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РАЗРАБОТКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРИЕМОВ 

СРЕДНЕСРОЧНОГО СОХРАНЕНИЯ ХМЕЛЯ IN VITRO8 

 

Цель исследования – разработка эффективных биотехнологических приемов среднесрочного 

сохранения коллекционных образцов хмеля в условиях in vitro путем использования питательных 

сред, позволяющих увеличить продолжительность межпассажных периодов при сохранении жиз-

неспособности культур. Исследования осуществлялись на базе Алтайского центра прикладной 

биотехнологии (АлтГУ, Барнаул) в 2025 г. Изучено влияние глюкозы, маннита, нитрата кальция 

(Ca(NO3)2), хлорхолинхлорида (ССС), салициловой кислоты, абсцизовой кислоты (АБК), канами-

цина, цефотаксима и состава макро- и микроэлементов питательной среды MS на среднесроч-

ное сохранение хмеля пяти сортов в культуре in vitro. Перспективность питательных сред за-

висит от генотипов сохраняемых образцов хмеля. Среды, дополненные 3,5 мг/л Ca(NO3)2, под-

держивали жизнеспособность регенерантов сортов Фаворит и Брянский на уровне 95 % в тече-

ние 12 мес. На данной среде максимальной жизнеспособностью (30 %) характеризовался сорт 

Таурус. Содержание 1 мг/л АБК в среде обеспечивало 90–100 % сохранность культур в течение 

6–7 месяцев, тогда как у сортов Цивильский и Брянский после 1-го года культивирования жизне-

способность составляла 40 %. Применение маннита и ССС показало ограниченную эффектив-

ность, сильно зависящую от концентрации и сортовых особенностей. Антибиотик цефотаксим 

подтвердил свою перспективность, сохраняя до 80 % жизнеспособных эксплантов, тогда как 

канамицин оказался фитотоксичным и приводил к гибели регенерантов хмеля. Разработанные 

протоколы позволяют сохранять перспективные генотипы хмеля до 12 мес. в беспересадочной 

культуре, что имеет большое значение для создания биотехнологических коллекций, снижения 

трудозатрат и коммерческого применения технологии клонального микроразмножения. 

Ключевые слова: Humulus lupulus L., беспересадочное культивирование, биотехнологические 
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DEVELOPMENT OF BIOTECHNOLOGICAL METHODS 

FOR THE MEDIUM-TERM PRESERVATION OF HOPS IN VITRO 
 

The objective of the study is to develop effective biotechnological methods for the medium-term preser-
vation of collection hop accessions in vitro using nutrient media, allowing for increased interpassage pe-
riods while maintaining crop viability. Research was conducted at the Altai Center for Applied Biotechnolo-
gy (Altai State University, Barnaul) in 2025. The effects of glucose, mannitol, calcium nitrate (Ca(NO3)2), 
chlorocholine chloride (CCC), salicylic acid, abscisic acid (ABA), kanamycin, cefotaxime, and the composi-
tion of macro- and microelements in the MS nutrient medium on the medium-term preservation of five hop 
varieties in vitro were studied. The effectiveness of the nutrient media depends on the genotypes of the 
hop accessions being preserved. Media supplemented with 3.5 mg/l Ca(NO3)2 maintained the viability of 
regenerated Favorit and Bryansky varieties at 95 % for 12 months. On this medium, the Taurus variety 
demonstrated maximum viability (30 %). A 1 mg/L ABA content in the medium ensured 90–100 % survival 
of the crops for 6–7 months, while the Tsivilsky and Bryansky varieties had a viability of 40 % after one 
year of cultivation. The use of mannitol and SSS showed limited effectiveness, depending heavily on con-
centration and varietal characteristics. The antibiotic cefotaxime proved its potential, preserving up to 80 % 
of viable explants, while kanamycin proved phytotoxic and led to the death of regenerated hops. The de-
veloped protocols allow the preservation of promising hop genotypes for up to 12 months in direct culture, 
which is of great importance for the creation of biotechnological collections, reducing labor costs, and the 
commercial application of clonal micropropagation technology. 
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phogenesis, nutrient medium 
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Введение. Современные достижения в об-
ласти сельскохозяйственной биотехнологии 
создают огромный потенциал для науки и прак-
тики, позволяя не только эффективно размно-
жать и оздоравливать растения, но и мобилизо-
вать генетические ресурсы хозяйственно зна-
чимых видов и сортов. Особое значение приоб-
ретают методы in vitro культивирования, кото-
рые активно применяются как для массового 
размножения растений, так и для сохранения их 
генетического разнообразия [1, 2]. 

Сохранение генетического разнообразия 
растений реализуется в рамках двух основных 
стратегий: in situ – поддержание и восстановле-
ние жизнеспособных популяций в естественных 
условиях их обитания, и ex situ – сохранение 

компонентов биологического разнообразия вне 
их природных местообитаний [3]. Несмотря на 
преимущества сохранения генофонда в естест-
венной среде, многие исследователи отмечают 
ряд проблем, таких как трудности доступа к рас-
тениям, влияние биотических (наводнения, по-
жары, засухи) и абиотических факторов [4], а 
также риск генетической эрозии в случае фраг-
ментации местообитаний и сокращения числен-
ности популяций [5]. 

В связи с этим, сохранение ex situ считается 
наиболее эффективным и распространенным 
инструментом сохранения генетических ресур-
сов, особенно благодаря деятельности ботани-
ческих садов [6]. Среди методов ex situ наибо-
лее эффективным считается хранение семян, 



 Вестник КрасГАУ.  2026. № 1 (226) 

80 

 

однако его применение ограничено для видов с 
низким производством семян или плохой всхо-
жестью [7]. 

Для вегетативно размножающихся видов тра-
диционным подходом к сохранению является 
поддержание клоновых полевых коллекций, ко-
торые могут включать большое количество об-
разцов, представляющих широкий спектр генети-
ческого разнообразия [8-11]. Однако данный ме-
тод имеет свои недостатки: ограниченная дос-
тупность качественного посадочного материала, 
а также, низкая эффективность размножения 
отдельных генотипов. Кроме того, поддержание 
полевых коллекций сопряжено с существенными 
экономическими затратами и риском потерь из-за 
биотических (патогены, вредители) и абиотичес-
ких (почвенные или климатические факторы) 
стрессов. В связи с этим, особую актуальность 
приобретают альтернативные методы сохране-
ния ex situ, включающие создание дублирующих 
коллекций, например, криобанков пыльцы и ДНК-
депозитариев. Эти подходы не только минимизи-
руют риски потери генетического материала, но и 
обеспечивают долгосрочное сохранение ценных 
генотипов с максимальной генетической ста-
бильностью. 

В настоящее время среди методов сохране-
ния биоразнообразия ex situ центральное место 
занимает метод культивирования in vitro, позво-
ляющий поддерживать жизнеспособность ме-
ристемных культур в контролируемых условиях 
в течение продолжительного времени. Данные 
культуры выполняют двойную функцию: служат 
стратегическим резервом ценного генофонда и 
одновременно представляют собой уникальный 
экспериментальный материал для проведения 
фундаментальных и прикладных исследований 
в области генетики, селекции и биотехнологии. 
Разработка методов сохранения растительного 
материала в коллекциях in vitro в течение дли-
тельного периода времени является важной 
задачей современной биотехнологии. 

Возможность депонирования растительного 
материала изучалась многими учеными на про-
тяжении нескольких десятилетий. В последние 
годы эти методики существенно усовершенст-
вовались благодаря развитию новых технологий 
и углублению знаний в области молекулярной 
биологии, генетики и смежных дисциплин, что 
значительно расширило возможности их приме-
нения для различных групп растений. Успешно 
используются методы среднесрочного сохране-

ния in vitro для овощных [9], декоративных 
[12, 13], плодовых и ягодных [14, 15], древесных 
культур [16], а также редких и исчезающих ви-
дов растений [17]. 

Методы сохранения культур in vitro в сте-
рильных условиях на питательных средах, рас-
считанные на период от нескольких месяцев до 
нескольких лет, определяются биологическими 
особенностями конкретных видов растений. Ос-
новные подходы включают модификацию усло-
вий культивирования путем снижения темпера-
туры и интенсивности освещения, а также вве-
дение в состав питательных сред специальных 
соединений, снижающих уровень метаболизма 
и как следствие замедляющих рост [9, 12–17]. 
Данные методические приемы обеспечивают 
эффективное сохранение генетического мате-
риала при одновременном сокращении трудо-
затрат на поддержание коллекций. 

Эффективность и выбор конкретного метода 
сохранения in vitro зависят от ряда факторов. 
Растения, которые сохраняют генетическую ста-
бильность в условиях in vitro, легко регенери-
руют из каллуса или тканей, лучше подходят 
для длительного хранения. Для среднесрочного 
сохранения лучше подходят виды устойчивые к 
низким температурам, осмотическому стрессу 
или ограничению питательных веществ. Мед-
ленно растущие растения (например, древес-
ные или хвойные) лучше сохраняются in vitro, 
чем быстрорастущие виды. Таким образом, ме-
тоды среднесрочного сохранения in vitro наибо-
лее эффективны для растений, которые обла-
дают высокой регенерационной способностью, 
устойчивостью к стрессу и медленным ростом. 

Культивирование коллекций in vitro, как пра-
вило, сопряжено с рядом существенных ограни-
чений, которые включают биологические риски 
(инфицирование микроорганизмами, генетичес-
кая нестабильность, сомаклональная изменчи-
вость), технические сложности, а также значи-
тельные экономические затраты. Важным нап-
равлением минимизации этих недостатков мо-
жет является оптимизация условий культивиро-
вания, в частности, за счет увеличения продол-
жительности межпассажных интервалов. Такой 
подход позволяет снизить частоту манипуляций 
с культурами, что уменьшает риск контамина-
ции и трудовые затраты, одновременно способ-
ствуя поддержанию генетической стабильности 
за счет сокращения числа субкультивирований. 
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В Алтайском центре прикладной биотехноло-
гии (АлтГУ, г. Барнаул) создана уникальная кол-
лекция, насчитывающая более 60 генотипов 
хмеля – ценного технического растения. В соб-
рание вошли как культурные сорта, так и дико-
растущие формы, отобранные в ходе экспеди-
ционных исследований из природных популяций 
юга Западной Сибири [18]. Коллекция представ-
ляет значительный интерес для селекционных 
программ и биотехнологических исследований. 

Хмель (Humulus lupulus L.) – многолетняя 
лиана с отмирающими на зиму надземными по-
бегами, характеризуется исключительно высо-
кой скоростью ростовых процессов, достигаю-
щей в природных условиях 15–30 см в сутки. 
Эта биологическая особенность сохраняется 
при культивировании in vitro, что обусловливает 
необходимость частого (каждые 4–6 недель) 
пересаживания эксплантов на свежую питатель-
ную среду. Однако при длительном культивиро-
вании наблюдается сортоспецифичное сниже-
ние регенерационного потенциала: после 4–
5 пассажей у отдельных генотипов отмечается 
уменьшение коэффициента размножения и эф-
фективности регенерации [19]. В связи с этим 
особую актуальность приобретает разработка 
специализированных протоколов, включающих 
оптимизацию состава питательных сред, и ре-

жимов культивирования для долгосрочного хра-
нения генетического материала. Эти подходы 
позволяют минимизировать потерю морфогене-
тического потенциала при длительном поддер-
жании коллекций хмеля in vitro. 

Цель исследования – разработка эффек-
тивных биотехнологических приемов средне-
срочного сохранения коллекционных образцов 
хмеля в условиях in vitro путем использования 
питательных сред, позволяющих увеличить 
продолжительность межпассажных периодов 
при сохранении жизнеспособности культур. 

Объекты и методы. В качестве объекта ис-
следования использовали стерильную культуру 
хмеля пяти сортов в фазе активного роста: Ци-
вильский, Таурус, Флагман, Фаворит и Брян-
ский. Перед депонированием образцы культи-
вировали на питательной среде по прописи Му-
расиге и Скуга (MS), содержащей 0,5 мг/л индо-
лилмасляной кислоты (ИМК). 

Эксперимент состоял из двух этапов. На пер-
вом этапе изучалось влияние 16 вариантов пи-
тательных сред (табл. 1) на развитие регене-
рантов сорта Цивильский. По результатам пер-
вого этапа были отобраны пять наиболее эф-
фективных питательных сред, которые допол-
нительно протестировали на сортах Флагман, 
Таурус, Брянский и Фаворит. 

 

Таблица 1 
Состав питательных сред для среднесрочного сохранения хмеля 

Composition of nutrient media for medium-term in vitro conservation of hops 
 

Номер 
варианта 

Название Состав питательной среды 

1 MS1 MS + глюкоза 20 г/л (контроль) 

2 MS2 ½ MS + глюкоза 20 г/л 

3 MS3 ½ MS + глюкоза 20 г/л + (Ca(NO3)2) 3,5 мг/л 

4 MS4 ½ MS + глюкоза 40 г/л 

5 MS5 ½ MS + маннит 10 г/л 

6 MS6 ½ MS + маннит 20 г/л 

7 MS7 ½ MS + глюкоза 20 г/л + АБК 0,5 мг/л 

8 MS8 ½ MS + глюкоза 20 г/л + АБК 1 мг/л 

9 MS9 ½ MS + глюкоза 20 г/л + салициловая кислота 0,1 мг/л 

10 MS10 ½ MS + глюкоза 20 г/л + салициловая кислота 1 мг/л 

11 MS11 ½ MS + глюкоза 20 г/л + ССС 0,2 г/л 

12 MS12 ½ MS + глюкоза 20 г/л + ССС 0,4 г/л 

13 MS13 ½ MS + глюкоза 20 г/л + цефотаксим 100 мг/л 

14 MS14 ½ MS + глюкоза 20 г/л + канамицин 25 мг/л 

15 MS15 ½ MS + глюкоза 20 г/л + канамицин 50 мг/л 

16 MS16 ½ MS + глюкоза 20 г/л + канамицин 100 мг/л 
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Для контроля использовали безгормональ-
ную питательную среду MS (МS1). Оценивали 
влияние следующих компонентов в различных 
концентрациях: глюкозы, маннита, нитрата каль-
ция (Ca(NO3)2), хлорхолинхлорида (ССС), сали-
циловой кислоты, абсцизовой кислоты (АБК), 
канамицина, цефотаксима и уменьшения вдвое 
состава макро- и микроэлементов (МS2–МS16). 
В качестве основного источника углерода ис-
пользовали глюкозу в концентрации 20 г/л, иск-
лючение составили питательные среды, где ос-
мотическими агентами выступали повышенная 
концентрация глюкозы (MS4) или маннит (MS5, 
MS6). 

Эксплантами служили одноузловые микро-
черенки, отобранные из центральной части по-
бега. Для каждого варианта эксперимента пов-
торение составляло не менее 20 растений. 
В качестве культуральных сосудов использова-
ли пробирки размером 200×21 мм с 15 мл пита-
тельной среды. 

Растения культивировали в течение 12 мес. 
без проведения субкультивирования при стан-
дартных условиях: температура в диапазоне 
20–22 °C, фотопериод – 16 ч свет и 8 ч темнота, 
интенсивность освещения – 2 клк. 

Согласно авторской методике [20] в ходе ис-
следования фиксировали сроки достижения 

различных фаз развития: I фаза – формирова-
ние 2 пар настоящих листьев, II – 3–4 пар, III – 
5–6 пар, IV – более 7 пар настоящих листьев. 
Срок фиксировался, при вступлении в него 70 % 
регенерантов. Через 2, 4, 6, 9 и 12 мес. беспе-
ресадочного культивирования регистрировали 
процент жизнеспособных растений, а также 
морфологические особенности развития. 

Результаты и их обсуждение. Основной 
задачей депонирования является создание ус-
ловий, способствующих снижению метаболичес-
кой активности культур при условии сохранении 
их жизнеспособности. Для достижения этой це-
ли могут применяться различные подходы, 
включая модификацию питательных сред. Дей-
ствие различных компонентов на интенсивность 
ростовых процессов и сохранение жизнеспо-
собности регенерантов хмеля было изучено на 
примере сорта Цивильский. 

Экспериментальные данные демонстрируют, 
что введение в питательные среды определен-
ных групп соединений (осмолитиков, ингибито-
ров роста, антибиотиков) достоверно снижает 
скорость и силу роста эксплантов, а также сроки 
вступления в соответствующие фазы развития 
(рис. 1, табл. 2). 

 

 
 

Рис. 1. Высота регенерантов хмеля сорта Цивильский на разных фазах развития 
Height of Tsivilsky hop regenerants at different stages of in vitro development 

 

На контрольной питательной среде (МS1) 
растения хмеля демонстрировали максималь-
ную скорость развития – регенеранты достигали 
IV фазы на 41-й день культивирования. Осталь-

ные среды в той или иной степени замедляли 
рост регенерантов. Пять сред не позволили 
растениям полноценно развиваться и достичь 
IV фазы (см. табл. 2). 
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Таблица 2 
Динамика развития регенерантов хмеля сорта Цивильский 
Dynamics of in vitro development of Tsivilsky hop regenerants 

 

Питательная 
среда 

Сроки вступления в фазу развития, сут 

I фаза II фаза III фаза IV фаза 

MS1 17 22 32 41 

MS2 24 45 50 – 

MS3 17 28 40 55 

MS4 24 39 43 55 

MS5 17 28 47 68 

MS6 48 52 – – 

MS7 13 17 36 45 

MS8 22 30 42 52 

MS9 22 27 34 53 

MS10 20 29 39 47 

MS11 22 36 51 65 

MS12 17 38 43 58 

MS13 17 28 39 53 

MS14 26 40 59 – 

MS15 32 – – – 

MS16 42 63 – – 

 
Однако данный тип безгормональной среды 

не обеспечивал стабильности культуры, и высо-
кая жизнеспособность сохранялась лишь в те-

чение четырех месяцев (табл. 3), что указывает 
на непригодность среды МS1 для среднесроч-
ного хранения. 

 
Таблица 3 

Жизнеспособность регенерантов хмеля сорта Цивильский при среднесрочном хранении, % 
Viability of Tsivilsky hop regenerants during medium-term in vitro storage, % 

 

Питательная среда 
Длительность пассирования, мес. 

2 4 6 9 12 

MS1 100,0 70,0 50,0 10,0 5,0 

MS2 100,0 100,0 10,0 10,0 0 

MS3 100,0 100,0 90,9 70,0 25,0 

MS4 100,0 100,0 89,5 27,2 20,1 

MS5 100,0 100,0 84,6 35,0 15,0 

MS6 100,0 36,3 0 0 0 

MS7 100,0 100,0 92,3 50,0 10,0 

MS8 100,0 100,0 100,0 50,0 40,0 

MS9 100,0 100,0 100,0 95,0 5,0 

MS10 100,0 100,0 100,0 83,0 7,0 

MS11 100,0 100,0 80,0 40,0 15,0 

MS12 100,0 100,0 81,8 20,0 0 

MS13 100,0 100,0 100,0 80,0 5,0 

MS14 70,0 10,0 0 0 0 

MS15 40,0 0 0 0 0 

MS16 70,0 50,0 0 0 0 
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Согласно литературным данным, использова-
ние разбавленных питательных сред (2–8-крат-
ное разведение) является эффективным подхо-
дом к депонированию культур in vitro [15, 21]. Так, 
при культивировании эксплантов отдельных сор-
тов груши на таких средах в течение 6 мес. Наб-
людалась высокая жизнеспособность при низкой 
пролиферации, тогда как некоторые гибриды 
сохраняли жизнеспособность лишь до 4 мес. [15]. 
Эти результаты подчеркивают важность оптими-
зации условий депонирования для различных 
генотипов с учетом их специфики. 

В нашем исследовании применение пита-
тельной среды MS2 с двукратно уменьшенной 
концентрацией минеральных компонентов, обес-
печило значительное торможение ростовых про-
цессов у хмеля в 1,4–2,0 раза по сравнению с 
контролем MS1 и лишь единичные экземпляры 
достигали IV фазы развития (см. рис. 1). Все ре-
генеранты сохраняли жизнеспособность в тече-
ние 4 мес. (120 сут) культивирования, однако бо-
лее длительное пассирование (свыше 6 мес.) 
вызывало гибель до 90 % образцов (см. табл. 3). 

В исследованиях, проведенных Н.П. Доро-
шенко с соавторами, для создания беспереса-
дочной коллекции винограда использовались 
модифицированные питательные среды, в ко-
торых дополнительно присутствовали ионы 
кальция [14]. Ионы Ca2+ играют ключевую роль в 
регуляции множества процессов в растениях, 
включая морфогенез, активацию защитных ме-
ханизмов в ответ на воздействие факторов ок-
ружающей среды и патогенов, а также снижение 
окислительных повреждений при засухе за счет 
индукции антиоксидантной системы и взаимо-
действия с фитогормонами [22]. В качестве ис-
точников ионов кальция могут выступать такие 
соли, как хлорид или нитрат кальция, причем в 
ряде работ отмечено преимущество нитрата 
кальция перед хлоридом [12]. 

Использование питательной среды с нитра-
том кальция (MS3) продемонстрировало значи-
тельный эффект в среднесрочном сохранении 
культур хмеля in vitro. Введение данного компо-
нента приводило к умеренному замедлению 
ростовых процессов (на 6–14 сут) по сравнению 
с контролем, что свидетельствует о его регуля-
торном влиянии на метаболизм растений. Клю-
чевым преимуществом использования данной 
питательной среды явилось сохранение более 
90 % жизнеспособных регенерантов в течение 
6 мес., а 25 % оставались жизнеспособны до 

12 мес. беспересадочного культивирования 
(см. табл. 3). Растения отличались развитой 
корневой системой, интенсивной зеленой окрас-
кой побегов, отсутствием признаков хлороза на 
листьях, что свидетельствует об оптимальном 
минеральном балансе и физиологической ста-
бильности. 

По опубликованным данным кальций часто 
используется как фактор, предотвращающий 
развитие стресса у растений. Например, в ис-
следованиях, посвященных влиянию ионов каль-
ция на культуры in vitro чая (Camellia sinensis L.) и 
медленнорастущей культуры гортензии (Hydran-
gea macrophylla Ser.), было выявлено, что избы-
ток кальция в питательных средах приводит к 
уменьшению размеров листьев и замедлению 
кинетики роста. При этом присутствие экзогенно-
го кальция помогает растениям справляться со 
стрессом, вызванным как длительным культиви-
рованием, так и осмотическим стрессом, напри-
мер, при обогащении среды маннитом. Эти вы-
воды подтверждаются данными биохимического 
анализа регенерантов, включая уровень содер-
жания пролина и показатели перекисного окис-
ления липидов [12, 13]. Таким образом, получен-
ные в ходе эксперимента результаты позволяют 
рассматривать добавление нитрата кальция в 
состав питательной среды как перспективный 
подход для среднесрочного сохранения хмеля 
in vitro. 

Среда MS4 отличалась увеличенной концен-
трацией глюкозы. Углеводы в питательных сре-
дах, помимо своей основной функции – источ-
ник энергии, оказывают существенное осмоти-
ческое воздействие на культивируемые расте-
ния, что, в свою очередь, имитирует условия 
умеренного водного дефицита, и как следствие, 
приводит к физиологическому замедлению рос-
товых процессов in vitro. Проведенные исследо-
вания на хмеле демонстрируют преимущество 
глюкозы перед традиционно применяемой в 
культуре клеток и тканей сахарозой [19]. Глюко-
за как углеводный субстрат обеспечивает более 
эффективное энергоснабжение клеток, прояв-
ляет выраженное осморегулирующее действие, 
способствует поддержанию морфогенетическо-
го потенциала, оптимизирует метаболические 
процессы при длительном культивировании. 
Эти особенности делают глюкозу предпочти-
тельным выбором для культивирования хмеля 
in vitro, особенно в контексте задач среднесроч-
ного сохранения генетических ресурсов. 
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Увеличение концентрации глюкозы в пита-
тельной среде MS4 показало себя как эффектив-
ный способ снижения скорости развития хмеля 
in vitro на 7–14 сут по сравнению со контролем. 
После 12 мес. беспересадочного культивирова-
ния на среде MS4 сохранялось до 20 % жизне-
способных регенерантов. Эти результаты под-
тверждают перспективность использования глю-
козосодержащих сред для среднесрочного хра-
нения коллекционного хмеля. 

Применение маннита в качестве углеродного 
источника в питательной среде MS5 показало 
выраженное ингибирующее действие на рост 
хмеля in vitro. Сахарный спирт в концентрации 
10 г/л вызывал значительное замедление ско-
рости морфогенеза – переход в IV фазу разви-
тия задерживался на 27 сут по сравнению с кон-
тролем. Однако длительное культивирование, 
свыше 5 мес., на такой среде приводило к пос-
тепенной потере жизнеспособности эксплантов 
(табл. 3). Увеличение концентрации маннита до 
20 г/л (среда MS6) усиливало угнетающее дей-
ствие на ростовые процессы, сроки образова-
ния морфологических структур для регенеран-
тов существенно увеличились и высота расте-
ний во II фазе развития составила всего 1,3 см. 
Концентрация маннита в данной питательной 
среде оказалась чрезмерной для клеточного 
метаболизма, и после 4 мес. культивирования 
наблюдалась массовая гибель регенерантов 
(более 60 %). Выжившие растения демонстри-
ровали признаки сильного стресса, хлорозные 
пятна и выраженный некроз тканей. Эти данные 
свидетельствуют, что маннит может использо-
ваться для временного замедления роста хме-
левых культур in vitro, однако его применение 
требует тщательного подбора концентрации и 
контроля сроков культивирования. Оптималь-
ным представляется использование 10 г/л ман-
нита для краткосрочного (до 4–5 мес.) сохране-
ния коллекционного материала с последующим 
переводом на стандартные среды. 

Использование ретардантов, таких как АБК и 
ССС, является распространенной практикой в 
культуре in vitro для контроля ростовых процес-
сов. Согласно литературным данным, эти соеди-
нения доказали свою эффективность в регули-
ровании развития растений [16, 17, 23, 24]. Абс-
цизовая кислота представляет особый интерес 
как природный регулятор роста, обладающий 
выраженным ингибирующим влиянием на про-
цессы клеточного деления и растяжения, акти-

визируя механизмы стрессоустойчивости расте-
ний, а также поддерживая жизнеспособность 
клеток в условиях in vitro. 

Применение АБК (среды MS7 и MS8) в пита-
тельной среде продемонстрировало высокую 
эффективность для среднесрочного сохранения 
хмеля in vitro. Экспериментальные данные по-
казали, что концентрация 1,0 мг/л АБК позво-
ляет поддерживать жизнеспособность регене-
рантов на уровне 90–100 % в течение 6–7 мес. 
непрерывного культивирования. После 12 мес. 
культивирования сохраняется до 40 % жизне-
способных эксплантов, что является макси-
мальным результатом для столь продолжи-
тельного периода (см. табл. 3). При этом АБК 
оказывает выраженное регулирующее действие 
на ростовые процессы, увеличивая сроки фор-
мирования характерных морфологических 
структур к IV фазе на 5–11 сут. по сравнению с 
контрольным вариантом. Такой эффект дости-
гается благодаря комплексному физиологичес-
кому воздействию: активации стресс-адапта-
ционных механизмов, ингибированию процессов 
клеточного деления и растяжения, а также ста-
билизации клеточных структур. Эти свойства 
делают АБК особенно ценным компонентом пи-
тательных сред для среднесрочного и долго-
срочного сохранения генетических ресурсов 
хмеля in vitro. Важно отметить, что наблюдае-
мое замедление ростовых процессов не сопро-
вождается потерей морфогенетического потен-
циала или снижением жизнеспособности куль-
тур. Напротив, растения демонстрируют хоро-
шее физиологическое состояние и сохраняют 
способность к нормальному развитию после 
переноса на свежие питательные среды. При 
культивировании хмеля применение АБК позво-
ляет не только замедлить ростовые процессы и 
увеличить межпассажные интервалы, но и по-
высить устойчивость эксплантов к стрессовым 
факторам, характерным для условий in vitro. 
Это особенно важно при среднесрочном и дол-
госрочном сохранении коллекционного мате-
риала. Это подтверждает перспективность ис-
пользования АБК-содержащих сред в практике 
работы с коллекциями хмеля, особенно при 
необходимости длительного беспересадочного 
культивирования. 

Положительное влияние АБК подтверждено в 
исследованиях при депонировании как древес-
ных, так и травянистых культур. Например, пока-
зана возможность хранения культуры березы 
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карельской (Betula pendula var. Carelica) в усло-
виях in vitro в течение 12 мес. [25]. В работе по 
сохранению колокольчика жестколистного (Cam-
panula sclerophylla) авторы предлагают исполь-
зовать комплекс факторов, включающий ингиби-
тор роста – АБК (2,0 мг/л), осмотик – сорбит 
(1,0 мг/л), низкую положительную температуру и 
неполный состав питательной среды МS [26]. 

Салициловая кислота – еще одно эндогенное 
фенольное соединение растений, регулирующее 
их рост и развитие, состояние антиоксидантной 
системы, процессы прорастания, фотосинтеза и 
созревания [27]. Например, при концентрации 
0,14–1,0 мг/л салициловая кислота стимулирова-
ла корнеобразование у винограда (Vitis L.) а так-
же оказывала ингибирующее воздействие на 
рост побегов [28]. При культивировании подвоев 
яблонь (Malus P. Mill.) добавление 3,0 мг/л сали-
циловой кислоты в питательные среды тормози-
ло рост корней на протяжении всего пассажа [29]. 
Кроме этого, отмечено, что высокие концентра-
ции салициловой кислоты усиливают окисли-
тельный стресс в растениях [27]. Применение 
салициловой кислоты при среднесрочном хране-
нии хмеля на средах MS9 и MS10 незначительно 
снижало рост побегов хмеля, при этом способст-
вовало сохранению жизнеспособности регене-
рантов на уровне 80–95 % после 9 мес. Куль-
тивирования (см. табл. 3). У регенерантов после 
10 мес. культивирования отмечалось отмирание 
верхушечной части побега. 

Хлорхолинхлорид (ССС), как регулятор рос-
та, проявляет свое действие через ингибирова-
ние синтеза гиббереллинов, что приводит к вы-
раженному замедлению ростовых процессов, 
особенно на критических стадиях развития рас-
тений. Добавление этого ретарданта в пита-
тельные среды MS11 и MS12 существенно по-
вышает уровень эндогенных ингибиторов роста, 
создавая условия для контролируемого сниже-
ния скорости развития in vitro. Среди применяе-
мых ретардантов ССС в концентрации 0,4 г/л 
продемонстрировал наибольшую эффектив-
ность в замедлении кинетики роста и развития 
регенерантов хмеля. Так, переход в IV фазу 
развития наступал на 24 сут позже, чем в кон-
трольном варианте. При этом, в течение 5 мес. 
культивирования наблюдалось 100 % сохране-
ние жизнеспособности регенерантов. Дальней-
шее увеличение сроков пассирования на средах 
MS11 и MS12 приводило к снижению жизнеспо-
собности. 

Аналогичные результаты были продемонст-
рированы в ряде работ и для других растений. 
У лука (Allium ivasczenkoae) комбинация ССС с 
повышенной дозой сахарозы позволила удли-
нить межпассажные интервалы, снизив жизне-
способность только до 80 % [17]. Применение 
0,2–0,4 г/л ССС вместе с 60 г/л сахарозы для 
хризантемы (Chrysanthemum × morifolium) в 
1,5 раза замедляло рост сохранив жизнеспо-
собность на уровне 95–98 % [30]. В то же время, 
исследования с лавандой (Lavandula angustifolia 
Mill.) показали, что даже высокие концентрации 
ССС (200–400 мг/л) не обеспечивали достаточ-
ного эффекта и сопровождались значительной 
потерей жизнеспособности [31]. Эти данные 
подчеркивают видоспецифичность реакции рас-
тений на ретарданты и необходимость индиви-
дуального подхода к разработке протоколов де-
понирования для каждой культуры. 

Антибиотики нашли широкое применение в 
практике клонального микроразмножения рас-
тений, выполняя различные функции в зависи-
мости от этапа культивирования и поставлен-
ных задач. Как свидетельствуют многочислен-
ные исследования, эти соединения активно ис-
пользуются как для первичной стерилизации 
эксплантов [32], так и для химиотерапии инфи-
цированного материала [33]. Примечательно, 
что в низких дозах антибиотики не только пре-
дотвращают бактериальную контаминацию [34], 
но и могут проявлять неожиданные стимули-
рующие свойства — от улучшения приживае-
мости микрочеренков аборигенных сортов вино-
града [35] до повышения регенерационной спо-
собности каллусных культур кукурузы [36] и бе-
резы карельской. Наряду с этим, исследователи 
предлагают использовать антибиотики в качест-
ве ингибитора роста, что подтверждается ус-
пешным опытом длительного (7–10 мес.) хране-
ния виноградных культур in vitro при добавлении 
гентамицина [33]. 

В ходе настоящего эксперимента антибиотики 
проявили выраженное влияние на ростовые про-
цессы, однако их эффект оказался неоднознач-
ным. Цефотаксим проявил себя как перспектив-
ный компонент питательных сред для средне-
срочного хранения. В питательной среде MS13 
этот антибиотик цефалоспоринового спектра 
способствовал увеличению срока вступления 
растений во II–IV фазы развития на 6–12 сут. 
Кроме этого, растения демонстрировали 100 % 
жизнеспособность в течение первых 6 мес. бес-
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пересадочного культивирования, сохраняя высо-
кий уровень жизнеспособности к 9-му мес. пас-
сирования (80 %). Полученные данные согла-
суются с результатами других исследований 
[35, 37], подтверждающие низкую фитотоксич-
ность цефотаксима и его потенциал для исполь-
зования в растительных биотехнологиях. 

Напротив, при использовании питательных 
сред с канамицином (MS14–MS16) продемонст-
рирована выраженная фитотоксичность. Уже 
после 5 недель культивирования наблюдалась 
полная потеря жизнеспособности эксплантов, 
которые не могли сформировать более 5 меж-
доузлий. Регенеранты, перешедшие во II и III 
фазы развития имели изменения в развитии в 
виде сильного хлороза нижних листьев, некроза 
стеблевой части и компенсаторного образова-
ния воздушных корней, что свидетельствует о 
глубоком нарушении физиологических процес-
сов. После 5 мес. культивирования, все регене-
ранты погибали (см. табл. 3). 

Эти контрастные результаты подчеркивают 
важность тщательного подбора типа и концен-

трации антибиотиков для каждой конкретной 
культуры. Если канамицин оказался непригод-
ным для работы с хмелем из-за выраженного 
токсического действия, то цефотаксим способен 
замедлять ростовые процессы без существен-
ного ущерба для жизнеспособности растений, 
что делает этот антибиотик перспективным 
компонентом для создания специализирован-
ных питательных сред. 

Таким образом, для среднесрочного сохра-
нения хмеля сорта Цивильский путем длитель-
ного, беспересадочного культивирования in vitro 
были выявлены наиболее перспективные пита-
тельные среды – МS3, МS4, МS5, МS8 и МS11. 
В дальнейшем была проведена оценка эффек-
тивности использования данных питательных 
сред для сохранения четырех перспективных 
сортов хмеля – Флагман, Таурус, Брянский и 
Фаворит. Результаты эксперимента выявили 
выраженные сортоспецифические различия в 
жизнеспособности регенерантов при длитель-
ном культивировании in vitro (рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Жизнеспособность регенерантов хмеля при среднесрочном культивировании in vitro: 
А – Фаворит; Б – Брянский; В – Таурус; Г – Флагман 

Viability of hop regenerants during medium-term storage in vitro: 
A – Favorit; Б – Bryansky; В – Taurus; Г – Flagman 

 

В течение 4 мес. беспересадочного культи-
вирования на указанных средах сохранялось 
100 % жизнеспособных регенерантов у трех 
сортов, за исключением сорта Таурус, у которо-

го показатель снижался до 80 %. После культи-
вирования хмеля на средах, содержащих инги-
биторы роста на протяжении 6 мес. выживае-
мость регенерантов составляла 70–100 %, на 
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контрольной среде MS1 – 20–40 %. Важно отме-
тить, что дальнейшее культивирование свыше 
6 мес. на среде MS1 приводило к гибели всех 
образцов. Эти данные убедительно подтвер-
ждают необходимость использования специали-
зированных средовых композиций для длитель-
ного сохранения регенерантов хмеля in vitro. 

Содержание культуры хмеля в условиях in 
vitro без субкультивирования в течение одного 

года позволило выделить среды, подходящие 
для среднесрочного сохранения. Все генотипы, 
показали высокий процент выживаемости на 
среде MS3 с добавлением нитрата кальция. 
Например, сорта Фаворит и Брянский сохраняли 
жизнеспособность в 95 % случаев (рис. 3). Куль-
тивирование хмеля сорта Таурус на данной 
среде в течение 12 мес. способствовало сохра-
нению до 30 % жизнеспособного материала. 

 

 
 

Рис. 3. Регенеранты хмеля (сорт Фаворит) через 12 месяцев среднесрочного сохранения 
на различных питательных средах: А – MS3; Б – MS5; В – MS4 

Hop regenerants (Favorit variety) after 12 months of medium-term storage on various nutrient media: 
A – MS3; Б – MS5; В – MS4 

 

Питательная среда MS4, содержащая 40 г/л 
глюкозы, поддерживала жизнеспособность сор-
тов Фаворит, Брянский и Флагман на уровне 50–
70 % при культивировании в течение 9 мес. При 
продлении срока пассирования до 1 года эф-
фективность среды сохранялась лишь для сор-
тов Фаворит и Флагман. 

Использование среды MS5, содержащей 
10 г/л маннита позволило сохранить большой 
процент жизнеспособных растений сортов Фаво-
рит и Брянский (70 и 60 % соответственно), и 30 % 
жизнеспособных регенерантов сорта Флагман. 

Применение среды MS8 с добавлением АБК 
обеспечивало высокий процент сохранности 
культур в течение 6-9 месяцев, и поддерживало 
жизнеспособность 40 % эксплантов сорта Брян-
ский после годичного культивирования. 

Для сорта Флагман выделялось три типа пи-
тательных сред MS3, MS4, MS11, при культиви-
ровании на которых, выживаемость эксплантов 
через 12 мес. беспересадочного пассирования 
варьировала от 50 до 60 %. 

Полученные результаты подчеркивают необ-
ходимость учета сортоспецифичных реакций 
регенерантов in vitro, что особенно актуально 

для создания коллекций, включающих широкий 
спектр генотипов хмеля. 

Заключение. Проведенное исследование 
позволило разработать эффективные биотех-
нологические приемы среднесрочного сохране-
ния коллекционных образцов хмеля in vitro. Оп-
тимизация состава питательных сред обеспечи-
ла значительное увеличение межпассажных 
интервалов при сохранении высокой жизнеспо-
собности культур. 

Исследование выявило сортоспецифичность 
реакций хмеля при длительном культивирова-
нии. Наиболее устойчивые показатели развития 
демонстрировали сорта Фаворит и Брянский, 
тогда как Таурус проявлял повышенную чувст-
вительность к химическим модификациям сре-
ды и отличался низкой способностью к дли-
тельному культивированию. 

Наибольшую результативность продемонст-
рировала среда, обогащенная 3,5 мг/л нитратом 
кальция (Ca(NO3)2), которая поддерживала жиз-
неспособность регенерантов сортов Фаворит и 
Брянский на уровне 95 % даже после 12 мес. 
культивирования. 
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Абсцизовая кислота в концентрации 1 мг/л 
проявляла комплексное регуляторное действие и 
обеспечивала 90–100 % сохранность культур в 
течение 6–7 мес. при хороших морфологических 
показателях, а у сортов Цивильский и Брянский 
после годичного культивирования поддержива-
лась жизнеспособность 40 % эксплантов. 

В то же время применение маннита и хлор-
холинхлорида (ССС) показало ограниченную 
эффективность, сильно зависящую от концен-
трации и сортовых особенностей. 

Антибиотики проявили неоднозначное дейс-
твие: цефотаксим подтвердил свою перспектив-
ность, тогда как канамицин оказался фитоток-
сичным и приводил к гибели регенерантов хме-
ля. Цефотаксим в дозировке 100 мг/л, демонст-

рируя умеренное ингибирующее действие при 
минимальной фитотоксичности, показал себя 
как перспективный регулятор роста. Его приме-
нение позволило сохранить 80 % жизнеспособ-
ных эксплантов сорта Цивильский в течение 
9 мес., что делает данный антибиотик ценным 
компонентом для среднесрочного хранения 
коллекционного материала. 

Разработанные протоколы питательных сред 
позволяют сохранять перспективные генотипы 
хмеля in vitro до 12 мес. в беспересадочной 
культуре, что имеет важное значение для соз-
дания биотехнологических коллекций, снижения 
трудозатрат и коммерческого применения тех-
нологии клонального микроразмножения. 
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