
ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2023, № 448

УДК 631.532

КЛОНАЛЬНОЕ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЕ ГИБРИДОВ 
ТОПОЛЯ, ПЕРСПЕКТИВНЫХ ДЛЯ ВЫРАЩИВАНИЯ В 

ВОРОНЕЖСКОЙ ОБЛАСТИ
 О. А. Федорова, П. М. Евлаков, Т. А. Гродецкая 

 ФГБОУ ВО Воронежский государственный лесотехнический университет им. Г.Ф. Морозова 
Поступила в редакцию 05.09.2023 г.

Аннотация. Использование метода клонального микроразмножения ценных генотипов древес-
ных культур дает возможность в сжатые сроки производить высококачественный посадочный ма-
териал для воспроизводства лесов. Среди преимущества метода можно выделить следующие: со-
хранение генотипа и хозяйственно ценных признаков, преодоление проблем, связанных с гибелью 
растений на этапе прорастания, сокращение сроков получения растений,  преодоление зависимости 
от сроков созревания семян и периодов низкого плодоношения. Анализ литературных данных по 
клональному микроразмножению видов Populus позволяет сделать вывод, что для его различных 
форм и даже генотипов необходимы специфические условия для стерилизации эксплантов, про-
ведения процесса мультипликации, ризогенеза, а также укоренения и адаптации к почвенным усло-
виям. Разработана технология клонального микроразмножения 5 перспективных генотипов тополя 
ʻЭС-38ʼ, ̒ Регенератаʼ, ̒ Ведуга, ̒ Осокорьʼ, ̒ Сакрауʼ.  Установлено, что использование коммерческого 
препарата  “Domestos”  в сочетании с мертиолятом и раствором  “Белизна” на этапе введения в 
культуру in vitro позволяет получать 66.7 – 100% стерильных эксплантов тополей. Наиболее полно 
морфогенные свойства растений проявляются на питательных средах WPM и MS, дополненных гор-
монами 6-БАП 0.3 мг/л, ГК 0.2 мг/л. Оптимизированы условия процесса мультипликации: при соот-
ношениях БАП 0.2-0.5 мг/л коэффициент мультипликации изученных генотипов тополя колеблется 
от 5-10 побегов/эксплант.  Использование более высоких концентраций цитокинина (БАП˃0.5 мг/л) 
приводит к  витрификации побегов и  сомаклональной изменчивости. Сформировавшиеся на ста-
дии мультипликации пазушные или индуцированные дополнительные побеги, достигшие высоты 
1.5 – 3 см, необходимо укоренить.  Процесс ризогенеза у изученных генотипов тополя происходит 
на среде без добавления дополнительных гормонов за счет высокого уровня эндогенных ауксинов.  
На 20 сутки  ведения процесса ризогенеза длина отдельных корней достигала 7-8 см. Согласно раз-
работанной  технологии для всех исследуемых генотипов тополя ʻЭС-38ʼ, ʻРегенератаʼ, ʻВедуга, 
ʻОсокорьʼ, ʻСакрауʼ  были получены растения  в культуре in vitro, которые могут быть использованы 
для получения посадочного материала. 
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В последние годы в связи с все более нараста-
ющей проблемой усыхания древесных видов рас-
тений и потерей их продуктивности, остро встает 
вопрос создания новых лесов и улучшения соста-
ва древесных пород в уже существующих [1]. В 
связи с этим важной является проблема обосно-
ванного с научной и практической точек зрения 
подбора ассортимента лесных древесных пород 
с улучшенными наследственными свойствами, 
отличающихся высокими темпами роста, нако-
пления биомассы и потенциалом секвестрации 
углерода. Наиболее перспективным для планта-
ционного выращивания является тополь (Populus 

sp.) [2], который играет важную роль в процессе 
лесовосстановления, особенно на начальных ста-
диях. Использование древесины тополя может 
быть разнообразным: древесина тополя является 
достаточно прочной и долговечной для использо-
вания в строительстве, особенно в малоэтажном 
строительстве, где она может использоваться для 
изготовления каркасов зданий, балок, полов, стен, 
дверей и окон. Кроме того, растения тополя ис-
пользуются для укрепления оврагов, лесомелио-
рации пойм, полезащитного лесоразведения, озе-
ленения городов (мужские экземпляры) и т.д. 

В Воронежском Государственном Лесотехни-
ческом Университете на экспериментальной базе 
был создан большой генетический фонд, состо-
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ящий из отечественных и интродуцированных 
(импортированных) видов, форм, селекционных 
сортов и гибридов тополя, предназначенных для 
использования в массивных, защитных и озеле-
нительных насаждениях в Центрально-Черно-
земном регионе России. Современные биотех-
нологические подходы позволяют эффективно 
использовать результаты селекции и размножать 
высококачественный посадочный материал цен-
ных генотипов древесных растений, которые труд-
но размножать в естественных условиях, с помо-
щью методов клонального микроразмножения 
(культура in vitro) [3,4]. Этот материал использу-
ется для плантационного лесовыращивания, что 
позволяет получать высокие урожаи древесины. 

Анализ литературных источников по росту и 
развитию видов Populus в культуре in vitro свиде-
тельствует о том, что генотип растения оказывает 
значительное влияние на подбор специфических 
условий для индукции, регенерации побегов, их 
доращивания, укоренения и адаптации к почвен-
ным условиям [5-7]. 

Цель настоящего исследования – отработка ус-
ловий получения in vitro культуры наиболее пер-
спективных хозяйственно-ценных генотипов то-
поля с целью дальнейшего получения посадочного 
материала для плантационного выращивания. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объекты исследований - 5 генотипов тополя, 

отличающихся быстрыми темпами роста, секве-
страции углекислого газа, зимостойкостью и за-
сухоустойчивостью:

1. Тополь ʻЭС-38ʼ (ʻВоронежский гигантʼ). 
Получен М. М. Вересиным от скрещивания топо-
ля дельтовидного с тополем бальзамическим [8].

2. Тополь ʻРегенератаʼ. Евроамериканский ги-
брид черных тополей, отобран А. П. Царевым [9]. 

3. Тополь ʻВедугаʼ. Гибрид Populus alba L. × 
Populus alba L. var. bolleana Lauche., получен в 
1976 г. А. П. Царевым [9].

4. Тополь черный ʻОсокорьʼ. Populus nigra
5. Тополь ʻСакрауʼ (Populus × euram ericana 

(Dode) Guinier cv. ’sacrau-59’) . 
Источником материала для эксплантов явля-

ются однолетние неодревесневшие побеги топо-
ля, собранные с середины июня до середины ав-
густа. Процесс стерилизации побегов проводится 
согласно предложенной методики [10]. Подго-
товка побегов включает в себя предварительную 
стерилизацию с использованием коммерческого 
препарата “Domestos” и основного стерилизую-

щего агента - раствора мертиолята. Экспланты 
в асептических условиях помещаются в верти-
кальном или слегка наклонном положении по 
одному в культуральные сосуды с питательной 
средой. Были опробированы 6 вариантов сред: 
WPM (Woody Plant Medium), среда WPM с умень-
шенным в два раза содержанием макросолей (1/2 
WPM) [11], WPM с добавлением 6-БАП (6- бензи-
ламинопурина) 0.3 мг/л, ГК (гибберелловой кис-
лоты) 0.2 мг/л, MS (Murashige and Skoog Medium) 
[12] , 1/2MS, MS с добавлением 6-БАП (6-бен-
зиламинопурина) 0.3 мг/л, ГК (гибберелловой 
кислоты) 0.2 мг/л. Сосуды с растениями выстав-
ляются на стеллажи, на которых поддерживались 
следующие условия климатического режима: 16-
ти часовой фотопериод при освещенности 2-3 
клк, температура 24-26°С. Наблюдения прово-
дятся в течение 4 недель, по прошествии которых 
из пазушной почки формируется основной побег. 
Оценивается число стерильных эксплантов, а так-
же эксплантов, сформировавших основной побег 
из почки. 

Для проведения процесса мультипликации 
(собственно размножение) используются базовые 
среды MS и WPM, дополненные регуляторами 
роста: 6-бензиламинопурин (6-БАП) в концен-
трации 0.2–0.5 мг/л, индолил-3-уксусная кислота 
(ИУК) 0.2 мг/л. Укоренение побегов производится 
на безгормональных средах MS и WPM. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Введение в культуру in vitro взрослых древес-

ных растений - это сложный и непредсказуемый 
процесс. Выбор экспланта в основном зависит от 
используемого способа размножения. Наиболее ча-
сто при введении в культуру in vitro используемый 
эксплант представляет собой: 1) апикальные или 
боковые почки интактного растения в состоянии 
покоя [13, 14]; 2) верхушку или узловые сегменты, 
по крайней мере, с одной пазушной почкой активно 
растущего побега [15]. Вводимый в культуру in vitro 
материал древесных культур содержит на своей по-
верхности микроорганизмы – бактерии, актиноми-
цеты, грибы; некоторые микроорганизмы способны 
колонизировать внутренние ткани растений (эндо-
фитная микрофлора) [16]. Поскольку питательные 
среды, на которых культивируют растения in vitro, 
также идеальны для роста и развития микроорганиз-
мов, культуры растительных тканей должны созда-
ваться и поддерживаться в асептических условиях. 
Кроме того, с возрастом ткани растений теряют спо-
собность к регенерации [17]. Cовременные биотех-

Клональное микроразмножение гибридов тополя
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нологические подходы позволяют успешно решать 
эти проблемы и получать высококачественный по-
садочный материал для плантационного лесовыра-
щивания. Для этого используют побеги тополя, заго-
товленные в летние месяцы. Данные побеги имеют 
оптимальную обсемененность микроорганизмами, 
а также структуру, что повышает эффективность 
стерилизации и вероятность получения асептиче-
ских жизнеспособных культур. Использование зим-
них одревесневших побегов менее эффективно, по-
скольку наличие большого количества эпифитной 
микрофлоры, а также низкой регенерационной спо-
собности эксплантов снижают способность получе-
ния in vitro растений [18].

Результаты исследований показали, что ис-
пользование двухступенчатой стерилизации с 
применением раствора мертиолята [19] позволяет 
получить от 66,7% до 100% стерильных эксплан-
тов у пяти исследуемых генотипов тополя. Отме-
чено, что эффективность стерилизации зависит от 
генотипа растений. Так, более низкие показатели 
по числу стерильных эксплантов у ʻВедугиʼ свя-
заны с особенностями анатомической структуры 
растений – более опушенные побеги затрудняют 
процесс стерилизации. 

Одной из специфических проблем при вве-
дении древесных растений в культуру является 
побурение эксплантов, вызванное выделением 
фенольных веществ. Экспланты тополей склон-
ны выделять нежелательные фенольные вещества 
при первом размещении на питательной среде. 
Данные вещества могут быть фитотоксичными, 
что ведет к некрозу и в конечном итоге, гибели. 
Простым методом предотвращения побурения 
эксплантов является их частая пересадка (каждые 
2–3 дня) на новое место в том же культуральном 
сосуде или в новый сосуд. Мы при введении в 
культуру in vitro тополей рекомендуем добав-
лять в состав питательной среды антиоксиданта - 
аскорбиновую кислоту в концентрации 5 -15 мг/л. 

В процессе введения в культуру in vitro древес-
ных растений помимо получения стерильной куль-
туры необходимо провоцировать рост верхушечной 
или пазушной почек (меристем), поэтому важно оп-
тимизировать состав питательной среды.

При введении в культуру тканей 5 генотипов 
тополя установлено, что наибольшее количество 
стерильных эксплантов, сформировавших основ-
ной побег, получено на средах WPM и MS, допол-
ненных гормонами БАП и ГК (Таблица 1). При 
этом их число колеблется от 57.1 до 95.2 на среде 
WPM и от 47.6 до 95.2 на среде MS. Отмечено, что 
наибольшей регенерационной способностью об-
ладают генотипы тополя ʻСакрауʼ и ʻЭС-38ʼ – до 
95.5% жизнеспособных эксплантов. Установлено, 
что добавление ГК способствует также элонгации 
индуцированных побегов, что приводит к форми-
рованию побегов с хорошим ростом и развитию 
листовых пластинок (Рисунок 1).

Таблица 1
Число стерильных и жизнеспособных эксплантов различных генотипов тополя при введении в культуру in vitro

Генотип

Питательная среда
WPM (БАП 0.3 мг/л,  ГК 0.2 мг/л) MS (БАП 0.3 мг/л,  ГК 0.2 мг/л)

Число стерильных
эксплантов,%

Число стерильных экс-
плантов, сформировавших 

основной побег,%

Число стерильных
эксплантов,%

Число стерильных экс-
плантов, сформировавших 

основной побег,%
ʻСакрауʼ 95.2 95.2 90.5 90.5
ʻЭС-38ʼ 80.9 71.4 95.2 95.2

ʻРегенератаʼ 100 71.4 95.2 66.7
ʻВедугаʼ 71.4 57.1 66.7 47.6

ʻОсокорьʼ 100 66.7 90.5 66.7

Рис. 1. Успешное введение в культуру in vitro  
тополя ʻСакрауʼ на среде WPM, дополненной   
БАП 0.3 мг/л, ГК 0.2 мг/л

На остальных изученных средах (1/2MS, 1/2 
WPM , безгормональные среды MS и WPM) пока-
затель регенерационной способности был низок, 
при этом число эксплантов, сформировавших по-
бег составляло 38.1-57.1%. 

Федорова О. А., Евлаков П. М., Гродецкая Т. А.
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На мультипликацию (собственно размноже-
ние) побеги, полученные на этапе введения, пере-
саживали в культуральные сосуды (10-15 шт/со-
суд) со средой MS или WPM , дополненной 0.3 
мг/л 6-БАП, 0.2 мг/л ИУК. Данные концентрации 
были рекомендованы сотрудниками ФНЦ Биораз-
нообразия ДВО РАН [5], а также проверены эмпи-
рически. В процессе культивирования эксплантов 
тополя на питательных средах, содержащих одно-
временно цитокинины и ауксины, наблюдается 
высокий процент роста пазушных почек. Данный 
факт находит подтверждение в работах ученых их 
Турции, которые при изучении прямого органоге-
неза четырех видов тополей установили, для акти-
вации пазушных почек наиболее оптимальна сре-
да WPM с 0.2 мг/л банзиладенина (БА) 0.01 мг/л 
α-нафилуксусной кислоты (НУК) [20]. Результаты 
наших исследований показали, что использование 
6-БАП в составе питательных сред WPM и MS в 
концентрации выше 0,5 мг/л негативно сказыва-
ется на процессе мультипликации изучаемых ги-
бридов тополя – появляются витрифицированные 
побеги, сомаклональная изменчивость. При опти-
мальных соотношениях БАП 0.2-0.5 мг/мл коэф-
фициент мультипликации тополя колеблется от 
5-10 побегов/эксплант. 

при этом на 20 сутки длина отдельных корней до-
стигала 7-8 см. Для всех исследуемых генотипов 
тополя ʻЭС-38ʼ, ʻРегенератаʼ, ʻВедуга, ʻОсокорьʼ, 
ʻСакрауʼ были получены in vitro растения, пригод-
ные для массового тиражирования и получения 
посадочного материала.

Рис. 2. Культура in vitro тополя ʻЭС-38ʼ на ста-
дии мультипликации

Благодаря высокому уровню эндогенных аук-
синов тополь способен укореняться на среде без 
добавления гормонов. Сформировавшиеся пазуш-
ные или индуцированные дополнительные побе-
ги (достигшие высоты 1.5 – 3 см) изолируем и 
переносим на среду для спонтанного укоренения 
- WPM или MS без гормонов.

У всех испытуемых генотипов тополя процесс 
ризогенеза начинался на 4-10 сутки выращивания, 

Рис. 3. Культура in vitro тополя ʻВедугаʼ на 
стадии укоренения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании проведенного исследования 

можно сделать следующие выводы. Двухстадий-
ная система стерилизации позволяет получать 
66.7 – 100% стерильных эксплантов тополей с 
высокой регенерационной способностью. В ходе 
исследований по введению в культуру пяти ге-
нотипов тополя было показано, что наиболее 
интенсивное развитие первичных пазушных по-
бегов происходит в условиях сред WPM и MS, 
дополненных гормонами БАП 0.3 мг/л, ГК 0.2 
мг/л. Полученные в in vitro культуре микропобеги 
растений тополя ʻЭС-38ʼ, ʻРегенератаʼ, ʻВедуга, 
ʻОсокорьʼ, ʻСакрауʼ пригодны для ведения даль-
нейших стадий мультипликации (собственно раз-
множения) и укоренения с целью дальнейшего 
массового тиражирования и получения посадоч-
ного материала. Мультипликация побегов тополя 
оптимальна при содержании БАП 0.2-0.5 мг/мл, 
ризогенез – на среде без добавления гормонов. 

Исследование проводилось в рамках государственного за-
дания Министерства науки и высшего образования Российской 
Федерации № 1023013000020-6-4.1.2 «Отбор хозяйственно 
ценных и устойчивых к изменению климата древесных куль-
тур, отличающихся высокой биологической продуктивностью 
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и потенциалом секвестрации углерода с учетом региональных 
почвенно-климатическим особенностей для реализации лесо-
климатических проектов (FZUR-2023-0002)».
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CLONAL MICROPROPIATION OF POPLAR HYBRIDS, 
PROMISING FOR GROWING IN THE VORONEZH REGION

O. A. Fedorova, P. M. Evlakov, T. A. Grodetskaya

Voronezh State Forestry University named after G.F. Morozova

Abstract. The use of the method of clonal micropropagation of valuable genotypes of tree crops 
makes it possible to quickly produce high-quality planting material for forest reproduction. Among the 
advantages of the method are the following: preservation of the genotype and economically valuable 
traits, overcoming problems associated with the death of plants at the germination stage, reducing the 
time required to obtain plants, overcoming the dependence on the timing of seed ripening and periods 
of low fruiting. Analysis of the literature data on clonal micropropagation of Populus species allows 
us to conclude that its various forms and even genotypes require specific conditions for sterilization 
of explants, the process of multiplication, rhizogenesis, as well as rooting and adaptation to soil 
conditions. A technology for clonal micropropagation of 5 promising poplar genotypes “ES-38”, 
“Regenerata”, “Veduga”, “Osokor”, “Sakrau” has been developed. It has been established that the use 
of the commercial preparation “Domestos” in combination with merthiolate and “Belizna” solution at 
the stage of introduction into in vitro culture allows one to obtain 66.7 – 100% sterile poplar explants. 
The most complete morphogenic properties of plants are manifested on WPM and MS nutrient media 
supplemented with the hormones 6-BAP 0.3 mg/l, GA 0.2 mg/l. The conditions for the multiplication 
process have been optimized: at BAP ratios of 0.2-0.5 mg/l, the multiplication coefficient of the studied 
poplar genotypes ranges from 5-10 shoots/explant. The use of higher concentrations of cytokinin 
(BAP˃0.5 mg/l) leads to shoot vitrification and somaclonal variability. Axillary or induced additional 
shoots formed at the animation stage and reaching a height of 1.5–3 cm must be rooted. The process of 
rhizogenesis in the studied poplar genotypes occurs on the medium without the addition of additional 
hormones due to the high level of endogenous auxins. On the 20th day of the rhizogenesis process, the 
length of individual roots reached 7-8 cm. The technology of clonal propagation has been developed. 
According to the developed technology, plants were obtained in in vitro culture for all studied poplar 
genotypes “ES-38”, “Regenerata”, “Veduga”, “Osokor” and “Sakrau”, which can be used to obtain 
planting material.

Keywords: poplar, in vitro collection, explants, nutrient medium
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