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В результате исследований установлено, 

что коллекционные образцы смородины черной 
в условиях in vitro можно поддерживать в жиз-
неспособном состоянии на специально подоб-
ранных по составу питательных средах. Про-
ведена отработка элементов технологии со-
хранения растений с помощью приемов куль-
тивирования клеток, тканей и органов in vitro, 
что является наиболее безопасной альтер-
нативой для дублетных коллекций большого 
количества культур. Цель работы – разра-
ботка элементов технологии длительного 
coхранения ценных генотипов смородины чер-
ной путем использования осмотически актив-
ных веществ в сочетании с различными тем-
пературными режимами депонирования. Опре-
делены оптимальные условия культивирова-
ния для экплантов смородины черной сорта 

Брянский Агат на среде с добавлением манни-
та в концентрациях 0,45 и 0,75 % при темпе-
ратуре 22–24 оС. Совместное использование 
маннита в указанных концентрациях и темпе-
ратуры позволило сохранить жизнеспособ-
ность растений на уровне 40 %. Сравнитель-
ный анализ влияния различных осмотически 
активных веществ на регенерацию микроче-
ренков показал целесообразность использова-
ния маннита в условиях нормальной скорости 
роста, так как его внесение в питательную 
среду в разных концентрациях повышало жиз-
неспособность эксплантов по сравнению с 
дульцитом в 5–8 раз и контролем – в 2–2,5 
раза. При депонировании в условиях низких по-
ложительных температур 4–6 оС оптималь-
ным источником органического питания ока-
залась сахароза. Жизнеспособность кон-
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трольных образцов была выше (55 %), чем 
опытных (25 %). Таким образом, на модельном 
сорте Брянский Агат смородины черной выяв-
лена возможность сохранения эксплантов на 
протяжении 12 месяцев беспересадочного 
культивирования путем модификации пита-
тельной среды на основе осмотически актив-
ных веществ и температурных режимов. Реа-
лизация морфогенетического потенциала 
культивируемых эксплантов обусловлена ге-
нотипом, составом питательной среды и ус-
ловиями культивирования. В результате оп-
ределения оптимальных условий культивиро-
вания для эксплантов смородины черной сор-
та Брянский Агат были разработаны элемен-
ты технологии сохранения ценных генотипов 
смородины черной в условиях in vitro. 

Ключевые слова: смородина черная, ман-
нит, дульцит, депонирование, жизнеспособность, 
in vitro. 

 
As a result of the studies it was found out that 

the collection samples of black currant in vitro con-
ditions can be maintained in a viable state on spe-
cially selected nutrient media. The elements of 
plant conservation technology were tested using in 
vitro the cultivation of cells, tissues and organs, 
which is the safest alternative for doublet collec-
tions of a large number of cultures. The aim of the 
study was to develop the elements of the technolo-
gy for long-term preservation of valuable genotypes 
of black currant by using osmotically active sub-
stances in combination with various temperature 
conditions of deposition. Optimal cultivation condi-
tions for the explants of black currant variety 
‘Bryansky Agat’ on the medium supplemented with 
mannitol at the concentrations of 0.45 % and 
0.75 % and the temperature plus 22–24 degrees 
Centigrade were determined. The joint use of 
mannitol in indicated concentrations and the tem-
perature allowed maintaining the viability of plants 
at the level of 40–50 %. Comparative analysis of 
the influence of various osmotically active sub-
stances on micrograins’ regeneration showed the 
feasibility of using mannitol under the conditions of 
normal growth rate, since its introduction into the 
nutrient medium at different concentrations in-
creased the viability of explants compared with 
dulcite by 5–8 times and control by 2–2.5 times. 
When deposited under the conditions of low posi-
tive temperatures plus 4–6 degrees Сentigrade, 
sucrose was the optimal source of organic nutrition. 
The viability of control samples was higher (55 %) 

than that of experimental ones – 25 %. Thus, the 
possibility of preserving the explants for 12 months 
of direct cultivation by modifying the nutrient medi-
um based on osmotically active substances and 
temperature conditions was revealed on the model 
variety of black currant ‘Bryansky Agat’. The reali-
zation of morphogenetic potential of cultivated ex-
plants is determined by the genotypes, the compo-
sition of the nutrient medium, and cultivation condi-
tions. Having identified the optimal source of min-
eral nutrition, its concentration and combined with 
the temperature factor, the elements of the tech-
nology for the conservation of valuable genotypes 
of black currant in vitro were developed. 

Keywords: black currant, mannitol, dulcite, de-
positing, vitality, in vitro. 

 
Введение. Совершенствование биотехноло-

гических методов и приемов позволит сохранить 
длительное время растительные объекты и 
создать генетические коллекции в контролируе-
мых условиях среды. Сохранение гермоплазмы 
растений имеют важное значение для междуна-
родного сообщества генетических ресурсов, а 
валидация протоколов среди действующих ге-
нетических банков позволит интегрировать но-
вые технологии в программы генетических ре-
сурсов растений. Использование современных 
биотехнологических приемов, в том числе кло-
нального микроразмножения, позволит решить 
проблему размножения и сохранения генетиче-
ски ценного материала, свободного от патоге-
нов и вредителей [1, 2].  

Методы хранения in vitro растительного ма-
териала включают среднесрочное сохранение в 
условиях медленнорастущей культуры и крио-
консервирование. Для криоконсервации многих 
ягодных культур, включая культурные сорта и 
дикие разновидности смородины черной, ис-
пользуют контролируемое программное замо-
раживание, методы витрификации, инкапсуля-
ции-дегидратации и витрификации-
дегидратации [3, 4]. Результаты проведенных 
исследований в Институте биологии и биотех-
нологии растений Национального центра био-
технологии Республики Казахстан показывают, 
что генофонд гермоплазмы смородины черной 
может быть надежно сохранен в жидком азоте 
как долгосрочная резервная коллекция in vitro в 
дополнение к активной полевой коллекции, под-
держиваемой в помологических и ботанических 
садах [5]. 
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Эффективность размножения и сохранения 
большинства культур методом in vitro во многом 
зависит от состава питательной среды, регуля-
торов роста, генотипа и физических факторов 
(температуры, освещенности и влажности) [6–
8]. Растения R. nigrum, культивируемые in vitro, 
имеют характерные особенности в сравнении с 
другими ягодными культурами (например, 
Rubus idaeus L.). Таким отличием является 
формирование коротких побегов на этапе соб-
ственно размножения при культивировании рас-
тений на питательной среде с цитокининами [9]. 
Модифицированную питательную среду МС 
(Мурасиге и Скуга), дополненную 6-БАП (6-
бензиламинопурином) и ИМК (индолилмасляной 
кислотой) в концентрациях 0,8 и 0,1 мг/л, целе-
сообразно применять для беспересадочного 
хранения эксплантов смородины черной в тече-
ние 3–4 месяцев в межсезонный период [10, 11]. 
Особенностью работ in vitro является разработ-
ка протоколов клонального микроразмножения 
применительно для каждого сорта и генотипа с 
учетом биологических особенностей [12–14]. 
Клональное микроразмножение смородины 
черной является перспективным способом ре-
продукции этой культуры, обеспечивающим вы-
сокий коэффициент размножения и возмож-
ность сохранения эксплантов в генетических 
коллекциях in vitro [15]. 

Смородина черная Ribes nigrum L. – одна из 
самых распространенных ягодных культур в 
России, Украине, Казахстане, Белоруси, Поль-
ше, Нидерландах, Франции и Новой Зеландии 
[16–19] благодаря наличию в ней высоких кон-
центраций широкого спектра биологически ак-
тивных веществ, антиоксидантов, сахаров, ви-
таминов и минеральных компонентов [20].  

Цель исследований. Разработка элементов 
технологии длительного coхранения ценных 
генотипов смородины черной путем использо-
вания осмотически активных веществ в сочета-
нии с различными температурными режимами 
депонирования.  

Материалы и методы. Исследования по со-
хранению эксплантов смородины черной (Ribes 
nigrum L.) сорта Брянский Агат в культуре in vitro 
и определению жизнеспособности микропобегов 
проводили в лаборатории биотехнологии на ба-
зе ФГБНУ «Всероссийский селекционно-
технологический институт садоводства и питом-
ниководства» (ФГБНУ ВСТИСП, г. Москва) в 
2018–2019 гг. в соответствии с методическими 

рекомендациями [21]. Для регенерации эксплан-
тов использовали модифицированную пита-
тельную среду Мурасиге и Скуга (МС): 0,7 мг/л 
6-бензиламинопурина (БАП), 0,1 мг/л индолил-
3-масленной кислоты (ИМК), витаминный ком-
плекс (мг/л): тиамин (В1), пиридоксин (В6), нико-
тиновая кислота (РР) – по 0,5 и аскорбиновая 
кислота (С) – 1,0 мг/л и 8 г/л агар-агара 
(Panreac, Spain), pH 5,7. Экспланты высаживали 
на среду с добавлением соединений маннита и 
дульцита в концентрации 0,45 % (1-й вариант); 
0,75 % (2-й вариант) и 1,05 % (3-й вариант). 
Контроль – среда с добавлением сахарозы 
3,0 %. Жизнеспособность образцов оценивали 
визуально (количество живых и погибших рас-
тений, %) один раз в месяц. 

Работы по изолированию эксплантов прово-
дили в асептических условиях – ламинарных 
боксах Lamsystems (Россия). Питательные сре-
ды автоклавировали при давлении 1.0 атм 
(20 мин) в стерилизаторе ВК-75-01 (Россия). 
Культивирование осуществляли в климатиче-
ской камере КС-200 (Россия) в стандартных ус-
ловиях (22–24 оС, 16-часовой световой день и 
освещенность 3000–5000 люкс); среднесрочное 
депонирование эксплантов – в холодильной ка-
мере Liebherr (Германия) с регулируемой тем-
пературой от 3 до 6 оС, интенсивностью осве-
щения 70–80 мкМ м2 с-1 и фотопериодом 8/16 ч. 
Микропобеги предварительно адаптировали к 
пониженным температурам, в течение двух не-
дель содержали в климатической камере, затем 
экспланты переносили на среднесрочное хра-
нение в холодильную камеру. В опытах по со-
хранению эксплантов учитывали основные фак-
торы, такие как температура, состав питатель-
ной среды и жизнеспособность эксплантов.  

Результаты и их обсуждение. Внесение в 
питательную среду маннита в разных концентра-
циях увеличивало длительность хранения и срок 
жизнеспособности микрорастений смородины 
черной. Спустя 12 месяцев беспересадочного 
культивирования при температуре 22–24 оС жиз-
неспособность эксплантов составила 25–40 % в 
зависимости от концентрации маннита, тогда 
как в контроле – 15 %. Оптимальной оказалась 
концентрация маннита 0,45 %, при использова-
нии которой экспланты дольше сохраняли жиз-
неспособность. В то же время экспланты на пи-
тательной среде с добавлением дульцита по-
гибли в вариантах 2 и 3 спустя 6–9 месяцев 
культивирования (рис. 1). 
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Рис. 1. Влияние сахаров и шестиатомных спиртов на сохранение эксплантов смородины черной 
сорта Брянский Агат при температуре 22–24  оС 

 
В процессе исследований показано, что ис-

пользование осмотических соединений различ-
ной концентрации при температуре 22–24 оС 
значительно увеличивало как период беспере-
садочного культивирования, так и жизнеспособ-
ность эксплантов смородины черной (рис. 2). 
Наблюдения показали, что внесение в пита-
тельную среду маннита в разных концентрациях 
и культивирование при 22–24 оС повышало жиз-
неспособность микрорастений по сравнению с 
дульцитом в 5–8 раз и контролем – в 2–2,5 раза. 

В условиях пониженных положительных тем-
ператур 4–6 оС сохранность микрорастений сор-
та Брянский Агат через 12 месяцев варьировала 
в пределах 25–40 % (маннит) и 5–10 % (дуль-
цит), в то время как в контроле она была выше 
и составляла 50–55 % (рис. 3). Как показали 
наши исследования, добавление в питательную 
среду маннита в концентрации 1,05 % сохраня-
ло жизнеспособность микрорастений на уровне 
40 %. Необходимо отметить, что экспланты, по-
мещенные на среду с дульцитом в условиях 
пониженных температур, хранились дольше в 
вариантах 1 и 2 на протяжении 12 месяцев 

культивирования по сравнению с 3-м вариан-
том, в котором они погибли уже через 9 месяцев 
культивирования. Однако в целом более высокий 
процент живых эксплантов смородины черной 
при температуре 4–6 оС отмечали в контрольном 
варианте на среде с добавлением сахарозы. 

Следовательно, при изучении влияния тем-
пературного режима и минерального состава 
питательной среды на хранение эксплантов 
смородины черной сорта Брянский Агат опре-
делены оптимальные условия культивирования 
на среде с добавлением маннита в концентра-
циях 0,45 и 0,75 % при температуре 22–24 оС. 
Совместное использование маннита в указан-
ных концентрациях и температуры позволило 
увеличить сроки беспересадочного хранения 
микрорастений до 12 месяцев и сохранить жиз-
неспособность растений на уровне 40,0 %. При 
депонировании в условиях низких положитель-
ных температур (4–6 оС) оптимальным источни-
ком органического питания оказалась сахароза. 
Жизнеспособность контрольных образцов была 
выше (50–55 %), чем опытных (25–40 %). 
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Рис. 2. Влияние условий культивирования на жизнеспособность микрочеренков смородины черной 
сорта Брянский Агат (через 11 месяцев депонирования при температуре 22–24 оС) на пита-
тельных средах с различными концентрациями маннита: 1-й вариант (0,45 %), 2-й вариант  

(0,75 %), 3-й вариант (1,05 %), К – контроль (сахароза 3,0 %) 
 

 
 

Рис. 3. Влияние сахаров и шестиатомных спиртов на сохранение эксплантов смородины черной 
сорта Брянский Агат при температуре 4–6 оС 
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Выводы. Для замедления ростовых процес-
сов и сохранения ценных генотипов смородины 
черной сорта Брянский Агат в контролируемых 
условиях in vitro при температуре 22–24 оС в 
состав питательной среды рекомендуется до-
бавлять маннит в пониженной концентрации 
(0,45 %). Жизнеспособность микрорастений со-
хранялась на уровне 50 % через 12 месяцев 
культивирования. При депонировании в услови-
ях низких положительных температур (4–6 оС) 
оптимальным источником минерального пита-
ния оказалась сахароза. Выход жизнеспособных 
эксплантов на питательной среде с сахарозой 
составил до 55 % у сорта Брянский Агат. 
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