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Аннотация. Приведены результаты изучения 
морфогенеза у растений Filipendula camtschatica  
(Pall.) Maxim. при микроразмножении in vitro. На эта-
пе размножения оптимальной оказалась среда ½МS, 
дополненная К 1 мг/л, ИУК 0,05 мг/л и ГК 2 мг/л. 
Микрорастения формировали розеточный побег. По-
добраны питательные среды для культивирования ве-
гетативных розеточных побегов, с дальнейшей пере-
садкой их в грунт.

Summary. The results of the study morphogenetic 
processes in plants of Filipendula camtschatica (Pall.) 
Maxim. under propagation in vitro are presented. ½MS 
medium supplemented Kn 1 mg/l, indolyl acetic acid 0,05 
mg/l and Gb 2 mg/l provide a high multiplication rate. 
Micro plants formed a rosette shoots. Nutritional medium 
is selected for cultivation vegetative rosette shoots and 
further transfer micro plants into the ground.

Filipendula camtschatica (Pall.) Maxim. (Spi-
raea camtschatica Pall.) – лабазник камчатский 
из сем. Rosaceae – травянистый многолетник, 
один из наиболее характерных элементов кам-
чатско-сахалинского крупнотравья (Vascular..., 
1996). Многие представители р. Filipendula Mill. 
обладают лекарственными свойствами и исполь-
зуются в народной медицине (Lapin et al., 2008; 

Maksimov et al., 2002). Лабазник камчатский 
обладает антибактериальными, противогрибко-
выми, антицинготными и ранозаживляющими 
свойствами (Rastitelnye..., 1987). В различных ча-
стях растения содержатся дубильные вещества, 
фенольные соединения, метилсалицилат, сали-
циловый альдегид, гаультерин (монотрипитин), 
спиреин и флавоноиды (Maksimov et al., 2002). 
Это крупное растение с красивыми соцветиями 
с достаточно высоким баллом декоративности – 
74 (Egorova, 1977), используется в декоративном 
садоводстве. Лабазник камчатский формирует 
крупнотравные высокопродуктивные по биомас-
се сообщества, но, несмотря на способность рас-
тений давать большую вегетативную массу, рас-
пространение растений ограничено жесткими 
условиями обитания. Основной способ размно-
жения лабазника камчатского – вегетативный, 
поэтому в популяциях отсутствуют взрослые 
вегетативные особи семенного происхождения. 
Только на третий год вегетации небольшая часть 
растений сообщества достигает генеративной 
стадии и формирует соцветия. Редкие соцветия 
повреждаются тлями, и большая их часть по-
гибает от грибковой инфекции (Biologicheskaya 
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produktivnost..., 1981). Как следствие, эти сооб-
щества, по данным Н.Н. Качуры (Kachura, 1974), 
деградируют.

Таким образом, нужна альтернатива, и по-
этому получение микрорастений in vitro из се-
мян является высокоэффективным способом 
сохранения генетического разнообразия и био-
логического ресурса этого вида и актуально для 
получения сырья потенциально лекарственного 
растения. В работе представлены данные об эф-
фективном микроразмножении F. camtschatica, с 
гистологическим анализом процесса формиро-
вания вегетативных почек микрорастений и по-
казано влияние концентраций фитогормонов на 
мезоструктуру листа.

Объекты и методы, условия исследований

В качестве исходного материала для полу-
чения микрорастений использовали семена, со-
бранные в сентябре 2006 года с растений в Саха-
линском Ботаническом саду, а также корневища, 
выкопанные в окрестностях биостанции «Со-
кол» Долинского района Сахалинской области 
в августе того же года. Для введения в культуру 
in vitro семена и почки с участками корневища 
промывали в мыльном растворе 10 мин., затем 
в проточной воде в течение 10 мин., стерилизо-
вали 12 мин. в 0,2 % растворе диацида с после-
дующим трехкратным промыванием стерильной 
дистиллированной водой. Семена проращивали 
на среде содержащей половинную концентра-
цию солей по Мурасиге-Скуга (MS) (Murashige, 
Skoog, 1962) в темноте при температуре 25 ºС. 
В качестве регуляторов роста использовали фи-
тогормоны в разных концентрациях: индолил-
3-масляную кислоту (ИМК), индолилуксусную 
кислоту (ИУК), кинетин (К), гибберилин (ГК) 
(табл. 1). После появления развернутых семядо-
лей проростки переносили на свет и культивиро-

вали при фотопериоде 16/8 до развития корневой 
системы и 4–5 настоящих листьев.

Для гистологического анализа микрорастения 
на разных стадиях развития фиксировали в ФСУ 
(70 % этиловый спирт, 40 % формалин, ледяная 
уксусная кислота, в соотношении 72:14:14). За-
ливку побегов в парафиновые блоки и приготов-
ление серийных срезов проводили по общепри-
нятой методике (Pausheva, 1988). Окраску срезов 
проводили по Н.А. Жинкиной и О.Н. Вороновой 
(Zhinkina, Voronova, 2000). В качестве красите-
ля использовали альциановый синий и ацетоге-
матоксилин. Срезы побегов и листьев фотогра-
фировали под микроскопом Axioskop-40 с по-
мощью встроенной видеокамеры AxioCam HRc 
(Zeiss, Germany).

Параметры ассимиляционного аппарата ли-
ста изучали у растений, выращенных на сре-
дах с разным содержанием гормонов, во всех 
вариантах опыта. Анатомические показатели 
определяли по модифицированной методике, 
разработанной А.Т. Мокроносовым и Р.А. Бор-
зенковой (Mokronosov, Borzenkova, 1978). Коли-
чество хлоропластов в клетке и число клеток на 
единицу площади листа изучали на материале, 
фиксированном в 3,5 %-ном растворе глутарово-
го альдегида в фосфатном буфере (рН 7,0), с по-
следующей мацерацией тканей в 50 %-ном рас-
творе КОН при нагревании (для подсчета числа 
клеток) и в 5 %-ном растворе оксида хрома в 1 
н НСL (для определения числа хлоропластов в 
клетке). В соответствии с требованиями методи-
ки количество измерений числа хлоропластов в 
клетке – 50. Определение количества клеток в 
мацератах (для расчета числа клеток на единицу 
листовой поверхности) производили в 20-крат-
ной повторности в 90 квадратах камеры Горяева. 
Предварительно к счетной камере притирали по-
кровное стекло до появления ньютоновских ко-
лец, затем тщательно перемешивали пипетиро-

Питательная среда Длина 
листьев, 

мм

Число 
листьев на 
экспланте

Образование 
листьев на 

экспланте, %

Число 
корней на 
экспланте

Образование 
корней на 

экспланте, %

Образование 
побегов на 

экспланте, %
0,05К+0,05ИУК+2 
ГК

33,91 ± 
12,22 7,5 ± 0,5 100 % 3,5 ± 0,5 95 % 30 %

0,2К+0,05ИУК+2 
ГК

21,08 ± 
2,96 7,5 ± 0,5 100 % 3 ± 1 70 % 50 %

1,0К+0,05ИУК+2 
ГК

20,88 ± 
3,77 13,6 ± 1,8 100 % 2,25 ± 0,25 60 % 80 %

Таблица 1
Влияние компонентов питательных сред на морфогенез Filipendula camtschatica  

в культуре in vitro, n = 40 для каждого варианта, три повтора опыта
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Рис. 1. Габитус микрорастений Filipendula camtschatica, выращенных на средах с различным содержанием 
кинетина (а – 0,05 мг/л; б – 0,2 мг/л; с – 1,0 мг/л; линейка соответствует всем растениям).

ванием мацерат, чтобы получилась равномерная 
взвесь клеток, которой и заполняли камеру. 

Результаты и обсуждение

Использование в качестве эксплантов корне-
вищ лабазника не привело к положительному 
результату, так как почки и участки корневища 
погибали на второй неделе культивирования от 
внутренней инфекции. Семена лабазника, со-
бранные в Сахалинском Ботаническом саду, по-
казали низкую всхожесть 13,1 ± 1,1 % (суммар-
ная выборка составила 800 семян). При прора-
щивании семян на агаризованной среде форми-
ровались растения с розеточным побегом. После 
черенкования верхушки побега, участки побега 
с пазушными почками помещали на безгормо-
нальную агаризованную среду MS и на среды 
с различным соотношением фитогормонов. В 
случае пересадки вегетативных пазушных почек 
без участка побега происходило развитие только 
листьев, которые удлинялись и в дальнейшем за-
сыхали, не давая каллусной массы.

Гистологический анализ побегов лабазника, 
используемых для микроклонирования и даль-
нейшей пересадки, не выявил наличия генера-
тивных почек. При концентрациях кинетина 

(от 0,05 до 0,2 мг/л) из вегетативной почки с 
участком старого побега формировался новый 
побег, число вновь образованных листьев в об-
ласти апикальной меристемы и число боковых 
почек на побеге не менялось (рис. 1, табл. 1). По-
видимому, при постоянных концентрациях ГК 
2 мг/л, ИУК 0,05 мг/л увеличение К до 0,2 мг/л 
полностью не снимало эффекта апикального до-
минирования, хотя и приводило к изменению 
морфологии эксплантов (рис. 1). Наибольшее 
число боковых почек формировалось на побе-
ге при концентрации кинетина в среде 1,0 мг/л 
(рис. 1, табл. 1). У побега формируется уплощен-
ная апикальная меристема (рис. 2а, б, в), вокруг 
центрального цилиндра, образованного пятью 
основными проводящими пучками (рис. 2г). Ги-
стологический анализ показал, что боковые поч-
ки образовывались эндогенно из участков про-
томеристемы в субэпидермальной зоне побега 
в районе крупного сосудистого пучка листового 
следа пазухи листа (рис. 3а, б, в). Это подтверж-
дает необходимость взятия в эксплант участка 
старого побега с протомеристемой вокруг со-
судистого пучка в области листового прорыва. 
Позднее новая почка отделяется от этого ли-
ста в результате вставочного роста междоузлия 
между нею и этим листом. На сформированном 
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Рис. 2. Строение побега микрорастения Filipendula camtschatica: а – микрорастение в пробирке; б – продоль-
ный срез побега, линейка 200 мкм; в – поперечный срез побега в области апикальной меристемы; г - попереч-
ный срез центральной части розеточного побега (стрелками показаны проводящие пучки), линейка 500 мкм.

розеточном побеге по мере роста одновременно 
с образованием боковых почек происходила за-
кладка придаточных корней в субэпидермальной 
зоне междоузлия стебля (рис. 3г, д, е). Закладка 
придаточных корней формировалась из клеток, 
находящихся ближе к поверхности стебля, в от-
личие от боковых почек (рис. 3г, д). Укоренение 
побегов наблюдалось как на безгормональной 
среде, содержащей половинную концентрацию 
макросолей по MS с добавлением сахарозы 20 
г/л, так и на средах, содержащих ИМК и ИУК. 
Однако, лучше переносили пересадку в грунт и 
приживались побеги, укоренившиеся на среде 
без добавления гормонов. 

В онтогенезе лабазника камчатского наблю-
дается смена типов побегов: розеточные в вир-
гинильном периоде сменяются удлиненными 
побегами в генеративном периоде и снова розе-
точными в сенильном периоде (Kachura, 1974). 
Структурным элементом растения является мо-
нокарпический трициклический побег. Полный 
цикл развития монокарпического побега делится 
на 3 этапа. Первый этап (1-й год жизни) – период 
заложения почки, второй этап (2-ой год жизни) –  
прорастание почки в подземный плагиотропный 
побег. К концу вегетации верхушечная часть по-
бега возобновления изгибается к поверхности 

почвы и становится ортотропной, на базальной 
части побега развиваются многочисленные при-
даточные корни, побег заканчивается верхушеч-
ной почкой с зачатками листьев и соцветиями. 
Следующей весной (3-й год жизни) происходит 
только вытягивание междоузлий надземного уд-
линенного побега. Сформированный удлинен-
ный побег отцветает и с наступлением замороз-
ков отмирает (Kachura, 1974). 

Для систем in vivo свойственно вложение 
событий морфогенеза в события онтогенеза 
(Zhuravlev, Omelko, 2008), в большинстве случа-
ев растения в культуре in vitro повторяют те же 
стадии развития, что и в естественных биотопах. 
Лабазник – многолетник, и чтобы ему перейти 
в генеративный период развития, необходимо 
пройти стадию яровизации. Для индукции фор-
мирования генеративных почек пробирочным 
растениям искусственно создавали период покоя 
при низких положительных температурах. Од-
нако и эти растения при дальнейших пересадках 
in vitro оставались в виргинильном состоянии и 
формировали розеточный побег (рис. 3; 4а, б, в). 
Но, в то же время, микрорастения при пересадке 
в грунт на третий год формировали ортотропный 
удлиненный побег и зацветали (рис. 4г). Вероят-
но, добавление в среду кинетина усиливало ско-

Turczaninowia 18 (1): 90–98 (2015)
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Рис. 3. Формирование боковой почки и придаточного корня Filipendula camtschatica: а – поперечный срез 
побега, стрелкой показан проводящий пучок с протомеристемой будущей почки в пазухе листа; б – попереч-
ный срез побега в области формирующейся почки, стрелкой показана почка с апексом; в – продольный срез 
боковой почки, стрелкой показана листовая щель; г, д – этапы формирования придаточного корня, стрелкой 
показаны зоны придаточного корня; е – продольный срез молодого придаточного корня, линейка – 200 мкм.

рость деления меристематических клеток и не 
запускало программу перехода в генеративную 
фазу, в результате которой происходит развитие 
монокарпического побега, т. е. заложение гене-
ративной почки, прорастание плагиотропного 
подземного побега. В условиях in vitro микро-
растения были не способны перейти в генера-
тивное состояние и сформировать удлиненный 
побег, но в грунте, при снятии гормонального 
давления и, пройдя несколько циклов деления 
меристематической ткани, микрорастения эти 
стадии благополучно реализовали (рис. 4).

Уровень жизнеспособности микрорастений 
в значительной степени определяется их фото-
синтетической функцией. Последняя, в свою 
очередь, имеет положительную корреляцию с 

такими показателями как число клеток и хлоро-
пластов на единицу площади листа (Tselniker, 
1978). Было проведено сравнение листьев ми-
крорастений с листьями нативных растений. У 
нативных растений толщина листа в среднем 
177,7 ± 4,4 мкм, наблюдается дифференциация 
мезофилла на столбчатую и губчатую ткани, 
столбчатая ткань представлена двумя, а губча-
тая 3–4 слоями (Khrolenko et al., 2013). Листья 
микрорастений имеют толщину в среднем 94,75 
± 2,17 мкм и мезофилл этих листьев содержит 1 
слой палисадной ткани и 2–3 слоя губчатой. В 
таблице приведены мезоструктурные характе-
ристики листьев микрорастений, выращенных 
на средах с разным соотношением гормонов, по 
сравнению с контролем (табл. 2). 

Хроленко Ю.А. и др.  
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Рис. 4. Укоренение микрорастений Filipendula camtschatica: а – микрорастение на агаре; б – микрорастение в 
горшке; в – пробирочные растения в грунте к концу 1 года культивирования: г – растения в генеративной фазе 
третьего года культивирования.

Известно, что фитогормоны инициируют 
рост клеток и тем самым нарушают соотноше-
ние между числом хлоропластов в клетке и объ-
емом цитоплазмы, что в свою очередь служит 
сигналом к репликации хлоропластов. Далее че-
рез активацию цитоплазматических рибосом они 
способствуют синтезу хлорофилла и росту хло-
ропластов, действуя непосредственно в хлоро-
пластах (Borzenkova, Mokronosov, 1976). Кине-
тин относится к классу гормонов (цитокинины), 

стимулирующих деление клеток. ИМК и ИУК 
являются ауксинами, стимулирующими рост 
клеток растяжением (Butenko, 1984; Kataeva, 
Butenko, 1983; Kieber and Schaller, 2014). По на-
шим данным, при минимальной концентрации 
кинетина (0,05 мг/л) превалирует действие аук-
синов, т. е. индуцируется растяжение клеток, и, 
следовательно, у образцов этого варианта са-
мые толстые листья (105,03 ± 4,93 мкм) за счет 
увеличения размеров клеток, т. к. число слоев 
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      Параметры

Условия
питательной среды

Толщина 
листа, мкм

Объем хлоро-
пласта, мкм3

Число хлоропла-
стов в клетках, шт. 

палисадных
губчатых

Число 
клеток в 1 
см2 листа, 
105 / см2

Число хло-
ропластов в 
1 см2 листа, 

млн.

Без гормонов 90,57 ± 3,02 23,72 ± 1,46 9,17 ± 0,87
10,0 ± 0,58 12,02 ± 0,6 12,04 ± 1,16

0,05 К+0,05ИУК+2 ГК 105,03 ± 4,93 41,06 ± 4,52 13,3 ± 0,72
15,64 ± 1,67 6,96 ± 0,46 8,82 ± 0,75

0,2 К+0,05ИУК+2 ГК 97,51 ± 5,72 23,58 ± 3,52 10,0 ± 0,89
12,17 ± 1,22 7,6 ± 0,61 8,95 ± 0,53

1,0 К+0,05ИУК+2 ГК 92,28 ± 1,89 16,94 ± 1,87 10,75 ± 0,59
12,22 ± 0,94 6,73 ± 0,61 7,63 ± 0,8

Таблица 2
Мезоструктурные характеристики листьев микрорастений Filipendula camtschatica

мезофилла не менялось. Рост клеток послужил 
сигналом к делению хлоропластов и их росту, 
они крупнее и их больше в клетке (табл. 2). По-
видимому, при концентрации кинетина 0,2 мг/л 
действие фитогормонов приходит в некоторый 
баланс, и показатели объема хлоропласта, тол-
щины листа, числа хлоропластов в клетке при-
ближаются к контролю. При концентрации ки-
нетина 1 мг/л в большей степени стимулируется 
деление клеток, чем их рост. Но, несмотря на то, 
что в эксперименте состав сред различается в 
5 и более раз по содержанию кинетина, листья 
микрорастений достоверно не различаются по 
числу клеток на единицу листовой поверхности, 
но все варианты опыта достоверно отличаются 
от контроля, т. е. от среды без гормонов. Вероят-
но, различия в концентрации клеток  на единицу 
листовой поверхности  в различных вариантах 
опыта могут наблюдаться только в апикальных 
и боковых меристемах, за счет чего и проис-
ходит увеличение числа листьев на верхушке 
микрорастения и числа боковых почек, а число 
дифференцированных клеток остается прежним. 
Более того, наблюдается тенденция уменьшения 
концентрации клеток и хлоропластов  на едини-
цу листовой поверхности и размера листьев по 
сравнению с контролем. Возможно, что скорость 
делений возрастает во времени, а ресурсов кле-
ток, накопленных за период дифференцировки, 
не хватает. В дальнейшем это не сказывалось на 
укоренении микрорастений. 

Заключение

Показана высокая эффективность размноже-
ния Filipendula camtschatica в культуре in vitro 

для сохранения генетического разнообразия дан-
ного вида. Среды с добавлением 1,0 мг/л кине-
тина позволяют длительно поддерживать вид в 
культуре в виргинильном состоянии только при 
наличии в экспланте участка сформированного 
розеточного побега с боковой меристемой. Ги-
стологический анализ участков формирования 
боковых почек выявил, что они развиваются в 
пазухах уже сформированных листьев, а не на 
укороченном междоузлии побега, как корни. Для 
целей микроразмножения оптимальна среда с 
содержанием К 1 мг/л, ИУК 0,05 мг/л, ГК 2 мг/л. 
Такое соотношение фитогормонов стимулиру-
ет формирование максимального числа листьев 
и пазушных почек. Снижение концентрации 
пластид и клеток на единицу листовой поверх-
ности в этом варианте компенсируется увеличе-
нием числа листьев и, следовательно, площади 
фотосинтезирующей поверхности. Несмотря на 
редукцию числа слоев палисадной и губчатой 
ткани и уменьшение показателей пластидного и 
клеточного наполнения листа микрорастений во 
всех вариантах опыта (рост растений на средах 
с гормонами) в сравнении с интактными расте-
ниями, микрорастения успешно адаптировались 
при пересадке в грунт с последующей реализа-
цией генеративного состояния и формированием 
семян.
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