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Аннотация. Мята – ценное лекарственное и эфиромасличное растение, которое широко приме-
няется в фармакологии, парфюмерно-косметической и пищевой промышленности. Для поддержа-
ния коллекций сортов, ценных образцов и проведения селекции перспективно использование био-
технологии сохранения in vitro растительных объектов в условиях замедленного роста при низких 
положительных температурах. Цель работы – изучить морфометрические показатели и гене-
тическую стабильность эксплантов двух сортов мяты при сохранении in vitro при 4–6 ºС без 
освещения в течение года. Меристемы с двумя листовыми примордиями культивировали на пи-
тательной среде в культуральной комнате при 26 ºС и освещенности 2–3 клк с 16-часовым фото-
периодом. Развивающиеся из меристем микропобеги разделяли на сегменты стебля с одним уз-
лом, которые использовали в качестве эксплантов для депонирования. Установлено, что после 
года депонирования при 4–6 ºС без освещения у сортов Ажурная и Бергамотная количество жиз-
неспособных эксплантов составило 56,5 и 85,7% соответственно. У эксплантов отмечено раз-
витие до 2,5 побегов длиной до 13,2 мм и ризогенез с частотой до 52,3%. После депонирования 
микропобеги черенковали и переносили в культуральную комнату для возобновления роста. Пока-
зано, что после двух субкультивирований полностью восстановились жизнеспособность (100%), 
морфометрические показатели микропобегов и коэффициент размножения (до 5,5–7,3). С помо-
щью ISSR-анализа по четырем изученным ДНК-маркерам выявлено, что микропобеги этих сортов 
после хранения in vitro полностью идентичны исходным растениям. Проведенные исследования 
показали эффективность используемых условий для хранения in vitro эксплантов мяты и подтвер-
дили их генетическую стабильность после года депонирования при 4–6 ºС. 
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Abstract. Mint represents a valuable medicinal and essential oil plant widely used in pharmacology, perfum-
ery, cosmetics, and food industry. In order to maintain collections of cultivars and valuable samples, as well 
as to carry out breeding, the application of biotechnology appears to be promising for in vitro preservation of 
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plant objects under the conditions of slow growth at low positive temperatures. The present study is focused 
on the morphometric parameters and genetic stability of the explants of two mint cultivars during their in vitro 
preservation at 4–6 ºС for a year without illumination. Meristems with two leaf primordia were cultivated on a 
nutrient medium in a culture room at 26 ºС and illumination of 2–3 klx with a 16-hour photoperiod. Mi-
croshoots developing from meristems were divided into single-node stem segments to be used as explants 
for deposition. After a year of deposition at 4–6 ºС without illumination, the number of viable explants in the 
Azhurnaya and Bergamotnaya cultivars was established to be 56.5 and 85.7%, respectively. The explants 
under study were characterized by the development of up to 2.5 shoots up to 13.2 mm long and rhizogenesis 
with a frequency of up to 52.3%. Following the deposition, microshoots were cut and transferred to a culture 
room to resume growth. After two subcultivations, viability (100%), morphometric parameters of microshoots, and 
multiplication index  (up to 5.5–7.3) were fully restored. The ISSR-analysis performed according to four studied 
DNA markers revealed the microshoots of these cultivars to be completely identical to the original plants after in 
vitro preservation. The conducted studies proved the effectiveness of the conditions used for in vitro preservation 
of mint explants and confirmed the explant genetic stability after a year of deposition at 4–6 ºС. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Мята – широко известное многолетнее тра-

вянистое лекарственное, эфиромасличное и пря-
но-ароматическое растение семейства Lamia-
ceae (Martinov). Различные виды рода Mentha L. 
используются в фармакологии, косметической и 
пищевой промышленности, а также в медицине [1]. 
Для широкого применения мяты, в том числе в 
разнообразных селекционных программах, и со-
хранения генетического разнообразия необхо-
димы эффективные методы поддержания сортов 
и коллекционных образцов. Мята относится к 
вегетативно размножаемым культурам, а наибо-
лее используемым методом сохранения подоб-
ных видов является поддержание растительных 
образцов в полевых коллекциях, которые могут 
легко предоставить исходный материал для 
размножения ценных генотипов, проведения ис-
следовательских работ и других целей [2, 3]. Од-
нако у данного метода есть и серьезные недо-
статки: занимаемые обширные площади и высо-
кие трудозатраты, повреждение образцов болез-
нями и вредителями, а также нежелательное 
смешивание образцов. Эти риски могут быть 
уменьшены с помощью другой стратегии сохра-
нения – в медленно растущей коллекции in vitro. 
Благодаря развитию методов культивирования 
изолированных тканей и органов методики депо-
нирования in vitro, и в частности создание мед-
леннорастущих коллекций, активно используют-
ся в настоящее время в качестве эффективной 
альтернативы полевым коллекциям [3–5]. Под-
держание медленного роста и удлинение перио-
да между пересадками культур in vitro обеспечи-

ваются в таких технологиях путем снижения 
температуры культивирования до 2–10 ºС, вве-
дения в состав питательной среды осмотически 
активных веществ или ингибиторов роста, сни-
жения освещенности и некоторыми другими при-
емами [3, 4]. Такие биотехнологические методы 
особенно важны для вегетативно размножаемых 
видов растений. При разработке методик сохра-
нения эксплантов в условиях низких положитель-
ных температур необходимо подобрать такие ре-
жимы, которые будут способствовать длительному 
сохранению эксплантов, а затем реализации их 
морфогенетического потенциала [4, 6]. Правиль-
ный выбор типа экспланта, состава питательной 
среды, условий депонирования и культивирова-
ния in vitro позволяет эффективно сохранять об-
разцы и сводить к минимуму риск появления со-
маклональных вариантов [5–8]. 

Известно, что культивирование тканей и ор-
ганов на искусственных питательных средах мо-
жет вызывать сомаклональную изменчивость, 
которая обусловлена кариологическими измене-
ниями (вариабельность количества и морфоло-
гии хромосом), перестройками хромосом, транс-
позицией подвижных генетических элементов, 
соматическим кроссинговером, изменениями в 
метилировании последовательностей ДНК и дру-
гими причинами1 [9]. Поэтому важным аспектом 
при использовании технологий in vitro для сохра-
нения ценных генотипов является проверка ге-
нетической стабильности культивируемых рас-
тений. На сегодняшний день одними из наибо-
лее точных и достоверных инструментов для 
выявления и изучения сомаклональной изменчи-
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вости являются молекулярно-генетические ме-
тоды, основанные на применении полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) при амплификации спе-
цифичных ДНК-маркеров. Наиболее подходя-
щим методом изучения является ISSR-анализ 
(Inter Simple Sequence Repeats), основанный на 
полиморфизме межмикросателлитных локусов 
генома. Использование метода электрофореза 
межмикросателлитных участков геномной ДНК 
является хорошо воспроизводимым, удобным, 
чувствительным и полиморфным среди аноним-
ных методов фрагментного анализа [10]. Поэто-
му этот метод широко используется для оценки 
молекулярно-генетического полиморфизма расте-
ний, регенерируемых в культуре тканей и органов, 
в том числе получаемых в процессе микроразмно-
жения или депонирования in vitro [11–14]. В ряде 
исследований при использовании ПЦР-анализа 
выявлено появление при микроразмножении или 
депонировании генетически измененных расте-
ний [11, 13–15]. С другой стороны, у многих ви-
дов и сортов растений в процессе длительного 
микроразмножения или поддержания коллекций 
в изолированной культуре отмечали генетиче-
ское сходство с исходными донорными растени-
ями, например, у тополя и осины [12], картофеля 
[15], рябчика [16] и растений других видов [11].  

В Научно-исследовательском институте сель-
ского хозяйства Крыма в течение многих лет ве-
дется селекция мяты, в результате которой по-
лучены уникальные ценные генотипы (межвидо-
вые гибриды, полиплоиды, анеуплоиды и др.) и 
высокопродуктивные эфиромасличные сорта 
различного направления [17, 18]. Для сохране-
ния разнообразных образцов и сортов необхо-
димо применение современных приемов под-
держания коллекций.  

В литературе представлено относительно мно-
го работ, касающихся разноплановых биотехноло-
гических исследований видов мяты [19–23]. В 
частности, изучено влияние некоторых факторов 
на индукцию каллусогенеза, непрямого морфоге-
неза и получение растений-регенерантов [21, 24]. 
В ряде публикаций затронуты проблемы получе-
ния вторичных метаболитов (компонентов эфир-
ного масла, розмариновой кислоты) в культуре 
изолированных клеток, каллусов или побегов у 
некоторых видов и сортов мяты [22, 25]. Боль-
шинство публикаций посвящено оптимизации пи-
тательных сред и условий культивирования для 
основных этапов клонального микроразмножения 
Mentha piperita L., M. spicata L., M. viridis L. и других 
видов или гибридов мяты [19, 20, 22, 25]. Имеются 
сведения о влиянии питательных сред на компо-
нентный состав эфирного масла у размноженных 
в культуре органов растений [26]. Ранее нами 
изучены некоторые вопросы, связанные с мик-
роразмножением сортов мяты, в частности, по-
добраны питательные среды для размножения в 
культуре меристем in vitro [27], показано влияние 

количества субкультивирований на коэффициент 
размножения [28].  

Публикаций, касающихся депонирования in 
vitro ароматических растений, в том числе и мя-
ты, крайне мало. Так, E. R. J. Keller с соавторами 
провели успешный опыт по сохранению двух 
тетраплоидов M. villosa Huds. и M. piperita L., а 
также октоплоида M. piperita L. при 2 и 10 ºС на 
безгормональной питательной среде Мурасиге и 
Скуга в течение 6 месяцев [29]. Некоторые во-
просы депонирования изучены на образцах M. 
villosa и M. piperita, которые депонировали 6 ме-
сяцев при 2 ºС [30]. На примере нескольких сор-
тов мяты (Удайчанка, Прилукская Карвонная, 
Украинская Перечная, Прилукская 6) проанали-
зировано развитие эксплантов в течение 24 меся-
цев с использованием разных типов экспланта и 
концентраций сахарозы в питательной среде [31]. 
Тем не менее в ряде публикаций приводятся до-
статочно противоречивые или неполные данные 
[29–31], а вопросы генетической гетерогенности 
растений мяты при культивировании in vitro 
освещены в единичных работах [2].  

Цель настоящей работы – изучить морфомет-
рические показатели и генетическую стабильность 
эксплантов двух сортов мяты при сохранении in 
vitro при 4–6 ºС без освещения в течение года. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для исследования использовали растения 

двух сортов мяты – Ажурная и Бергамотная. 
Сорт Ажурная – высокоментольный сорт (содер-
жание ментола в эфирном масле составляет 
67,1–68,5%), который получен путем свободного 
переопыления полиплоида Mentha canadensis L. 
с коллекционными образцами дикорастущих ви-
дов. Сорт Бергамотная – нементольный сорт 
(основные компоненты эфирного масла – ли-
налоол (61,0%) и линалилацетат (18,0%)), со-
зданный путем поэтапной гибридизации трех 
видов (M. citrata Ehrh. × M. longifolia L.) × M. spi-
cata L. [18]. Исходные донорные растения выра-
щивали в условиях закрытого грунта. Подготовку 
оборудования и материалов для работы в асеп-
тических условиях, питательных сред и анализ 
ростовых процессов проводили согласно обще-
принятым методам1 [5].  

В культуру in vitro вводили меристемы с дву-
мя листовыми примордиями (0,5–0,7 мм), выде-
ленные из пазушных почек донорных растений. 
Меристемы вычленяли под стереоскопическим 
микроскопом МСП-1 (Россия) в условиях лами-
нарного бокса БАВип-01-«Ламинар-С»-1,2 (Рос-
сия). Экспланты культивировали на ранее опти-
мизированной для микроразмножения мяты [27] 
модификации питательной среды Мурасиге  
и Скуга (МС) [32] с добавлением 1,0 мг/л  
6-бензиламинопурина (БАП) и 0,5 мг/л индоли-
луксусной кислоты (ИУК) (Sigma, США).  

При культивировании в условиях культураль-
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ной комнаты (при 26 ºС, влажности воздуха 70% 
и освещенности 2–3 клк с 16-часовым фотопери-
одом) из меристем развивались микропобеги. 
Далее проводили их черенкование, в качестве экс-
плантов для сохранения in vitro использовали сег-
менты стебля с одним узлом. В пробирки с 10 мл 
агаризованной питательной среды помещали по 
одному экспланту, закрывали их ватно-
марлевыми пробками и депонировали в холо-
дильной камере при 4–6 ºС без освещения в те-
чение одного года без пересадки. После года 
хранения подсчитывали количество жизнеспо-
собных и развивающихся эксплантов (%), а так-
же определяли морфометрические показатели: 
число (шт.) и длину (мм) побегов, число узлов на 
побеге (шт.), частоту ризогенеза (%), число (шт.) 
и длину (мм) корней. Далее в асептических усло-
виях микропобеги черенковали, пересаживали 
на свежую питательную среду того же состава  
и помещали в условия культуральной комна- 
ты (при 26 ºС, влажности 70% и освещенности  
2–3 клк с 16-часовым фотопериодом), где два-
жды проводили субкультивирование. После каж-
дого субкультивирования определяли те же 
морфометрические показатели. Коэффициент 
размножения рассчитывали как количество мик-
рочеренков, которое можно получить за одно 
субкультивирование, для этого среднее количе-
ство образовавшихся побегов умножали на 
среднее число узлов на побеге.  

Геномную ДНК выделяли из молодых верх-
них листьев (0,2–0,3 г) растений мяты исходных 
сортов (выращенных в условиях закрытого грун-
та) и из побегов микрорастений после года депо-
нирования in vitro и последующего отрастания в 
культуральной комнате. Для этого использовали 
ЦТАБ-буфер (цетилтриметиламмония бромид), а 
затем проводили очистку хлороформом [33]. Вы-
деленную ДНК хранили при -20 ºС. Для изучения 
влияния длительного хранения эксплантов при 
низкой положительной температуре на генетиче-
скую стабильность изучаемых сортов мяты про-
вели ISSR-анализ генома растений мяты с прай-
мерами М2, М3, М4, М8 [34] (табл. 1).  

 
Таблица 1. ISSR праймеры, использованные  

для постановки ПЦР 
 

Table 1. ISSR primers used for PCR  
 

Праймер 
Нуклеотидная  

последовательность 
5'–3' 

Температура  
отжига, °С 

M2 (AC)8(C/T)G 50,0 

M3 (GA)8(C/T)C 52,7 

M4 (AG)8YC 50,0 

M8 (GTG)5 52,7 

 
Для постановки ПЦР-реакции использовали 

компоненты, произведенные компанией «Евроген» 
(Россия). Общий объем реакционной смеси со-

ставлял 20 мкл: 1х TaqTurbo буфер с 2,5 мМ Mg2+, 
0,2 мМ каждого dNTP (нуклеозидтрифосфат),  
5 пкМ праймера, HSTaq ДНК-полимераза 2 еди-
ницы/порцию, в качестве матрицы применяли 
выделенную ДНК исследуемых растений в коли-
честве 10–20 нг/реакцию. ПЦР проводили с ис-
пользованием следующего режима амплифика-
ции: 1) начальная денатурация ДНК при 95 ºC  
(3 мин); 2) далее 35 циклов 95 ºC (30 с), 50,0 или 
52,7 ºC (30 с), 72 ºC (1 мин); 3) окончательный 
синтез цепи ДНК при 72 ºC (5 мин). Для работы 
использовали амплификатор T-100 Thermal 
Cycler (Bio-Rad, США). Оценку ПЦР-продуктов 
проводили электрофоретическим разделением в 
2,0%-м агарозном геле с добавлением бромисто-
го этидия в TАE-буфере и последующей визуа-
лизацией в ультрафиолетовом свете. Получен-
ные электрофореграммы обработаны с помо-
щью программы TotalLab 2.01 (trial version) 
(Phoretix, Великобритания). 

При культивировании in vitro (депонировании 
и микроразмножении) в каждом варианте опыта 
использовали 20 эксплантов в 2-кратной повтор-
ности. Данные обработаны статистически с ис-
пользованием программы Statistica 10,0. Полу-
ченные результаты представлены в таблицах в 
виде средней арифметической величины со 
стандартной ошибкой. Для анализа достоверно-
сти различий применяли многодиапазонный тест 
Дункана при p ≤ 0,05.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Созданию медленно растущей коллекции in 

vitro предшествует целый комплекс процессов: 
введение в асептическую культуру меристем, 
выделенных из донорного растения; собственно 
микроразмножение; подбор условий для роста 
культуры при низкой положительной температу-
ре с сохранением жизнеспособности после де-
понирования. При введении в культуру in vitro 
меристем мяты у изученных сортов наблюдали 
100%-ю приживаемость эксплантов. Для культи-
вирования меристем использовали питательную 
среду Мурасиге и Скуга с добавлением БАП  
(1,0 мг/л) и ИУК (0,5 мг/л), оптимизированную 
нами ранее [27]. После недели культивирования 
на этой среде отмечено начало развития мери-
стем, а через 4 недели наблюдали 1–3 побега. В 
дальнейшем для второго этапа (собственно мик-
роразмножения) или депонирования в качестве 
эксплантов использовали сегменты стебля с од-
ним узлом, которые получали при микрочеренко-
вании основного и дополнительных побегов, 
сформировавшихся in vitro. Далее пробирки с 
эксплантами помещали в холодильную камеру 
на 1 год, где их культивировали при 4–6 ºС без 
пересадки и освещения.  

После одного года сохранения in vitro визу-
ально оценивали количество жизнеспособных и 
развивающихся эксплантов (рис. 1, табл. 2). 
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Установлено, что все жизнеспособные эксплан-
ты после такого длительного хранения медленно 
развивались. Они формировали светлые этио-
лированные микропобеги с мелкими редуциро-
ванными листьями. Образования каллуса у ос-
нования побегов не отмечено ни у одного из сор-
тов. Это очень важный аспект при депонирова-
нии, так как необходимо исключить индукцию 
сомаклональных вариантов из морфогенного 
каллуса, что может привести к потере генетиче-
ской стабильности. На верхушках некоторых 
микропобегов у сорта Ажурная отмечены некро-

тические поражения (рис. 1, А). У этого сорта 
способность переносить холодовой стресс ока-
залась достоверно ниже, так как количество жиз-
неспособных побегов составило 56,5%, а у сорта 
Бергамотная – 85,7% (см. табл. 2). Ранее для 
мяты сорта Удайчанка установлено, что число 
жизнеспособных эксплантов после года хране-
ния при низкой положительной температуре in 
vitro составило 58,0% [31]. В работе T. Islam с 
соавторами данные о жизнеспособности культур 
после депонирования 4-х образцов мяты, к со-
жалению, не представлены [30]. 

 

  
  

A B 

  
  

C D 
 

Рис. 1. Микропобеги мяты сортов Ажурная (А) и Бергамотная (B) после одного года депонирования in vitro при 4–6 ºС 
без освещения и микропобеги сортов Ажурная (С) и Бергамотная (D) после второго субкультивирования при отрастании 

в условиях культуральной комнаты после года хранения in vitro 
 

Fig. 1. Microshoots of Azhurnaya (A) and Bergamotnaya (B) mint cultivars after one year of in vitro deposition at 4–6 ºС without 
illumination and microshoots of cultivars Azhurnaya (C) and Bergamotnaya (D) after the 2nd subculturing during regrowth in a 

culture room after a year of conservation in vitro 
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Таблица 2. Влияние хранения in vitro при 4–6 ºС в течение 1-го года на морфометрические показатели  

эксплантов мяты сортов Ажурная и Бергамотная 
 

Table 2. Influence of in vitro conservation at 4–6 °C for a year on the morphometric parameters of explants of mint  

сultivars Azhurnaya and Bergamotnaya 
 

Морфометрические показатели 
Cорт 

Ажурная Бергамотная 

Число жизнеспособных эксплантов, % 56,5±5,8b 85,7±7,1a 

Число развивающихся побегов, % 56,5±5,8b 85,7±7,1a 

Число побегов, шт./эксплант 2,5±0,2a 1,2±0,1b 

Длина побега, мм 13,2±0,9a 11,8±1,2a 

Число узлов, шт./побег 1,4±0,1a 1,6±0,1a 

Частота ризогенеза, % 8,6±1,5b 52,3±8,1a 

Число корней, шт./побег 0,09±0,06 b 0,71±0,17a 

Длина корня, мм 40,5±4,4a 39,2±5,2a 

Примечание. Значения, обозначенные одной и той же буквой в пределах строки, существенно не различаются 
(многодиапазонный тест Дункана при p ≤ 0,05). 

 
В работах многих исследователей показано, 

что низкая положительная температура при хра-
нении в изолированной культуре выступает в 
качестве фактора, замедляющего рост растений 
[3–6, 35]. При анализе морфометрических пока-
зателей изучаемых нами сортов мяты также бы-
ло установлено, что развитие микропобегов про-
исходило с меньшей скоростью, чем в обычных 
культуральных условиях при микроразмножении 
in vitro. При этом у эксплантов сорта Ажурная 
наблюдали в 2 раза больше побегов, чем у сорта 
Бергамотная, однако длина побегов, число узлов 
и длина корней достоверно не различались. Ча-
стота ризогенеза у микропобегов ‘Ажурной’ была 
существенно ниже, чем у ‘Бергамотной’ (8,6 и 
52,3% соответственно), как и число корней (см. 
табл. 2). При исследовании 4-х образцов мяты 
видов M. villosa Huds. и M. piperita L. также было 
выявлено наличие корней, при этом частота ри-
зогенеза варьировалась от 16,0 до 86,0% [30]. 

После года депонирования при низкой положи-
тельной температуре жизнеспособные микропобе-
ги черенковали, пересаживали на свежую пита-
тельную среду и помещали в условия культураль-
ной комнаты (26 ºС, освещенность – 2–3 клк) для 
оценки способности к восстановлению роста. 
Анализ морфометрических параметров проводили 
в течение двух субкультивирований (табл. 3). По-
сле первого субкультивирования число развива-
ющихся побегов у ‘Ажурной’ и ‘Бергамотной’ со-
ставило 45,0 и 40,0% соответственно. Побеги 
были тонкими, с мелкими листьями. После вто-
рого субкультивирования количество развиваю-
щихся побегов достоверно возросло и достигло 
100% у обоих сортов, что свидетельствует о 
полном восстановлении культур после длитель-
ного сохранения в условиях замедленного роста 
in vitro. Побеги имели насыщенный зеленый цвет, 
хорошо развитые листья и корни (см. рис. 1).  

 
Таблица 3. Влияние количества субкультивирований при отрастании после хранения in vitro в течение 1-го года  

на морфометрические показатели эксплантов двух сортов мяты  
 

Table 3. Influence of subcultures number during regrowth after conservation in vitro for a year on the morphometric  

parameters of two mint cultivars explants 
 

Морфометрические 
показатели 

Количество субкультивирований 

1 2 

Сорт Сорт 

Ажурная Бергамотная Ажурная Бергамотная 

Число развивающихся побегов,% 45,0±11,4b 40,0±11,2b 100±0,0a 100±0,0a 

Число побегов, шт./эксплант 1,5±0,3b 1,6±0,1b 2,3±0,2a 1,9±0,2ab 

Длина побега, мм 39,5±7,7a 39,0±8,9a 47,0±4,6a 48,3±5,6a 

Число узлов, шт./побег 3,0±0,5a 2,6±0,4a 3,1±0,2a 2,9±0,3a 

Частота ризогенеза,% 11,1±2,1b 37,5±4,6a 30,0±3,1a 35,0±3,3a 

Число корней, шт./побег 0,2±0,1c 1,0±0,0b 1,5±0,2a 1,3±0,1ab 

Длина корня, мм 21,6±4,4a 15,6±7,2a 17,8±5,1a 22,2±3,1a 

Коэффициент размножения 4,6±1,5b 4,3±0,5b 7,3±0,8a 5,5±0,3ab 

Примечание. Значения, обозначенные одной и той же буквой в пределах строки, существенно не различаются 
(многодиапазонный тест Дункана при p ≤ 0,05). 
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Число побегов ко второму субкультивированию 
возросло у обоих сортов: с 1,5 до 2,3 шт./эксплант 
– у сорта Ажурная, с 1,6 до 1,9 шт./эксплант – у 
сорта Бергамотная. По длине побегов и числу 
узлов достоверных изменений не выявлено, од-
нако наблюдалась тенденция к увеличению этих 
показателей. У сорта Ажурная ко второму суб-
культивированию достоверно увеличились ча-
стота ризогенеза (с 11,1 до 30,0%) и число кор-
ней (с 0,1 до 1,5 шт./побег). При этом отмечена 
тенденция уменьшения длины корней. У ‘Берга-
мотной’ достоверных различий влияния количе-
ства субкультивирований на данные параметры не 
наблюдали. Коэффициент размножения у обоих 
сортов достоверно вырос ко второму субкультиви-
рованию по сравнению с первым: у ‘Ажурной’ – с 
4,6 до 7,3, у ‘Беграмотной’ – с 4,3 до 5,5. Такие ко-
эффициенты размножения сопоставимы с этим 
параметром у изученных сортов мяты при кло-
нальном микроразмножении in vitro [27, 28]. 

Для сортов Удайчанка, Прилукская Карвон-
ная и Украинская Перечная ранее также было 
показано, что после депонирования (при низкой 
положительной температуре) при последующем 
отрастании в культуральной комнате количество 
жизнеспособных микропобегов и их морфомет-
рические параметры ко второму субкультивиро-
ванию почти полностью восстановились [31].  

В одном из исследований после депонирования 
двух видов мяты (M. villosa Huds. и M. piperita L.) 
микропобеги для адаптации сразу высаживали в 
условия закрытого грунта и выращивали около 
месяца [30]. К сожалению, данные о количестве 
жизнеспособных побегов ex vitro авторы не при-
вели. Высота развивающихся побегов в зависи-
мости от генотипа достигала от 70,2 до 180,4 мм. 
При изучении образцов мяты тех же видов  
(M. villosa Huds. и M. piperita L.) E. R. J. Keller с со-
авторами депонировали экспланты в общей слож-
ности 3,5 года и каждые 6 месяцев переносили их 

на свежую питательную среду [29]. При этом было 
показано постепенное увеличение количества узлов 
на побегах: через 6 месяцев – 9,0 шт./побег, через 
3,5 года – до 20,0 шт./побег. Для адаптации мик-
рорастения мяты после депонирования высажива-
ли в тепличные условия, где приживаемость побе-
гов достигала практически 100%. В работе  
C. Martin с соавторами показано успешное сохране-
ние образцов M. piperita L. в течение 1,5–2 лет при 
температуре 2 и 10 ºС с 16-часовым фотопериодом и 
интенсивностью освещения 2–4 мкМ м-2 с-1 [2]. 

Важнейшей задачей при создании коллекций 
in vitro является сохранение генотипа исходных 
образцов и сортов. Для выявления генетической 
стабильности при депонировании in vitro провели 
сравнительный анализ ISSR-участков геномной 
ДНК исходных донорных растений мяты сортов 
Ажурная и Бергамотная и микрорастений этих 
сортов после года депонирования при низкой 
положительной температуре (рис. 2). В результа-
те ISSR-анализа, выполненного с четырьмя прай-
мерами, детектировано от 2 до 8 амплифициро-
ванных фрагментов размером от 189 до 1280 п.н. 
(табл. 4). Праймер М3 оказался наименее инфор-
мативным, так как с его помощью получено 
наименьшее количество ампликонов. При анализе 
ДНК-матриц не выявлен полиморфизм амплифи-
цированных ISSR-ПЦР-фрагментов. Таким обра-
зом, генетических различий между материнскими 
растениями и микрорастениями in vitro мяты сор-
тов Ажурная и Бергамотная после депонирования 
в течение 12-ти месяцев не обнаружено.  

Полученные результаты показали, что ISSR-
профили ДНК микропобегов после года сохране-
ния in vitro при низкой положительной температуре 
полностью идентичны по количеству и длине ам-
пликонов растениям исходных сортов (выращен-
ным в условиях закрытого грунта) по всем четырем 
использованным маркерам (см. табл. 4).  

 
 

  
 
 

Рис. 2. Электрофореграммы результатов ISSR-ПЦР ДНК исходных растений сортов мяты Ажурная (1) и Бергамотная (3) 
и микропобегов этих сортов (соответственно – 2 и 4) после 1-го года сохранения 

in vitro, полученные с использованием ISSR-праймеров М2 (а), М3 (b), М4 (c), М8 (d). 
М – маркер молекулярных весов 100+ bp DNA Ladder; К-– отрицательный контроль 

 
 

Fig. 2. Electrophoregrams of the ISSR-PCR DNA results of initial plants mint cultivars Azhurnaya (1) 
and Bergamotnaya (3) and microshoots of these cultivars (2 and 4, respectively) after 1 year of in vitro conservation, obtained 

using ISSR primers M2 (a), M3 (b), M4 (c), M8 (d). 
M – molecular weight marker 100+ bp DNA Ladder; K- – negative control 
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Таблица 4. Длина ампликонов (п.н.), полученных с использованием ISSR-праймеров, у растений исходных  
сортов мяты и микропобегов после 1-го года сохранения in vitro при 4–6 ºС 
 

Table 4. Length of amplicons (bp) obtained using ISSR primers at initial plants of mint cultivars and microshoots after  

1 year of conservation in vitro at 4–6 ºC  
 

Праймер 
Сорт Ажурная Сорт Бергамотная 

исходные растения депонирование 1 год исходные растения депонирование 1 год 

М2 900; 836; 413; 311 900; 836; 413; 311 1118; 913; 824; 513; 311 1118; 913; 824; 513; 311 

М3 323; 269 323; 269 887; 330; 264 887; 330; 264 

М4 
1011; 939; 850; 735; 675; 

553; 336; 189 
1011; 939; 850; 735; 
675; 553; 336; 189 

1280; 939; 890; 810; 
700; 636; 375; 192 

1280; 939; 890; 810; 700; 
636; 375; 192 

М8 
949; 840; 753; 659; 579; 

424; 380; 276 
949; 840; 753; 659; 
579; 424; 380; 276 

939; 850; 753; 675; 566; 
419; 313; 276 

939; 850; 753; 675; 566; 
419; 313; 276 

 
Литературные данные, касающиеся генети-

ческой гетерогенности растений, полученных в 
культуре изолированных органов и тканей, очень 
отличаются. Это объясняется тем, что авторы 
используют различные виды или сорта растения, 
различные биотехнологии и условия культивиро-
вания in vitro [11]. L. Samarina с соавторами про-
вели изучение растений чая после длительного 
микроразмножения в течение 7 лет с использо-
ванием пролиферации пазушных почек [14]. С 
помощью ПЦР-анализа на ISSR-маркерах они 
выявили небольшие генетические дистанции 
между размноженными проростками и исходным 
сортом Колхида. В некоторых других работах при 
проведении молекулярно-генетического анализа 
с использованием ISSR- и RAPD-маркеров также 
обнаружена генетическая нестабильность сортов 
и клонов чая после клонального микроразмно-
жения in vitro [цит. по 14]. H. Ali с соавторами при 
микроразмножении Orthosiphon stamineus Benth. 
после трех субкультивирований in vitro выявили 
относительно низкий уровень полиморфизма 
(7,32%) среди полученных образцов [13]. Инте-
ресные данные получены при сравнительном 
анализе генетической стабильности 14-ти образ-
цов картофеля, которые хранились in vitro от го-
да до 26-ти лет, и их полевых аналогов [15]. Ав-
торы установили, что 11 образцов картофеля в 
условиях in vitro были идентичны материнским 
растениям по изученным ДНК-маркерам. Однако 
у 3-х сортов обнаружены несоответствия между 
образцами in vitro и их исходными образцами in 
vivo. 

В то же время во многих исследованиях по-
казана генетическая стабильность растений в 
ходе клонального микроразмножения или дли-
тельного сохранения in vitro. Так, для гибридов 
тополя белого (Populus alba L.) и сереющего  
(P. canescens Sm.) установлено, что полученные 
с использованием меристемных культур клоны, 
находящиеся в коллекции длительного депони-
рования in vitro (21 год и 7 лет соответственно), 
не имели изменений в ДНК-спектрах по всем ло-
кусам в сравнении с материнскими деревьями 
[12]. Длительное хранение микроклонов Fritillaria 
sonnikovae Schaulo et A. Erst. в условиях замед-
ленного роста in vitro при температуре 7 ºС в те-

чение 12-ти месяцев также не вызвало генетиче-
ской изменчивости у регенерантов, сформиро-
ванных в ходе прямого органогенеза в первом 
пассаже, следующем за депонированием [16].  

Что касается аналогичных исследований мяты, 
то имеются сведения о проведении молекулярно-
генетической оценки 161 образца M. piperita L. при 
использовании разных методов хранения (крио-
хранение, депонирование in vitro в течение  
2–3-х лет, полевая коллекция) [2]. Установлено, 
что образцы, сохраненные с помощью биотехноло-
гических методик, проявили генетическую ста-
бильность, тогда как часть образцов из полевой 
коллекции отличалась от аналогичных образцов из 
двух других коллекций на 30–40%.  

Представленная нами работа по изучению 
сохранения in vitro мяты на примере сортов 
Ажурная и Бергамотная показала, что длитель-
ное депонирование эксплантов при используе-
мых условиях в течение года не привело к воз-
никновению сомаклональной изменчивости, что 
свидетельствует о перспективности применения 
данных методических приемов для создания 
коллекции ценных генотипов in vitro. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Установлено, что растения мяты сортов 

Ажурная и Бергамотная можно успешно депони-
ровать in vitro без освещения при низкой поло-
жительной температуре (4–6 ºС) в течение 1-го 
года. Жизнеспособность эксплантов после  
12-ти месяцев хранения составила 56,5–85,7%. 
После 2-х субкультивирований в условиях культу-
ральной комнаты (при 26 ºС и освещенности        
2–3 клк) наблюдали полное восстановление всех 
морфометрических параметров микропобегов 
(высоты и числа побегов, количества узлов на 
побеге, частоты ризогенеза). После второго суб-
культивирования количество жизнеспособных 
развивающихся побегов достигло 100%, при 
этом коэффициент размножения составил: у 
‘Ажурной’ – 7,3, у ‘Бергамотной’ – 5,5. С помо-
щью ISSR-анализа по 4-м изученным ДНК-
маркерам выявлено, что исследованные сорта 
сохранили генетическую стабильность после го-
да хранения в условиях медленно растущей 
культуры in vitro. 
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