
90 

 

УДК 57.085:634.73:547-314 

 

АНАЛИЗ ИЗМЕНЧИВОСТИ  БИОПРОДУКЦИОННЫХ ПАРАМЕТРОВ  

У РЕГЕНЕРАНТОВ VACCINIUM CORYMBOSUM L. IN VITRO  

В ПРИСУТСТВИИ 24-ЭПИБРАССИНОЛИДА 

 

О.А. Кудряшова, А.А. Волотович 

 

УО «Полесский государственный университет» 

 

Введение. Брассиностероиды являются перспективной группой природных регуляторов роста 

растений [1]. По химической природе – это производные оксистероидов с лактонной группой в 

кольце В. Брассиностероиды стимулируют различные физиологические изменения в растительных 

клетках, включающие изменение мембранного потенциала, фотосинтетической и ферментной ак-

тивности, баланса эндогенных фитогормонов [2]. В действии брассиностероидов на рост и разви-

тие растений отмечены также эффекты синергизма с другими фитогормонами, в частности, с аук-

синами [3]. Регуляция роста и дифференцировки растительных клеток, опосредованная брасси-

ностероидами, приводит к усилению реакции геотропизма, удлинению стебля, ускорению разви-

тия листа и роста пыльцевой трубки, дифференциации ксилемы, повышению жизнеспособности 

пыльцы, задерживанию старения листьев, и к повышению устойчивости растений к стрессу [4, 5].  

Голубика высокая (Vaccinium corymbosum L.) – перспективный вид для промышленного куль-

тивирования в условиях Республики Беларусь, особенно в южной агроклиматической зоне страны 

[6]. Клональное микроразмножение видов рода Vaccinium L. рассматривается как один из основ-

ных промежуточных этапов современной технологии ускоренного производства качественного 

посадочного материала в промышленных объемах. В настоящей статье приведены результаты и 

анализ изменчивости биопродукционных параметров у  размножаемых in vitro регенерантов сорта 

«Brigitta blue» голубики высокой, на различающихся по фитогормональному составу питательных 

агаризованных средах. Обсуждаются эффекты 24-эпибрассинолида, 6-(γ,γ-диметил-аллил-амино)-

пурина, индолилуксусной кислоты и их комбинаций на изменчивость ростовых показателей и со-

держание антоциановых пигментов в регенерантах. 

Материалы и методы исследования. Исследования проводили на базе биотехнологической 

лаборатории НИЛ клеточных технологий в растениеводстве УО «Полесский государственный 

университет». 

В качестве объекта исследований использовали размножаемые in vitro регенеранты позднеспе-

лого сорта «Brigitta blue» голубики высокой V. corymbosum L., в количестве не менее 80 регене-

рантов для каждого варианта опыта, в четырехкратной повторности. 

Регенеранты получали в результате культивирования эксплантов (состоящих из двух метаме-

ров) в колбах конических (объемом по 100 мл) с 25 мл стерильной агаризованной, питательной 

среды на микро-, макро- солевой основе WPM [7, 8], содержащей 7,50 мг/л 6-(γ,γ-

диметилаллиламин)пурина и 1,00 мг/л индолилуксусной кислоты, из расчета 20 эксплантов/колбу. 

Кислотность питательной среды (рН) 4,8–5,0. Варианты опыта различались по содержанию 24-

эпибрассинолида и других фитогормонов в составе агаризованной, питательной среды: 

1.  Контроль 1 (общий эталон сравнения) – без фитогормонов;  

2.  Контроль 2 – 7,25 мг/л 6-(γ,γ-диметилаллиламин)пурина (2iP); 

3.  Контроль 3 – 1,00 мг/л индолилуксусной кислоты (ИУК); 

4.  Контроль 4 – 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК; 

5.  0,01 мг/л 24-эпибрассинолида (ЭБ); 

6. 0,05 мг/л ЭБ; 

7. 0,15 мг/л ЭБ; 

8. 0,25 мг/л ЭБ; 

9. 0,50 мг/л ЭБ; 

10. 0,75 мг/л ЭБ; 

11. 0,01 мг/л ЭБ; 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК;  

12. 0,05 мг/л ЭБ; 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК;  

13. 0,15 мг/л ЭБ; 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК; 
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14. 0,25 мг/л ЭБ; 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК; 

15. 0,50 мг/л ЭБ; 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК; 

16. 0,75 мг/л ЭБ; 2,00 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК. 

 

Через 8 недель культивирования на стеллажах световой установки культурального помещения 

биотехнологической лаборатории при температуре +25°С, фотопериоде день / ночь – 16 ч / 8 ч, 

освещенности 6000 лк / м
2
 (4 люминесцентных лампы OSRAM L36W/76 Natura), относительной 

влажности воздуха 70%, анализировали изменчивость массы и высоты регенерантов, коэффициен-

ты размножения (как количество развившихся побегов из одного экспланта – КРП, и как количе-

ство полноценных эксплантов для последующего размножения, получаемое из одного регенеранта 

– КРЭ), содержание собственно антоцианов по методу Л.О. Шнайдмана и В.С. Афанасьевой, 1965 

[9], лейкоантоцианов и суммы антоциановых пигментов по методу F. Swain и W. Hillis, 1959 [10] в 

регенерантах. Содержание лейкоантоцианов рассчитывали как разницу между суммарным содер-

жанием антоциановых пигментов и содержанием собственно антоцианов. 

Единица измерения собственно антоцианов, лейкоантоцианов и суммы антоциановых пигмен-

тов – мг%, т.е. количество мг антоциановых пигментов в 100 г сырой массы регенеранта. 

Общий математический анализ данных проводили по стандартным методам вариационной ста-

тистики [11], с использованием программы статистического анализа данных STATISTICA 6.0 [12]. 

Двухфакторный дисперсионный анализ данных и расчет доли влияния факторов на изменчивость 

исследуемых признаков проводили в программе статистического анализа AB-Stat v.1.0, разрабо-

танной в Институте генетики и цитологии НАН Беларуси [13]. 

Результаты и их обсуждение. Результаты изменчивости анализируемых признаков у регене-

рантов приведены в таблице 1. В соответствии с полученными данными присутствие цитокинина 

2iP в составе питательной агаризованной среды приводило к достоверному и существенному уве-

личению количества побегов и эксплантов во всех исследуемых случаях по сравнению с осталь-

ными (без 2iP) вариантами опыта. Тем не менее, следует отметить тенденцию существенного, в 

отдельных случаях достоверного увеличения показателей коэффициентов размножения с увеличе-

нием концентрации ЭБ в пределах 0,05-0,50 мг/л (варианты 12–15). Наиболее высокие, достовер-

ные при P<0,01 показатели коэффициентов размножения (КРП=6,45 и КРЭ=9,19) наблюдались при 

сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и 0,25 мг/л ЭБ (вариант 14). Следует также отметить тен-

денцию к снижению показателей коэффициентов размножения при сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 

мг/л ИУК и высоких (более 0,50 мг/л) концентраций ЭБ (вариант 16), в то время как показатели 

коэффициента размножения по эксплантам КРЭ возрастали с увеличением концентрации ЭБ в 

пределах 0,01-0,75 мг/л на фоне основы WPM в вариантах опыта 5–10, хотя по величине остава-

лись ниже показателей в вариантах 12–16 (таблица 1). 

Регенеранты в вариантах 5–10 (разные концентрации ЭБ на фоне WPM) по высоте достоверно 

(при P<0,01) превышали регенеранты из вариантов 11–16 (сочетание 2iP, ИУК и разные концен-

трации ЭБ). Наиболее высокими – 2,7 см – были регенеранты из варианта 3 (ИУК на фоне WPM), 

при коэффициентах размножения на уровне контрольного варианта 1 (таблица 1). Следует отме-

тить, что достоверно наиболее низкими (по отношению к контролю) регенерантами отмечались 

варианты с сочетанием 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и разных концентраций ЭБ. Поскольку эти же 

варианты характеризовались наиболее высокими коэффициентами размножения регенерантов, а 

побеги для пассажа черенковали из расчета получения эксплантов, состоящих из 2–3 метамеров, 

можно заключить, что у регенерантов, сформированных в вариантах 12–16, междоузлий было 

больше по количеству, но более коротких по длине. 

Что касается морфологии регенерантов, для вариантов 1, 3, 5–10 были характерны длинные 

одиночные, слегка извилистые побеги с удлиненными междоузлиями и крупными листьями. С 

повышением концентрации ЭБ наблюдалась тенденция изменения окраски стебля от светло-

зеленой и салатово-розовой к малиновой. В варианте 3 (1,00 мг/л ИУК на фоне WPM) у ре-

генерантов формировались корни. Варианты 11–16 характеризовались более высокими показате-

лями количества побегов. При этом побеги обладали короткими междоузлиями и мелкими, удли-

ненными у основания побегов листьями, а также формировали петлеобразные изгибы на границе 

поверхности питательной агаризованной среды. В некоторых случаях у основания побега регене-

ранта формировался «клубок» из узких, удлиненных листьев, напоминающих по форме побег. Ко-

личество «деформированных» регенерантов возрастало с возрастанием концентрации ЭБ. 
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В присутствии 2iP наблюдалась тенденция увеличения массы регенерантов. Единственный, до-

стоверно (при P<0,01) наиболее высокий показатель массы регенеранта (0,043 г) наблюдался при 

сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и 0,15 мг/л ЭБ (вариант 13). 

По содержанию собственно антоцианов, при сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и разных 

концентраций ЭБ наблюдалось достоверное, прямо корреляционное увеличение показателей с 

возрастанием концентрации ЭБ (варианты 11, 12, 14–16). В вариантах 5–10, с увеличением кон-

центрации ЭБ в пределах 0,01-0,75 мг/л на фоне основы WPM содержание собственно антоцианов 

чаще снижалось (достоверно при P<0,05 для варианта 7) по отношению к контролю. По содержа-

нию лейкоантоцианов и по сумме антоциановых пигментов в большинстве случаев наблюдалось 

достоверное, прямо корреляционное увеличение показателей с возрастанием концентрации ЭБ как 

на фоне WPM, так и при сочетании ЭБ с 2iP и ИУК (таблица 1). Наиболее высокие показатели при 

этом отмечены для вариантов 12, 14–16, сочетающих 2iP, ИУК и ЭБ. 

Двухфакторный дисперсионный анализ выявил достоверное (чаще при P<0,01) влияние иссле-

дуемых факторов – состава питательной среды и концентрации 24-эпибрассинолида, а также соче-

тания данных факторов на изменчивость признаков «высота регенерантов» и «коэффициенты раз-

множения/экспланты» (таблица 2). Доля влияния фактора «состав питательной среды» при этом 

превалировала и составляла 51% и 34%, соответственно. На изменчивость признаков «масса реге-

неранта» и «коэффициент размножения/побеги» достоверное влияние оказывал только состав пи-

тательной среды. Доля влияния фактора составила 27% и 83%, соответственно (таблица 2). 

Анализ изменчивости содержания антоциановых пигментов выявил достоверное влияние ис-

следуемых факторов – состава питательной среды и концентрации 24-эпибрассинолида, а также 

сочетания данных факторов на изменчивость всех исследуемых признаков (таблица 3). 

Таким образом,  установлена тенденция существенного, в отдельных случаях достоверного 

увеличения показателей коэффициентов размножения с увеличением концентрации ЭБ в пределах 

0,05-0,50 мг/л, в присутствии 7,25 мг/л 2iP и 1,00 мг/л ИУК. При этом наиболее высокие, досто-

верные при P<0,01 показатели коэффициентов размножения (КРП=6,45 и КРЭ=9,19) наблюдались 

при сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и 0,25 мг/л ЭБ. 

Установлено, что при сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и разных концентраций ЭБ в со-

ставе питательной среды существенно уменьшалась высота регенерантов, но увеличивалось коли-

чество коротких (по длине) междоузлий. 

По содержанию собственно антоцианов, лейкоантоцианов и суммы антоциановых пигментов, 

при сочетании 7,25 мг/л 2iP; 1,00 мг/л ИУК и разных концентраций ЭБ наблюдалось достоверное, 

прямо корреляционное увеличение показателей исследуемых признаков с возрастанием концен-

трации ЭБ. По содержанию лейкоантоцианов и по сумме антоциановых пигментов, в большинстве 

случаев также наблюдалось достоверное, прямо корреляционное увеличение показателей с возрас-

танием концентрации ЭБ на фоне WPM. 

Двухфакторный дисперсионный анализ выявил достоверное (чаще при P<0,01) влияние иссле-

дуемых факторов – состава питательной среды и концентрации 24-эпибрассинолида, а также соче-

тания данных факторов на изменчивость признаков «высота регенерантов», «коэффициенты раз-

множения/экспланты», «содержание собственно антоцианов», «содержание лейкоантоцианов» и 

«сумма антоциановых пигментов». 

По результатам исследований в Национальном центре интеллектуальной собственности Рес-

публики Беларусь зарегистрирована заявка № А20110929 от 04.07.2011 г. о выдаче патента на 

изобретение «Способ повышения содержания антоциановых пигментов в регенерантах сортовой 

голубики высокой Vaccinium corymbosum L. in vitro при использовании 24-эпибрассинолида». 

Авторы выражают благодарность заведующему лаборатории химии стероидов Института био-

органической химии НАН Беларуси, член-корреспонденту НАН Беларуси, д.х.н., профессору В.А. 

Хрипачу за любезно предоставленный для исследований 24-эпибрассинолид. 
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В настоящее время использование в современной медицине лекарств растительного происхож-

дения имеет тенденцию к увеличению. Фитопрепараты имеют ряд преимуществ по сравнению с 

синтетическими средствами, традиционно используемыми в официальной медицине, так как пре-

параты из лекарственных трав не обладают цитотоксичностью и практически не оказывают по-

бочных эффектов на организм человека. 

Однако производство лекарственного сырья требует использования современных технологий 

подготовки и хранения ее семенного фонда. Получение полноценного урожая во многом зависит 

от качества посевного материала, поэтому обработка семян перед посевом является одной из важ-

ных предпосылок рентабельного производства лекарственных культур. 

Один из эффективных способов решения данной задачи – повышение качества посевного мате-

риала с помощью воздействия на семена физическими факторами. Для этого в сельскохозяйствен-

ной практике используют разнообразные приемы предпосевной обработки семян – обогрев, воз-

действие электрических, магнитных и других полей. 

Электромагнитное воздействие (электромагнитное излучение миллиметрового диапазона) ин-

тенсивно изучается уже около четверти века на различных биологических объектах (от бактерий 

до тканей и органов человека). Достоинства применения микроволнового электромагнитного 

поля в сельском хозяйстве, пищевой промышленности, медицине, фармакологии в настоящее вре-

мя определены достаточно ясно. Эти физические методы характеризуются избирательностью пре-

образования электромагнитной энергии в тепловую, большой глубиной проникновения поля, эф-

фективностью и экономичностью. В настоящее время экспериментально установлены режимы об-

работки, эффективные при решении ряда задач – к примеру, дезинфекции семян, стимуляции 

всхожести семян, подавление жизнедеятельности насекомых-вредителей и т.д. Также эксперимен-
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