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Реферат. Монарда двойчатая (Monarda didyma L.) является лекарственным, 

пряно-ароматическим и эфиромасличным растением семейства Lamiaceae. Листья и 

соцветия монарды отличаются высоким содержанием эфирного масла – до 3,0 %. 

Его наиболее ценные компоненты (тимол и карвакрол) обусловливают высокую 

бактерицидную, фунгицидную, противовоспалительную и антигельминтную 

активность, что способствует применению этого растения в медицине. 

Растительное сырье монарды также используют в косметологии и кулинарии. 

Известно, что клональное микроразмножение позволяет ускорять селекционный 

процесс, получать генетически однородный и оздоровленный посадочный материал, 

создавать коллекции in vitro ценных образцов и сортов. Цель исследования – изучение 

влияния состава питательной среды и типа экспланта на развитие микропобегов на 

первом этапе микроразмножения M. didyma in vitro. Исследования проводили в 

лаборатории биотехнологии в 2020–2021 гг. В результате экспериментов получены 

данные о морфогенезе двух типов эксплантов при их культивировании на 14-ти 

вариантах питательной среды Мурасиге и Скуга (МС). Анализ влияния гормонального 

состава среды на морфометрические показатели эксплантов показал преимущество 

использования в качестве регулятора роста кинетина по сравнению с 6-

бензиламинопурином и тидиазуроном. Установлено, что оптимальной питательной 

средой на этапе введения является среда МС с 1,0 мг/л кинетина, на которой получено 

2,9 микропобегов на эксплант длиной 2,7 см с 2,2–2,9 узлами. При сравнении 

морфогенетического потенциала двух типов эксплантов (верхушек побегов и 

сегментов стебля с узлом) не выявлено существенных различий по количеству побегов 

на эксплант и их длине. Показано, что на средах с кинетином и на безгормональной 

питательной среде происходило корнеобразование с частотой 42,1–60,6 %. Результаты 

исследований являются основой для разработки методики клонального 

микроразмножения M. didyma. 
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Введение 

Монарда двойчатая (Monarda didyma L.) – многолетнее травянистое растение 

семейства Lamiaceae, высотой 65–120 см. Надземные части растения содержат до 3 % 

эфирного масла, которое сосредоточено в основном в листьях и соцветиях. Благодаря 

широкому фармакологическому спектру действия монарда может использоваться как 

бактерицидное, противовирусное, противогрибковое, противомикоплазменное, 

антигельминтное, антисклеротическое, противоонкологическое, противовоспалительное 
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и обезболивающее средство [1–6]. Экстракты и эфирное масло монарды применяют 

при инфекционных заболеваниях верхних дыхательных путей и легких, а также при 

воспалениях слизистой оболочки полости рта и носоглотки. Кроме того, ряд 

исследователей отмечают седативное действие на центральную нервную систему, 

усиление действия антибиотиков и стимулирование регенерации поврежденных 

покровов кожи при использовании эфирного масла этого растения. Некоторые ученые 

в своих работах описывали высокую антиоксидантную активность эфирного масла 

монарды, которое способствовало нормализации ферментных окислительно-

восстановительных реакций [7]. Есть сведения о его выраженном 

иммуномодулирующем действии. Монарда может быть востребована в качестве 

натурального ароматизатора, консерванта и антиоксиданта в пищевой и в 

ликёроводочной промышленности [1]. 

В ФГБУН «НИИСХ Крыма» проводят селекционную работу по получению 

новых сортов монарды, в процессе которой необходимо быстро размножить 

перспективные образцы, обладающие комплексом полезных признаков [8]. 

Клональное микроразмножение является одним из наиболее востребованных 

биотехнологических приемов, который позволяет в более короткие сроки размножить 

в условиях in vitro селекционный материал в необходимом количестве для его 

дальнейшего изучения. Кроме того, широкое использование этой технологии на 

практике обусловлено оздоровлением растений от различных инфекций, получением 

генетически однородного посадочного материала и возможностью депонировать 

ценные образцы в виде медленно растущих коллекций in vitro [9]. В настоящее время 

активно разрабатывают и используют биотехнологические приемы для 

микроразмножения и сохранения ряда эфиромасличных культур [10–12]. В 

большинстве литературных источников, касающихся Monarda didyma L., 

представлены данные об изучении биохимического состава эфирного масла [13–17] 

или об интродукции этого растения [18]. В доступной литературе имеются лишь 

фрагментарные сведения о микроразмножении некоторых видов монарды [3]. Так, J. 

Žiarovska et al. провели исследования по оптимизации условий ПЦР для RAPD анализа 

размноженных in vitro растений M. didyma для выявления их генетической 

стабильности после субкультивирования [19]. 

Цель исследований – изучение влияния состава питательной среды и типа 

экспланта на развитие микропобегов на первом этапе клонального микроразмножения 

Monarda didyma L. 

Материалы и методы исследований 

Материалом для исследований служили ткани и органы растений монарды 

двойчатой (Monarda didyma L.) из коллекции эфиромасличных, пряно-ароматических 

и лекарственных растений [https://ckp-rf.ru/usu/507515] ФГБУН «НИИСХ Крыма». 

Исследования проводили в лаборатории биотехнологии в 2020–2021 гг. Исходные 

растения выращивали в условиях закрытого грунта. В работе использовали 

общепринятые методы культуры органов и тканей растений [20]. В качестве 

первичных эксплантов использовали верхушки побегов (ВП) и сегменты стебля с 

узлом (У) длиной 8–10 мм. Для стерилизации растительного материала использовали 

следующие антисептики: этанол («Росспиртпром», Россия); «ДезТаб» – 43 % 

С3О3N3Cl3, 20 % NaС3О3N3Cl2 («Ахлор Донге ЛТД», КНР). Экспланты культивировали 

на различных модификациях питательной среды Мурасиге и Скуга (МС) [21] с 

добавлением тидиазурона (ТДЗ), гибберелловой кислоты (ГК3), кинетина (Кин), 6-

бензиламинопурина (БАП), β-индолил-3-масляной кислоты (ИМК), β-индолил-3-

уксусной кислоты (ИУК). Культивирование проводили при температуре 24–26 °С, 

относительной влажности воздуха 70 % и освещенности 2–3 тысячи люкс с 

фотопериодом 16 часов. Анализ морфометрических параметров развивающихся 
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эксплантов проводили на 30 сут. При этом определяли количество и длину побегов, 

количество узлов на побег, количество витрифицированных побегов, частоту 

ризогенеза (количество побегов с корнями в % от общего числа культивируемых), 

количество и длину корней. Коэффициент размножения рассчитывали как 

произведение количества побегов (на эксплант) на число узлов на побеге. В статье 

использовали два показателя коэффициента размножения: теоретический (ТКР – с 

учетом витрифицированных побегов) и фактический (ФКР – без учета 

витрифицированных побегов). 

В каждом варианте опыта анализировали не менее 20 эксплантов, повторность 

опыта двух–трехкратная. Статистическую обработку данных проводили согласно 

стандартным методам, с использованием пакета программ Microsoft Office (Excel 

2010). В таблицах представлены средние значения определений и их стандартные 

ошибки, а на графиках – средние значения и доверительные интервалы. 

   Результаты и их обсуждение  

В ходе экспериментов подобраны условия получения асептической культуры 

растительного материала монарды. Установлено, что для оптимальных результатов 

(88,2 % стерильных эксплантов и 85,5 % жизнеспособных эксплантов) необходимо 

использовать последовательную стерилизацию 70 % этанолом (40 сек) и 0,3 % раствором 

препарата «ДезТаб» (10 мин).  

При введении в культуру in vitro эксплантов (сегментов стебля с узлом или 

верхушек побегов) через одну–две недели наблюдали развитие основного или 

пазушных побегов, а также индукцию адвентивных почек и побегов. Одним из 

главных условий для эффективного формирования дополнительных побегов является 

состав регуляторов роста в питательной среде.  

В данной работе представлены результаты анализа влияния состава 14 

модификаций среды МС, различающихся составом и концентрацией цитокининов и 

ауксинов (рисунок 1, таблица 1).  

 

 
Рисунок 1 – Влияние состава питательной среды на количество 

 развиваюшихся эксплантов при культивировании M. didyma на этапе введения 

in vitro 
 

Примечание. Здесь и далее: состав питательных сред указан в таблице 1.  

 

В процессе исследований выявлено, что на питательных средах, содержащих 

ГК3 (Т45) или кинетин (отдельно или совместно с ГК3, ИУК, ИМК), а также на среде 
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без регуляторов роста получено наибольшее количество развивающихся эксплантов 

(87,3–98,0 %). Вместе с тем, при культивировании эксплантов на питательных средах, 

дополненных ТДЗ и БАП, этот показатель снизился в 1,1–2,1 раза (см. рисунок 1).  

Изучение влияния гормонального состава на морфометрические показатели 

эксплантов на этапе введения показало, что максимальное количество побегов на 

эксплант получено на питательных средах с БАП и ТДЗ (см. таблица 1).  Так, 

питательные среды, содержащие ТДЗ, позволили увеличить этот показатель в 1,1–3,2 

раза, а с БАП – в 1,5–2,8 раза по сравнению со средами, в состав которых входил один 

цитокинин кинетин. 

Анализ влияния состава регуляторов роста на длину эксплантов показал, что 

культивирование на средах с кинетином, ГК3 (Т45) и на безгормональной питательной 

среде способствовало увеличению длины микропобегов до 2,2–3,1 см. При этом 

использование в качестве цитокинина БАП снижало длину эксплантов до 2,0–2,1 см, 

ТДЗ – 1,0–1,6 см по сравнению со средой без регуляторов роста или с добавлением 

кинетина. Подобная тенденция отмечена и при изучении влияния регуляторов роста 

на количество узлов на побеге.   

 

Таблица 1 – Влияние состава питательной среды на развитие эксплантов  

при введении в культуру in vitro M. didyma  
№ питательной 

среды 

Регуляторы роста в среде МС, 

мг/л 

Количество побегов, 

шт. на эксплант 

Длина побега, 

см 

Количество узлов, 

шт. на побег  

БГ – 2,0 ± 0,2 3,0 ± 0,3 2,1 ± 0,2 

Т5 Кин – 1,0 2,9 ± 0,2 2,7 ± 0,3 2,0 ± 0,2 

Т17 Кин – 1,0 + ГК3 – 1,0 2,6 ± 0,2 2,4 ± 0,2 1,5 ± 0,2 

Т14 Кин – 1,0 + ИУК – 0,5 2,5 ± 0,3 2,5 ± 0,3 1,8 ± 0,1 

Т39 Кин – 1,0 + ИМК – 0,5 2,4 ± 0,2 2,8 ± 0,5 2,2 ± 0,3 

Т2 БАП – 1,0 4,4 ± 0,5 2,0 ± 0,2 1,7 ± 0,2 

Т49 ТДЗ – 1,0 3,2 ± 0,3 1,6 ± 0,2 1,4 ± 0,1 

Т45 ГК3 – 1,0 1,7 ± 0,1 3,1 ± 0,4 2,1 ± 0,2 

Т23 Кин – 3,0 3,0 ± 0,2 2,9 ± 0,3 2,1 ± 0,3 

Т67 Кин – 1,0 + ТДЗ – 0,5 4,6 ± 0,6 1,3 ± 0,2 1,4 ± 0,2 

Т68 Кин – 1,0 + БАП – 1,0 5,9 ± 0,6 2,1 ± 0,2 1,8 ± 0,1 

Т29 ТДЗ – 1,0 + ГК3 – 1,0 7,7 ± 0,9 1,0 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Т22 БАП – 1,0 + ИУК – 0,5 4,4 ± 0,3 2,1 ± 0,3 2,0 ± 0,3 

Т15 БАП – 1,0 + ГК3 – 1,0 4,7 ± 0,4 2,0 ± 0,2 2,1 ± 0,3 

 

На рисунке 2 продемонстрировано развитие эксплантов M. didyma на различных 

питательных средах на 30 сут культивирования. Так, видно, что среды с БАП и ТДЗ 

стимулировали активное адвентивное побегообразование у эксплантов, а среда с 

кинетином позволила получить большую длину побегов. 

Следует отметить, что при культивировании эксплантов на питательных 

средах, содержащих БАП и ТДЗ, часть образовавшихся побегов были оводненными 

(17,4–50,5 %), что, в свою очередь, значительно снижало количество побегов, которые 

можно использовать для дальнейшего микроразмножения. О витрификации побегов 

при микроразмножении отдельных видов растений упоминается в работах некоторых 

ученых [22–26], которые связывают такие физиологические, морфологические и 

анатомические изменения развития растений in vitro c низкой эффективностью 

фотосинтеза и нарушением работы устьичного аппарата. Это может быть обусловлено 

высокой влажностью и избытком сахаров или минеральных веществ у растений при 

культивировании in vitro. Для более корректной оценки эффективности использования 

цитокининов у монарды на этапе введения в культуру in vitro мы рассчитывали два 

показателя коэффициента размножения: теоретический (с учетом витрифицированных 

побегов) и фактический (без учета витрифицированных побегов). 
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Рисунок 2 – Развитие эксплантов M. didyma на первом этапе клонального 

микроразмножения на питательной среде МС с 1 мг/л Кин (А), 1 мг/л БАП (Б) 

 и 1 мг/л ТДЗ (В) 

 

В результате изучения влияния гормонального состава питательной среды на 

коэффициент размножения показано, что при использовании ТДЗ или БАП совместно 

с ГК3 и ИУК (среды Т15, Т22 и Т29) происходило значительное повышение 

теоретического коэффициента размножения (в 1,4–2,4 раза) по сравнению с 

применением в составе среды кинетина (рисунок 3). Однако на этих питательных 

средах частота образования оводненных побегов была высокой (29,4–50,5 %). При 

этом на всех питательных средах, содержащих в качестве цитокинина кинетин, это 

нежелательное явление не выявлено. 

 

 
Рисунок 3 – Влияние состава питательной среды на коэффициент  

размножения M. didyma 
  

Примечание. ТКР – теоретический коэффициент размножения, ФКР – фактический коэффициент 

размножения.  

 

Следует отметить, что культивирование на содержащих кинетин питательных 

средах позволило получить темно-зеленые микропобеги с большим количеством узлов 

и таким образом размножать M. didyma, используя два метода – микрочеренкования и 

индукции адвентивных побегов. Поэтому для лучшего развития эксплантов и 
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последующего размножения на этапе введения необходимо использовать питательную 

среду МС, содержащую 1,0 мг/л кинетина.  

Изучение влияния типа экспланта на морфометрические показатели эксплантов 

на этапе введения в культуру in vitro показало, что сегменты стебля с узлом и 

верхушки побегов не имели существенных различий при культивировании на 

большинстве питательных сред. При культивировании на питательной среде с БАП из 

верхушек побегов было получено в 1,4 раза больше побегов на эксплант, чем из 

сегментов стебля с узлом (рисунок 4). При сравнении длины побегов при 

культивировании разных типов эксплантов отмечена тенденция увеличения этого 

показателя при использовании верхушек побега (рисунок 5). 

 

 
Рисунок 4 – Влияние типа экспланта и состава питательной среды на количество 

побегов на эксплант при введении M. didyma в культуру in vitro 

 

 
 Рисунок 5 – Влияние типа экспланта и состава питательной среды на 

длину побега при введении M. didyma в культуру in vitro  

 

При сравнении коэффициентов размножения у изучаемых эксплантов на 

оптимальной питательной среде (T5) существенных различий не отметили. В связи с 

этим использование двух типов эксплантов целесообразно для клонального 

микроразмножения монарды, так как позволяет получить больше эксплантов с одного 

растения и быстрее размножить ценные образцы.  

Установлено, что на питательных средах, изученных на этапе введения в 

культуру in vitro, было отмечено корнеобразование у микропобегов с частотой до 60,6 

% (таблица 2). Максимального значения этот показатель достигал при 

культивировании на питательной среде без регуляторов роста. Из трех используемых 
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цитокининов наибольшая частота ризогенеза была получена при введении в состав 

среды кинетина. Так, культивирование на питательных средах с кинетином увеличило 

частоту ризогенеза в 1,6–2,2 раза по сравнению с БАП. Наименьшая частота 

корнеобразования была на питательных средах с добавлением ТДЗ и ГК3  (до 17,6 %). 

 

Таблица 2 – Влияние состава питательной среды на укоренение  

микропобегов M. didyma при введении эксплантов in vitro 
№ питатель-

ной среды 

Регуляторы роста в среде 

МС, мг/л 

Частота 

корнеобразования, % 

Количество корней, 

шт. на эксплант 
Длина корня, см 

БГ – 60,6 ± 5,6 3,5 ± 0,3 2,3 ± 0,2 

Т5 Кин –1,0 50,0 ± 4,5 4,0 ± 0,4 3,4 ± 0,3 

Т17 Кин –1,0 + ГК3 – 1,0 7,2 ± 1,3 3,2 ± 0,4 2,8 ± 0,3 

Т14 Кин –1,0 + ИУК–0,5 42,1 ± 4,4 2,8 ± 0,4 2,5 ± 0,3 

Т2 БАП –1,0 26,3 ± 2,6 2,4 ± 0,2 2,3 ± 0,2 

Т49 ТДЗ – 1,0 17,6 ± 2,0 1,8 ± 0,2 2,0 ± 0,2 

Т45 ГК3 – 1,0 3,8 ± 3,4 2,2 ± 0,2 2,5 ± 0,2 

Т23 Кин – 3,0 47,1 ± 4,5 3,3 ± 0,3 2,5 ± 0,3 

Т67 Кин – 1,0 + ТДЗ – 0,5 0 0 0 

Т68 Кин – 1,0 + БАП –1,0 50,3 ± 4,6 3,1 ± 0,4 2,6 ± 0,3 

Т29 ТДЗ – 1,0 + ГК3 – 1,0 0 0 0 

Т39 Кин – 1,0 + ИМК – 0,5 57,1 ± 5,6 3,2 ± 0,4 3,4 ± 0,4 

Т22 БАП – 1,0 + ИУК – 0,5 20,0 ± 2,3 2,1 ± 0,2 1,5 ± 0,2 

Т15 БАП – 1,0 + ГК3 – 1,0 16,7 ± 2,2 1,1 ± 0,1 1,3 ± 0,1 

 

При анализе зависимости количества и длины корней от гормонального состава 

питательной среды также отмечена тенденция повышения этих показателей при 

использовании кинетина и среды без регуляторов роста по сравнению с 

использованием БАП и ТДЗ. Это может позволить исключить специальный третий 

этап микроразмножения, объединив этап собственно микроразмножения с этапом 

ризогенеза. Такая возможность выявлена и у некоторых других видов эфиромасличных 

растений [11, 12]. 

Выводы 

В результате исследований выявлены особенности морфогенеза эксплантов M. 

didyma на первом этапе клонального микроразмножения in vitro в зависимости от 

состава регуляторов роста в питательной среде и типа экспланта. Выявлено, что 

применение трех типов цитокининов по отдельности при введении в культуру in vitro 

вызывало разные морфогенетические реакции эксплантов. Показано, что БАП и ТДЗ 

стимулировали адвентивное побегообразование у основания эксплантов, однако 

большая часть образовавшихся микропобегов была оводненной (17,4–50,5 %). 

Установлено, что использование в качестве цитокинина кинетина способствовало 

увеличению длины побегов в 1,2–3,0 раза по сравнению с применением БАП или ТДЗ. 

Показана эффективность культивирования эксплантов монарды на этапе введения в 

культуру in vitro на питательной среде МС с 1,0 мг/л кинетина, что позволяет 

получить высокий коэффициент размножения 6,6. Выявлена целесообразность 

использования на первом этапе клонального микроразмножения in vitro двух типов 

эксплантов (верхушек побегов и сегментов стебля с узлом). Установлено, что при 

культивировании на безгормональной питательной среде и на средах с кинетином 

происходило укоренение микропобегов с частотой 42,1–60,6 %, при этом 

формировалось 2,8–4,0 корней (на побег). Полученные данные являются основой для 

разработки методики клонального микроразмножения Monarda didyma L. 
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Tevfik A. Sh., Yegorova N. A., Коvalenko M. S.  

FEATURES OF MONARDA DIDYMA CLONAL MICROPROPAGATION AT THE 

STAGE OF INTRODUCTION INTO CULTURE IN VITRO 

Summary. Monarda didyma L. is a medicinal, aromatic and essential oil plant of the 

Lamiaceae family.  The content of essential oil in the leaves and inflorescences of Monarda 

is rather high – up to 3.0 %. Its most valuable components (thymol and carvacrol) cause 

high bactericidal, fungicidal, anti-inflammatory and anthelmintic activity, which contributes 

to the use of this plant in medicine. Moreover, Monarda raw materials are used in 

cosmetology and cooking. It is known that clonal micropropagation allows us to speed up 

breeding process, obtain genetically homogeneous and healthy planting material, create in 

vitro collections of valuable samples and cultivars. The aim of the research was to study the 

influence of the culture medium composition and explant type on the microshoots 

development at the first stage of M. didyma L. micropropagation in vitro. The studies were 

carried out in 2020–2021 in the Laboratory of Biotechnology. The experiments have resulted in 

obtaining data on the morphogenesis of two explant types during their cultivation on 14 variants 

of Murashige and Skoog (MS) culture medium. An analysis of the effect of the medium hormonal 

composition on the explants morphometric parameters showed the advantage of using kinetin as 

growth regulators compared to 6-benzylaminopurine and thidiazuron. It has been established 

that the optimal culture medium at the introduction stage is MS medium with 1.0 mg/l kinetin. In 

this variant, we obtained 2.9 microshoots per explant (length – 2.7 cm; number of nodes – 
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2.2-2.9). When comparing the morphogenetic potential of two explant types (shoot tips and stem 

segments with a node), no significant differences in the number of shoots per explant and their 

length were found. It was shown that on media with kinetin and on a hormone-free culture 

medium, root formation occurred with a frequency of 42.1-60.6 %. The research results are the 

basis for the development of a protocol for M. didyma clonal micropropagation. 

Keywords: Monarda didyma L., clonal micropropagation, explant, in vitro, culture 

medium. 
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