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НАСІННЄВЕ ТА КАОНАЛЬНЕ РОЗМНОЖЕННЯ СОРТІВ 
CAMELLIA JAPONICA L. В КУЛЬТУРІ IN VITRO

A.M. ЛАВРЕНТЬЄВА, I.I. ХАРЧЕНКО

Наведено результати досліджень насіннєвого та клонального розмноження чотирьох сортів 
Camellia japonica L. Була виявлена та показана можливість мікророзмноження шляхом поєднання 
ембріокультури з множинним пагоноутворенням у культурі in vitro. Розроблені методи 
розмноження дають змогу отримувати масовий посадковий матеріал камелій.

Серед тропічних і субтропічних рослин 
закритого ґрунту особливою декоратив­
ністю відзначається камелія японська. У 
колекції ботанічного саду нарахову­
ється близько 20 її сортів та гібридів. 
О днак її культивування та вегетативне 
розм нож ення пов 'язан і зі значними 
труднощами. Крім того, деякі сорти 
камелії зовсім не утворю ю ть насіння.

Перші роботи з насіннєвого розмно­
ження С. japonica в культурі in vitro були 
виконані у  50-х роках XX ст. В. Лам- 
мертом [11, 12]. Упродовж кількох нас­
тупних десятиліть подібні роботи прак­
тично не виконувалися і лише у  80-х 
роках до них знову повернулися [19]. 
Досліджувався вплив стерилізації, умов 
культивування та склад поживних сере­
довищ на розвиток насіння С. japonica 
[2 , 3].

©  A.M. ЛАВРЕНТЬЄВА, 1.1. ХАРЧЕНКО, 2003

П роте деякі етапи насіннєвого р о з­
множ ення досі дуж е слабо вивчені, а 
клональне м ікророзмнож ення застосо­
вувалося лиш е для деяких сортів.

У зв 'язку  з цим розробка методів н а­
сіннєвого та клонального розм нож ення 
перспективних та високодекоративних 
сортів камелії японської є не тільки 
актуальним завданням, але має також  
науковий і практичний інтерес.

Роботи з розмноження проводили в 
асептичних умовах в лабораторії культури 
ізольованих тканин НБС ім. М.М. Гришка 
НАН України. Насіння пророщували в 
колбах Ерленмєйера на 250 мл, а експлан- 
ти — у біологічних пробірках на агари- 
зованих поживних середовищах, склад 
яких наведено у  табл. 1.

О б'єктами наш их досліджень були 
такі сорти С. japonica, як  'Eleanor Fran- 
chetti', 'G randiflora rosea', 'M agnoliae- 
flora', 'Anemonaeflora'.
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Колби з насінням та пробірки з 
експлантами утримували в культураль- 
ній кімнаті при температурі 22 — 27 °С, 
відносній вологості 70%, фотоперіоді 16 
годин, освітленості 6 — 8 тис. люкс.

Оскільки отриманий нами інтактний 
матеріал був дуже брудним, тому були 
розроблен і багатоступеневі реж им и 
його стерилізації, які забезпечували 
максимальну стерильність.

Для стерилізації насіння використо­
вували такий режим: 10%-ний хлоракс 
(20 хв.), 15%-ний перекис водню (15 хв.).

Експланти камелії (листки, пагони, 
бруньки) стерилізували послідовно у 
3%-ному фамосепті (15 хв.), 20%-ному 
хлораксі (15 хв.) та 15%-ному перекисі 
водню (15 хв.).

П ри насіннєвом у розм нож енн і в
культурі in vitro використовували насін­
ня, зібране в умовах відкритого ґрунту 
у  м. Сухумі та в оранж ереях НБС ім. 
М.М. Гришка НАН України.

Для розмнож ення з насіння видаляли 
спермодерму, оскільки вона переш код­
ж ала проростанню . Н асіння камелії

Т а б л и ц я  1
Склад поживних середовищ, які були використані для насіннєвого 

та клонального мікророзмноження Camellia japonica, м г/л

Компоненти Кнудсона "С" Мурасіге — Скута
Піріка

Індукція
калусу

Регенерація
пагонів

Укорінення
пагонів

n h 4n o 3 - 1650 825 206 412
k n o 3 - 1900 950 950 475
СаС12 • 2Н20 - 440 440 220 110
M gS04 ■ 7Н20 250 370 370 185 42
к н 2ро 4 250 170 85 85 42
Ca(N03)2 • 4Н20 1000 - - - -
FeS04 ■ 7Н20 25 27,8 27,8 27,8 27,8
(NH4)2s o 4 500 - - - -
MnS04 • 4Н20 7,5 22,3 22,3 22,3 22,3
Na2 ЕДТА 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
Н 3 ВО3 - 6,2 6,2 6,2 6,2
ZnS04 ■ 4Н20 - 8,6 8,6 8,6 8,6
КІ - 0,83 0,83 0,83 0,83
Na2M o04 ■ 2Н20 - 0,25 0,25 0,25 0,25
CuS04 • 5Н20 - 0,025 0,025 0,025 0,025
СоС12 • 6Н20 - 0,025 0,025 0,025 0,025
Нікотинова кислота - 0,5 0,5 0,5 0,5
Піридоксин - 0,5 0,5 0,5 0,5
Тіамін - 0,4 0,4 0,4 0,4
т-інозит - 100 100 100 100
Гліцин - 2,0 2,0 2,0 2,0
2,4-D - - 2,0 — —
БАЛ - - 1,0 — —
Аденін 4,0 4,0 - 10,0 2,0
НОК - 2,0 — — —
ІОК - 5,0 - 1,0 —
ІМК - - — — 10,0
Глюкоза - - 30000 — 30000
Сахароза 20000 30000 - 20000 —
pH 4,8-5,2 5,5 5,8-6,0 5,8-6 ,0 5,8-6 ,0
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Рис. 1. Насіння Camellia japonica, яке 
було використане для розмноження

мало добре розвинені великі сім'ядолі і 
зародкову бруньку 3 — 4 мм завдовж ки і
2 — 3 мм завш ирш ки (рис. 1). Спроба 
культивувати тільки зародки не дала 
позитивних результатів.

С терильне насіння розм іщ али на 
поживному середовищ і Кнудсона тим 
кінчиком, де розташ ований рубчик, ос­
кільки там розміщ ена основна частина 
зародка — плюмула, гіпокотиль, зарод­

ковий корінець. Якщо покласти насіння 
інакше, то морфологічно нормального 
сіянця отримати не вдається. Після 
появи корен я  пробірки  з насінням  
переносили ближче до світла. Резуль­
тати вивчення етапів проростання 
насіння та розвитку сіянців наведено у 
табл. 2.

Аналізуючи отримані нами дані, слід 
зазначити, що в культурі in vitro строки 
проростання та розвитку сіянців різних 
сортів С. japonica майж е не відрізня­
ються. Н асіння починає проростати на 
3-й день у  'Eleanor Franchetti' і закін­
чується на 10-й день у  'Anemonaeflora'. 
Д ещ о п ізніш е проростання насіння 
цього сорту ми пов'язуємо з розмірами 
самого насіння (воно вдвічі менше, ніж  
у  інших). Крім того, у  рослин інших 
сортів якість насіння була значно вища. 
У коробочках все насіння було дозрілим 
і не мало дефектів.

У цілому процес проростання триває 
60 — 70 днів залеж но від сорту. Спочатку 
через два-три тижні з'являється корінь. 
Потім відбувається процес його 
інтенсивного росту. Над поверхнею  
утворю ю ться повітряні корінці, сперш у 
білого, а потім коричневого кольору. 
Найчастіш е утворю ється один корінь,

Т а б л и ц я  2

Тривалість проростання н ас ін н я  і розвитку с іян ц ів  C am ellia  jap o n ica  
в культурі in v itro , кількість днів

Фази розвитку
Сорти

Eleanor
Franchetti

Grandiflora
rosea

Magnoliae-
flora

Anemonae­
flora

Початок проростання 3 5 4 10
Утворення кореня 13 15 14 20
Початок росту пагона 20 23 28 36
Початок розвитку листків ЗО 33 40 45
Рослини з 1 — 2 коренями і 3 — 4 
листками (висота рослин 10 см) 60 67 70 75
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Рис. 2. Утворення пагона та кореня у  
Camellia japonica 'Magnoliaeflora'

рідше два-три (рис. 2). Корені 2-го та 3-го 
порядків формую ться після утворення 
пагона (рис. 3). Іноді корінь з'являється 
і починає рости  разом  з пагоном, 
немовби обгортаючи його. Ч ерез 1 — 1,5 
місяця тонка ш кірка сім'ядолей зверху 
тріскається і між  ними мож на побачити 
пагін. Далі впродовж  щ е одного місяця 
відбувається інтенсивний ріст пагона і 
на ньому з'являю ться листки (рис. 3). 
На цей час сіянці мають у  довжину 10 см 
і готові до висадж ення в субстрат. За 
потребою  їх виймали з колб, висад­
жували у  сфагновий мох і поміщали у 
теплицю  при тем пературі повітря 
+  26 —28 °С, вологості 80% і освітленні
4 — 6 тис. люкс.

Для збільш ення кількості рослинного 
матеріалу було проведено ж ивцю вання 
сіянців. Для цього сіянці розрізали в 
асептичних умовах на сегменти таким 
чином, що кож ен з них мав пазуш ну 
бруньку, і окрем о розм іщ али їх у 
пробірки на пож ивне середовищ е з

Рис. 3. Ріст пагона та поява листків 
у  Camellia japonica ’Anemonaeflora'

підвищ еними концентраціями регулято­
рів росту. Цим прийомом ми знімали 
ап ікальне дом інування, що сприяло 
активному розвитку пазуш них бруньок. 
Від однієї бруньки було отримано три- 
п'ять додаткових пагонів (рис. 4). На 
наш у думку, ю венільний матеріал є 
більш чутливим до дії цитокінінів та аук­
синів, ніж дорослий. Отримані додаткові 
сіянці вкоріню вали, додаючи до по­
живного середовищ а Ю К (5 мг/л), НОК 
(2 мг/л) та активоване вугілля (1 г/л).

П ри проведенні експерим ентів з 
насіннєвого розмнож ення сортів С. japo­
nica в культурі in vitro ми зіткнулися з 
дуже цікавим проявом морфогенезу — 
соматичним ембріогенезом. Зазначимо, 
що це явищ е спостерігали й інші дос­
лідники [13, 20, 22].

Слід підкреслити, що соматичний 
ембріогенез відноситься до такого типу 
клонального м ікророзмнож ення, за як о ­
го зародкоподібні структури розвива­
ю ться асексуально, поза м еж ам и
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Рис. 4. Формування додаткових пагонів з 
бруньки на живцях сіянців Camellia  
japonica 'Magnoliaeflora'

зародкового мішка із соматичних клітин 
культивованих тканин. Н а даний час 
соматичний ембріогенез виявлено у  102 
видів рослин, однак лиш е у  51 виду було 
отримано рослини з ембріоїдів [21]. 
П оказано, що здатність до соматичного 
ембріогенезу в культурі тканин п ере­
дусім залеж ить від генотипу дослідної 
рослини [10].

Відомі два типи соматичного ембріо­
генезу. П ерш ий — прямий ембріогенез, 
коли зародки з 'являю ться  б езп о се­
редньо з тканин за відсутності проліф е­
рації калусу. Другий — непрямий, коли 
спочатку відбувається диф еренціац ія  
калусних клітин, а вж е потім ембріоїдів. 
Поряд з цим зустрічається і вторинний 
ембріогенез, коли на поверхні соматич­
них зародків з 'являю ться додаткові 
ембріоїди [18]. Це біполярні структури, 
які одночасно розвиваю ть як корен е­
вий, так і стебловий апекси. Утворення 
соматичних зародків є типовим явищ ем 
для багатьох тропічних рослин.

За результатами дослідж ень було 
встановлено, що після 3 — 6 місяців 
культивування на поживному середо­
вищі Кнудсона з 4 м г/л  аденіну на 
деяких частинах сіянців усіх сортів С. 
japonica з'явились ембріоїди (рис. 5). 
Нами було з'ясовано, що основними 
параметрами, які визначали соматичний 
ембріогенез у  сортів камелії, є тип 
експланта, стадія його розви тку  та 
взаємодія між  пож ивним середовищ ем і 
експлантом.

Так, наприклад, перш і сом атичні 
ембріоїди з'явились на череш ках сім 'я­
долей сіянців (рис. 6). Причому вони 
диференцію вались як  з тканин сім 'ядо­
лей, так і знизу та зверху череш ка сім 'я­
долі. Аналогічне явищ е було відмічено й 
іншими дослідниками [6]. Слід зазначи­
ти, що ембріоїди, які ми отримали з 
тканин зародку, при подальшому куль­
тивуванні рослин не регенерували . 
Найбільша кількість соматичних ем брі­
оїдів була отримана з тканин череш ків

Рис. 5. Утворення ембріоїдів з тканин сім’я­
долей у  Camellia japonica 'Eleanor Franchetti'
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сім'ядолей. Цікаво, що соматичні зародки 
різних сортів камелії мали досить великі 
розміри (3 — 5 мм завдовжки і 2 — 3 мм
завширшки).

Наші дані свідчать про те, що сом а­
тичний ем бріогенез, завдяки  яком у 
були отримані ембріоїди, характери­
зується трьом а напрямкам и. Було 
встановлено, що їх диференціація відбу­
вається асинхронно в епідермальних і 
субепідерм альних ш арах сім 'ядолей, 
причому саме в тій частині, яка злегка 
піднімається над поверхнею  поживного 
середовища.

Аналізуючи літературні дані та резуль­
тати, одержані нами, ми підтримуємо 
думку, згідно з якою прямий ембріогенез 
in vitro відбувається із клітин, які були 
детерміновані до ембріогенного розвитку 
ще до введення їх в ізольовану культуру. 
Ці ембріогенно детерміновані клітини 
потребують тільки внесення регуляторів 
росту до пож ивних середовищ  або 
сприятливих умов для переходу до

поділу клітин і експресії ембріогенезу. В 
наших дослідженнях це спостерігалося 
тоді, коли концентрація аденіну у пожив­
ному середовищі була збільшена до 4 мг/л 
і культури утримувалися в умовах 
темряви. Після перенесення їх на світло 
ембріоїди набували зеленого кольору і 
надалі з них формувалися пагони (рис. 7).

Н а противагу цьому непрям ий 
ем бріогенез потребує редетерм інації 
диф еренційованих клітин, проліферації 
калусу та послідовного розви тку  
ембріогенно детермінованого стану. Для 
багатьох видів рослин стадія розвитку 
експланта є критичною  для експресії 
соматичного ембріогенезу і дуж е часто 
включає часткову диференціацію  [16]. 
При прямому соматичному ембріогенезі 
специфічність стадії розвитку експланта 
безпосередньо пов’язана з його віком. 
Крім того, лім ітую чим ф актором  є 
наявність певного типу клітин [17].

Д еякі дослідники відмічають подіб­
ність між прямим соматичним ембріо-

Рис. 6. Регенерація ембріоідів з тканин череш­
ка сім'ядолі Camellia japonica 'Magnoliaeflora'

Рис. 7. Розмноження та регенерація пагонів з 
ембріоідів у  СатеШа japonica 'Grandfflora rosea' 
на поживному середовищі Мурасіге — Скуга
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генезом  та ініціацією  до ембріогенезу 
окремих клітин та багатоклітинних ут­
ворень. Багато із відмінностей, які 
спостерігаю ться у  наш их дослідах, по­
в 'язані з необхідністю редетермінації 
клітин для входж ення в ембріогенний 
стан, що збігається з даними інших дос­
лідників [5]. У цілому, тип м орф огенезу 
залеж атиме від того, чи зм ож е така 
група клітин встановити та підтри­
мувати скоординовану поведінку як 
ембріогенна одиниця при дії різних 
чинників, що впливають на міжклітинні 
зв 'язки.

Окрім згаданих вище проявів ембріо­
генезу, іноді ми спостерігали замість 
соматичних зародків утворення ембріо- 
подібних структур (неоморфів), які 
надалі сильно розросталися, але рослин 
не утворювали.

О тримані нами ембріоїди культи­
вували на різних за складом пож ивних 
середовищ ах [1, 4, 14]. Найбільш опти­
мальним виявилось середовищ е М ура- 
сіге —С куга з половинним  вмістом 
макросолей, модифіковане додаванням 
аденіну (2 — 5 мг/л) і НОК (1 мг/л). 
О трим ані рослини вкоріню вали на 
середовищ і Кнудсона з 5 — 10 м г/л  ІМК.

Рослини, які утворились із соматич­
них зародків, можуть проявляти сома- 
клональну варіабельність, що, у свою 
чергу, м ож е бути ви користан е для 
отрим ання нових вихідних ф орм  у 
селекц ії рослин. Крім того, метод 
соматичного ембріогенезу дасть мож ли­
вість селекціонерам отримувати велику 
кількість вегетативно розм нож еного  
матеріалу через культуру зрізів сім 'я­
долей, виділених з насіння, отриманого 
в результаті схрещ ування.

Для клонального м ікророзмнож ення 
використовували ті ж  самі сорти С. ja ­
ponica, що й для насіннєвого. Брали 
молоді відростаю чі пагони дорослих

рослин заввиш ки 10—15 см та листки 
цих пагонів. Слід зазначити, що всі 
експланти  дорослих рослин камелії 
дуже інфіковані як  спорами грибів, так
і бактеріям и. Д аний ф акт  п ідкрес­
люється багатьма дослідниками [8, 9]. 
Це негативно впливає як на ф орм у­
вання калусу, так і на інші процеси 
диференціації.

У багатьох випадках успіх м ікро­
розмнож ення залеж ить від правильного 
вибору експланта. В наш их дослідж ен­
нях експлантами були сегменти листків 
дорослих рослин, пазуш ні бруньки 
молодих відростаю чих пагонів, які 
культивували на пож ивному середо­
вищі М урасіге — Скута. Було також  вив­
чено морфогенетичний потенціал цих 
експлантів.

П роліферація калусу відбувалася по 
всьому перим етру сегментів листків 
(рис. 8). Однак найчастіш е його д и ф е­
ренціація спостерігалася на сегментах, 
які були взяті з базальної частини лист­
ка та по його жилках. Таке явищ е, на 
наш погляд, пов 'язане з високою  мор- 
фогенетичною  активністю  цих зон, які 
мають велику кількість клітин з достат­
ньо високим мітотичним потенціалом. У 
культурі in vitro вони функціонують як 
меристематичні клітини, під впливом 
регуляторів росту регенерую ть калусну 
масу.

Н айвищ а інтенсивність калусогенезу 
була заф іксована на пож ивному середо­
вищі М урасіге —Скута з 2 м г/л  2,4-D. 
Вона залеж ала від віку листка та гено­
типу рослини, що збігається з даними 
інших дослідників [7, 15]. О триманий 
нами калус був неморф огенним і р ос­
лини не регенерував.

Регенерація пагонів відбувалася лиш е
з апікальних та пазуш них бруньок м о­
лодих пагонів (рис. 9). О тримані рос­
лини вкоріню вали на пож ивному сере­
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Рис. 8. Регенерація калусу на сегментах 
листків дорослих рослин Camellia 
japonica 'Anemonaeflora' на поживному 
середовищі Мурасіге — Скута з 2,4-D

довищі П іріка з 10 м г/л  ІМК та 1 г /л  
активованого вугілля.

.Слід зазначити, що всі частини як 
сіянців, так і рослин-регенерантів м ож ­
на використовувати як  вторинні ек- 
спланти, збільшуючи тим самим коеф і­
цієнт розм нож ення і отримуючи додат­
кову кількість рослин.

Таким чином, проведені дослідження 
дали змогу розробити еф ективні методи 
насіннєвого та клонального розм нож ен­
ня сортів С. japonica. Вивчено етапи 
проростання насіння та розвиток сіян­
ців в культурі in vitro. Розроблено ори­
гінальні методи збільшення кількості 
сіянців камелії за допомогою ембріо- 
культури та пагоноутворення, опти­
мальну біотехнологію цієї культури, за 
допомогою якої було отримано оздо­
ровлений посадковий матеріал С. ja ­
ponica.

Рис. 9. Утворення пагона зі сплячої бру­
ньки пагона Camellia japonica 'Eleanor
Franchetti’ на поживному середовищі
Мурасіге — Скута
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СЕМЕННОЕ И КЛОНАЛЬНОЕ 
РАЗМНОЖЕНИЕ СОРТОВ CAMELLIA 
JAPONICA L. В КУЛЬТУРЕ IN VITRO

A.H. Лаврентьева, И.И. Харченко

Национальный ботанический сад 
им. Н.Н. Гришко НАН Украины,
Украина, г. Киев

Приведены результаты исследований семен­
ного и клонального размножения четырех 
сортов Camellia japonica L. Была выявлена и 
показана возможность микроразмножения 
путем соединения эмбриокультуры с мно­
жественным побегообразованием в культуре 
in vitro. Разработанные методы размножения 
позволяют получать массовый посадочный 
материал камелий.

SEED AND CLONAL PROPAGATION OF 
CAMELLIA JAPONICA L. CULTIVARS 
IN VITRO CULTURE

A.N. Lavrentyeva, I.I. Kharchenko

M.M. Grishko National Botanical Gardens, 
National Academy of Sciences of Ukraine, 
Ukraine, Kyiv

The results of seed and clonal propagation of 4 
cultivars of Camellia japonica L. are given. It was 
shown that the best results were obtained using 
both the method of embryoculture and clonal 
multiplication of shoots in vitro culture. Elabo­
rated method of propagation gives the opportunity 
to have a lot of healthy young camellias plants.
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