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Результаты проведенных исследований явились 

основанием для усовершенствования метода кло-
нального размножения на основе прямой регене-

рации гороха в условиях in vitro. Были разработа-
ны параметры стерилизации эксплантов гороха 
при введении в условия in vitro, включающие в 
себя обработку зрелых семян 0,05%-ным раство-
ром ломаксхлора при экспозиции в течение 
60 мин. Данная схема обработки обеспечивает 
стерильность материала на уровне 90%. Опти-
мальной для микроразмножения гороха оказалась 
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питательная среда на основе Мурасиге, Скуга 
(MS) с половинной нормой минеральных солей и 
гормональным комплексом, содержащим 6-БАП 
в концентрации 0,5 мг/л и ИУК или ИМК в кон-
центрации 0,1 мг/л. Для укоренения микрокло-
нов гороха в культуре in vitro оптимальным фито-
гормоном является нафтилуксусная кислота в 
концентрации 1,5 мг/л. При разработке новых 
селекционных программ по созданию высокопро-
дуктивных сортов гороха рекомендуется исполь-
зовать данный метод биотехнологии для ускорен-
ного размножения и сохранения оригинального 
селекционного материала.  

 
Keywords: micro-cloning, pea, tissue culture, 

sterilizing agent, viability, nutrient medium, 
phytohormones, propagation, rooting. 

 
Pea is one of the most important leguminous 

plants in the world. Further pea breeding 
development requires the introduction of new 
biotechnological methods enabling fast propagation 
of certain lines and varieties. The research goal was 
to improve the method of microclonal propagation 
under in vitro culture. The varieties and lines (Ramon 
selection) developed at the All-Russian Research 
Institute of Sugar Beet were used as starting 

material. The explants were sterilized with 
disinfectant solutions at different concentrations and 
expositions. The plants were cultivated under 
optimal conditions. The results of the conducted 
investigations gave the grounds to improve the 
clonal propagation method based on direct pea 
regeneration under in vitro conditions. The 
parameters of pea explants’ sterilization by placing 
them under in vitro conditions including treatment of 
mature seeds with 0.05% Lumax-Chlor solution for 
60 minutes were developed. This treatment 
procedure ensures sterility of material at the level of 
90%. The nutrient medium based on Murashige and 
Skoog (MS) medium with one-half standard of 
mineral salts, hormonal complex containing 6-
benzylaminopurine at concentration of 0.5 mg L and 
indoleacetic acid or indolebutyric acid at 
concentration of 0.1 mg L proved to be optimal for 
pea micropropagation. For pea microclones rooting 
under in vitro culture, the optimal phytohormone is 
naphthylacetic acid at concentration of 1.5 mg L. 
Based on the obtained data, the procedure of pea 
propagation has been modified; the procedure may 
by half reduce the time needed for selective 
breeding process to develop and introduce new 
varieties with less labour costs. 
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Введение 
Одной из важнейших зернобобовых куль-

тур в мире является горох. Основное направ-
ление в селекции данной культуры — создание 
новых сортов, обладающих высокой урожай-
ностью, устойчивостью к биотическим и абио-
тическим стрессам, повышенным содержани-
ем белка [1]. Дальнейшее развитие селекции 
гороха требует внедрения в работу новых ме-
тодов биотехнологии, позволяющих повысить 
эффективность селекции за счет создания но-
вых форм с ценными признаками, длительно-
го сохранения отдельных ценных генотипов и 
гибридов, а также ускорения отдельных эта-
пов селекции путем быстрого размножения 
необходимых линий и сортов [2].  

Работы по применению методов биотех-
нологии в селекции гороха немногочисленны. 
Ведутся исследования по изучению устойчи-
вости к стрессовым факторам (засуха, засо-
ление), технике и условиям клонирования бо-
бовых культур [3], получению регенерантов 
из каллусов, обеспечивающих широкое раз-
нообразие исходных форм [4], применению 

генетической трансформации на горохе  
[5, 6]. 

Вместе с тем исследования по культивиро-
ванию органов и тканей очень ограничены и 
свидетельствуют о недостаточной изученно-
сти морфогенетических свойств растений [7]. 
Исследование особенностей онтогенеза го-
роха, продолжительности фенологических 
фаз, выявление связей между внешней фор-
мой и экзогенными воздействиями факторов 
среды служат успешному ведению селекци-
онных работ [8].  

Методические рекомендации по микро-
клонированию растений гороха в культуре 
ткани in vitro были предложены В.А. Внучко-
вой в 1988 г. Однако разработанная методи-
ка оказалась громоздкой и не нашла широко-
го применения. В связи с этим возникает по-
требность в разработке и совершенствовании 
различных методов биотехнологии, позво-
ляющих создавать новый и сохранять ценный 
селекционный материал в культуре изолиро-
ванных органов и тканей такой важной куль-
туры, как горох. 
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Цель — усовершенствование метода мик-
роклонального размножения гороха в куль-
туре in vitro. 

В соответствии с целью исследований были 
поставлены задачи: 

• подобрать стерилизующий агент, ока-
зывающий наиболее эффективное обеззара-
живающее действие на вводимый эксплант, и 
определить его оптимальную концентрацию;  

• определить оптимальные составы пита-
тельных сред для роста, развития и дальней-
шего укоренения регенерантов гороха. 

 
Материалы и методы исследований 

В качестве эксплантов для введения в куль-
туру тканей использовали зрелые семена, 
проростки из термостата различных сортов 
гороха Рамонской селекции. Стерилизацию 
эксплантов проводили растворами веществ: 
Domestos, Мертиолят, Ломаксхлор, Белизна, 
Анолит. Вещества использовались в разных 
концентрациях с экспозицией 60-90 мин. 
Культивирование растений осуществлялось на 
питательной среде с минеральной основой по 
Мурасиге и Скугу (MS) с различным сочета-
нием и концентрацией фитогормонов,  
витаминами по Уайту с добавлением сахаро-
зы, приготовленной по общепринятым мето-
дикам [9], в оптимальных условиях при  
t = +23-25оС, в 16-часовом фотопериоде.  

 
Результаты и их обсуждение 

Выбор экспланта и разработка схемы 
стерилизации. Проведенными исследования-
ми выявлено, что успех введения в культуру 
тканей определяется эффективностью стери-
лизации. Как показал сравнительный анализ 
действия различных стерилизующих агентов, 
использование хлорсодержащих веществ 
обеспечивало достаточную стерильность ма-
териала.  

В результате наших исследований установ-
лено, что при обработке семян хлорамином 
Б в концентрации 5-10% и экспозиции 30, 60, 
90 стерильность эксплантов не превышала 
20%, наблюдалась грибная и бактериальная 
инфекция около эксплантов (рис. 1 А). У 
проростков формировались недоразвитые 
корешки и листики (рис. 1 Б). 

 

   
А    Б 

Рис. 1. Инфицированность эксплантов (А), 
проросток на 5-7-й день (Б)  

после обработки хлорамином Б 

Жизнеспособность стерильных регенеран-
тов была низкой. Повышение концентрации 
до 8 и 10% вызывало ожог тканей у 25-100% 
эксплантов. Стерильность вводимого мате-
риала от 20 до 40% обеспечивала обработка 
семян гороха анолитом в течение 30, 60, 90, 
120 мин. Отмечено хорошее развитие экс-
плантов. Длина корешка достигала 4-8 см, 
наличие многочисленных боковых корешков, 
проростки имели насыщенную зеленую ок-
раску, утолщенный стебель и достигали  
5-6 см в высоту. Совместное применение 
анолита и католита также не позволило полу-
чить высокой степени стерильности эксплан-
тов (рис. 3). 

Растения имели низкую жизнеспособность 
и погибали через 7-10 дней. Увеличение кон-
центрации до 15% и времени экспозиции до 
90 мин. приводило к некротизации тканей 
семян и гибели проростков. 

Использование белизны в концентрации  
2-6% при экспозиции семян 30-60 мин. обес-
печивало получение от 5 до 37% стерильно-
сти эксплантов (рис. 2).  

 
 

Рис. 2. Стерилизующий эффект  
препарата «Белизна» 

 

   
 

Рис. 3. Смешанная, бактериальная  
и грибная инфекция после обработки  

эксплантов раствором анолита 
 

Изучение в качестве стерилизующего ве-
щества ртутьсодержащего препарата «Мер-
тиолят» в концентрации 0,01 и 0,02% выявило 
его высокую эффективность. Стерильность 
материала удалость повысить до 90%. Одна-
ко при дальнейшем культивировании эксплан-
тов было отмечено ингибирующее действие 
Мертиолята на проростки гороха (рис. 4). 

При обработке семян доместосом в тече-
ние 30 мин. на всех вариантах концентраций 
была отмечена тенденция роста стерильно-
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сти. Так, при обработке семян 5-, 7-, 10- и 
15%-ным раствором доместоса стерильность 
составила 5, 10, 80 и 87% соответственно 
(рис. 5). 

 
 

Рис. 4. Внешний вид проростков  
после стерилизации эксплантов 

раствором мертиолята 
 

 
 

Рис. 5. Влияние концентрации доместоса  
и времени обработки  

на стерильность эксплантов 
 

Испытание хлорсодержащего препарата 
«Ломаксхлор» в концентрации 0,0075 и 
0,015% на всех вариантах экспозиции не дало 
положительных результатов, инфицирован-
ность материала составила 100% (рис. 6). 

 
 

 
 

Рис. 6. Стерилизующий эффект ломаксхлора 
 

Увеличение концентрации до 0,03% позво-
лило получить 80% стерильных эксплантов 
при обработке 60 мин. Стерильность мате-
риала при обработке 30 мин. не превысила 
20%. При увеличении времени экспозиции до 
90 мин (концентрация 0,03%) наблюдался 
некроз тканей у 60% эксплантов. Наиболее 
высокий стерилизующий эффект был отме-
чен при применении ломаксхлора в концен-
трации 0,05% и времени экспозиции 30 и  
60 мин. Стерильность эксплантов составила 
80-90% соответственно. Аномалий в развитии 
проростков не наблюдалось. 

Разработка метода стерилизации пророст-
ков, полученных в условиях термостата, изу-
чаемыми веществами (хлорамин Б — 10%-ный 
раствор, ломаксхлор — 0,03-0,05%-ный рас-
твор, белизна — 4-6%-ный раствор, доместос 
— 10%-ный раствор, анолит, мертиолят — 
0,01%-ный раствор) при экспозиции 30, 60 и 
90 мин., положительного эффекта не дала 
(рис. 7). Экспланты на питательной среде 
имели 100%-ную инфицированность. 

 
 

   
А    Б 

 
Рис. 7. Наличие инфекции на эксплантах  

после термостата: 
А — грибная; Б — бактериальная 

 
Использование всех изучаемых веществ 

для стерилизации апикальных верхушек рас-
тений гороха, выращенного в условиях за-
крытого грунта, показало, что только ло-
максхлор в концентрации 0,05% при экспо-
зиции 30 и 60 мин. обеспечивал стерилиза-
цию материала на уровне 60 и 85% соответ-
ственно. На всех остальных вариантах сте-
рильность эксплантов не превышала 15%. В 
большинстве случаев наблюдался некроз тка-
ней. 

Таким образом, в результате исследова-
ний были разработаны параметры стерилиза-
ции эксплантов гороха при введении в усло-
вия in vitro, включающие в себя обработку 
апикальных меристем вегетирующих расте-
ний или зрелых семян 0,05%-ным раствором 
ломаксхлора при экспозиции в течение  
60 мин. Данная схема обработки обеспечи-
вает стерильность материала на уровне 90%. 

Влияние состава питательной среды. Для 
работы была взята питательная среда с ми-
неральной основой Мурасиге, Скуга (MS). 
Проведенные исследования показали, что до-
бавление в среду кинетина в концентрации 
1,0; 1,5; 2,0 мг/л действовало угнетающе на 
микроклоны — через 1,5-2 недели наблюда-
лись пожелтение и некроз тканей. Увеличе-
ние содержания 6-БАП от 1,0 до 2,0 мг/л в 
сочетании с ИУК, ИМК, НУК по 0,1 мг/л от-
рицательно влияло на рост и развитие расте-
ний гороха. Замена ауксинов на гиббереллин 
(0,1 мг/л) не вызывала быстрой гибели рас-
тений, но и роста отмечено не было. Микро-
клоны в течение 3-6 недель оставались без 
изменения. 
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Наличие в питательной среде небольшого 
количества 6-БАП в сочетании с различными 
ауксинами и гиббереллином выявило положи-
тельный эффект. Оптимальной оказалась 
концентрация 6-БАП 0,5 мг/л, обеспечи-
вающая в течение 3-6 недель культивирования 
формирование многочисленных боковых по-
бегов и выживаемость растений на уровне 
80,4-96,2%.  

Сочетание гормонов 6-БАП + НУК (среда 
№ 3) способствовало слабому росту расте-
ний, их высота не превышала 6 см, образо-
вание боковых побегов не отмечалось. До-
бавление к 6-БАП гиббереллина стимулиро-
вало рост регенерантов и образование боко-
вых побегов — 1-2 шт/растение, при этом 
коэффициент размножения не превышал 2 
(рис. 8 А).  

Наилучшими вариантами оказались среды 
с 6-БАП (0,5 мг/л) + ИМК / ИУК (0,1 мг/л), 
где отмечались активный рост и формирова-
ние хорошо развитых боковых побегов (до 6) 
с короткими (до 0,5 см) междоузлиями  
(рис. 8 Б). 
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Рис. 8. Внешний вид микроклонов  

на питательной среде № 3 (А), № 5 (Б) 
 

Дальнейшее увеличение концентрации  
6-БАП до 1,0-2,0 мг/л при наличии прежних 
гормонов ожидаемого результата не дало. 
Растения после 2-3 недель культивирования 
выглядели слабыми, активно развивался нек-
роз тканей, а затем гибель. 

На безгормональной среде (контроль) ре-
генеранты после 1-2 недель культивирования 
достигали высоты 2-5 см, при дальнейшем 
культивировании рост растений останавливал-
ся из-за отсутствия гормонов (рис. 9).  

 
 

 
 

Рис. 9. Внешний вид регенерантов  
на среде без гормонов 

 

Образование боковых побегов не отмеча-
лось, коэффициент размножения был ра-
вен 1. Таким образом, оптимальной для мик-
роразмножения гороха оказалась питатель-
ная среда на основе Мурасиге, Скуга (MS) с 
половинной нормой минеральных солей и 
гормональным комплексом, содержащим  
6-БАП в концентрации 0,5 мг/л и ИУК или 
ИМК в концентрации 0,1 мг/л. 

Укоренение регенерантов в условиях in 
vitro. Полученный и размноженный в культу-
ре in vitro селекционный материал необхо-
димо укоренить для дальнейшего его исполь-
зования в селекционном процессе. Укорене-
ние образовавшихся в культуре in vitro рас-
тений связано с индуцированием адвентивных 
корней, которое достигается изменением 
гормонального состава питательной среды.  

Проведенные нами исследования на горо-
хе показали, что стимулирующее влияние на 
корнеобразование оказывала нафтилуксуская 
кислота в концентрации 0,5 мг/л. Количество 
укоренившихся эксплантов составляло 30% 
(количество введенных эксплантов на каждый 
вариант составляло 60 шт.). Среднее число 
корней было равно 1-2 шт., размер состав-
лял 1-2 см, высота растений колебалась от 2 
до 4 см. Было отмечено, что увеличение 
концентрации НУК до 1,0 мг/л в питательной 
среде активизировало рост надземной части 
растений после образования корней, однако 
выход укоренившихся регенерантов равнялся 
15%. Максимальное образование корней 
(42%) вызывала НУК в количестве 1,5 мг/л, 
среднее число корней было равно 2-3 шт., 
размер составлял 2-3 см. Высота растений 
колебалась от 3 до 5 см (рис. 10). 

 

 
 

Рис. 10. Укоренившееся в культуре тканей  
растение гороха 

 
Однако еще большее увеличение содер-

жания гормона в среде (НУК 2,0 мг/л) ока-
зывало негативное влияние на рост и развитие 
эксплантов, образование корней снизилось 
до 2%. Добавление в питательную среду 
гормонов ИУК, НУК + ИУК, ИМК желаемых 
результатов не оказало. На контроле укоре-
нившихся регенерантов не наблюдалось. 

Следовательно, для укоренения микрокло-
нов гороха в культуре in vitro оптимальным 
фитогормоном является нафтилуксусная ки-
слота в концентрации 1,5 мг/л. 
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Таким образом, на основании полученных 
данных был модифицирован метод микро-
клонального размножения гороха, включаю-
щий этапы стерилизации эксплантов, их вве-
дение в условия in vitro, собственно размно-
жение и укоренение регенерантов. В резуль-
тате исследований были размножены две се-
лекционно-ценные по ряду признаков линии 
(№ 377-02, № 1065-02). Данный материал 
был передан селекционерам для проведения 
гибридизации и создания форм гороха с но-
выми признаками, что может способствовать 
ускорению процесса создания и внедрения 
новых сортов в два раза при меньших затра-
тах труда и времени. 
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