vitro are carried out on the basis of studying of
ontogenesis of 15 potatoes varieties. The presented results reflect the differentiated varieties
approach  to formation of morphological structures in the course of replication.

Key words: potatoes, in vitro material, microplants, morphogenesis, regeneration, varietal
characteristics.


