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Влияние длительного субкультивирования  
на клональное микроразмножение

 Melissa officinalis L. и Origanum vulgare L. 

Изучена динамика морфометрических показателей развития эксплантов при 
длительном субкультивировании трех сортов Melissa officinalis L. (Цитронелла, 
Соборная, Крымчанка) и селекционного образца Origanum vulgare L. на втором 
этапе клонального микроразмножения. В качестве эксплантов на этом этапе 
использовали сегменты стебля с одним узлом, которые культивировали на 
питательной среде Мурасиге и Скуга, дополненной 0,5 мг/л БАП. Анализ 
морфогенеза эксплантов показал активное множественное побегообразование, 
при котором у мелиссы формировалось от 2,2 до 5,7, а у душицы – от 9,5 до 
54,8 побега на эксплант. При микроразмножении наблюдали образование корней 
у микропобегов (у мелиссы с частотой 44,4–92,7%) и формирование оводненных 
микропобегов (у душицы с частотой 16,7–44,5%). Частота этих процессов 
зависела от вида или сорта и количества субкультивирований. Максимальные 
коэффициенты размножения у мелиссы сорта Цитронелла (до 12,0) отмечены 
в 3–5, а у Крымчанки (17,6) и Соборной (14,2) – в пятом субкультивировании. 
У  O.  vulgare наибольшее увеличение коэффициента размножения (до 74,1) 
выявлено в пятом пассаже, а в более поздних 12–13-м пассажах показано 
снижение этого показателя почти в 4 раза. Полученные данные свидетельствуют 
о возможности длительного микроразмножения душицы и мелиссы in vitro (как 
минимум, в течение 1–1,5 года), при этом максимальная эффективность этого 
процесса отмечена в течение пятого субкультивирования.
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Введение
В последние годы наряду с использованием традиционных для юга Рос-

сии эфиромасличных и лекарственных растений (лаванды, шалфея, розы 
эфиромасличной, кориандра) проводится активное исследование и внедре-
ние в производство новых видов, в том числе представителей семейства 
Lamiaceae Mart. – Melissa officinalis и Origanum vulgare [1]. Мелисса лекар-
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ственная (Melissa officinalis L.) – многолетнее эфиромасличное, лекарствен-
ное и пряно-ароматическое растение, имеющее разнообразные области 
применения: в качестве медоноса, пряности, в медицине как седативное, 
спазмолитическое и иммуномодулирующее средство, антидепрессант [2, 3]. 
Сырье мелиссы входит в состав ароматических чаев. Душица обыкновенная 
(Origanum vulgare L.) – перспективное лекарственное, эфиромасличное и 
пряно-ароматическое растение, которое широко используется в парфюмер-
но-косметической и пищевой промышленности, медицине, а также в каче-
стве фитобиотика в производстве комбикормов для животных [4]. В диком 
виде O. vulgare произрастает в европейской части России, в Южной Сибири, 
на Кавказе, а также во многих странах Западной Европы, в Турции, Индии 
и других регионах [2, 4]. В России, особенно в южных областях, довольно 
активно проводится заготовка сырья душицы, что может привести к исто-
щению запасов и сокращению численности растений. Поэтому так же, как 
и у ряда других лекарственных растений, возникает проблема сохранения 
биоразнообразия и расширения, а порой и восстановления дикорастущих 
популяций вида. Вместе с тем мелисса и душица используются не только 
как лекарственные растения, но и как ароматические для получения эфир-
ных масел [1]. Особую ценность имеет эфирное масло душицы, в состав 
которого входят тимол и карвакрол. Имеются данные о том, что эфирные 
масла с высоким содержанием карвакрола превосходят по свойствам многие 
существующие антибиотики и антигистаминные препараты [5, 6]. Поэто-
му в настоящее время все большее внимание уделяется созданию на основе 
эфирных масел фитобиотиков – аналогов синтетических антибиотиков, при-
менение которых имеет ряд негативных последствий. 

В связи с низким содержанием эфирного масла в растительном сырье 
мелиссы и душицы в ФГБУН «НИИСХ Крыма» проводится работа по созда-
нию высокомасличных сортов с повышенным содержанием ценных компо-
нентов в составе эфирного масла [1, 7]. Интенсификация такого рода иссле-
дований связана с необходимостью ускоренного размножения полученных 
селекционерами ценных гибридов, мутантных форм, отобранных уникаль-
ных генотипов. Для решения разнообразных задач экологии, селекции и се-
меноводства во многих странах мира эффективно используются биотехно-
логические приемы. Одним из наиболее широко востребованных является 
метод клонального микроразмножения, позволяющий быстро размножить 
перспективные селекционные образцы и новые сорта, получить оздоров-
ленный посадочный материал, создавать коллекции генетической плазмы in 
vitro [8]. Такие технологии разработаны для многих сельскохозяйственных и 
цветочно-декоративных растений [9, 10]. Однако в литературе встречаются 
немногочисленные данные, касающиеся разработки отдельных элементов 
методик клонального микроразмножения у разных видов мелиссы [11–13] 
и душицы [14–18]. Так, проведены исследования по оптимизации питатель-
ных сред для основных этапов размножения in vitro [11, 13, 19], а также ис-
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следования по укоренению и адаптации регенерантов M. officinalis [13, 20]. 
В качестве исходных эксплантов для микроразмножения мелиссы или ду-
шицы использовали меристемы [14, 17], пазушные или верхушечные почки 
[11, 19–21], но чаще – сегменты стебля с узлом [11, 18, 22–24]. В литературе 
имеются данные о том, что максимальное количество побегов на эксплант 
(3,2–4,1 шт.) у мелиссы развивалось при культивировании на питательной 
среде с 3,0 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП) и 1,0 мг/л α-нафтилуксусной 
кислоты (НУК) [20]. Греческие исследователи наибольшую частоту мно-
жественного побегообразования и число побегов (до 4 шт.) наблюдали при 
культивировании микропобегов M. оfficinalis на питательной среде с добав-
лением 1,0 мг/л кинетина и 0,5 мг/л БАП [11]. Ученые из Ирана у большин-
ства из изученных 17 генотипов мелиссы отметили хорошую регенерацию 
микропобегов при использовании в составе питательной среды 2,0 мг/л БАП 
или 1,0 мг/л БАП с 0,5 мг/л ИМК [13]. Имеются работы по исследованию 
влияния происхождения донорного растения [14], типа экспланта [16, 18, 
21] и питательных сред [15, 17, 21, 22] на развитие эксплантов на отдельных 
этапах микроразмножения представителей рода Origanum. Изучено влияние 
расположения пазушных почек на побеге донорного растения O. vulgare на 
их активацию in vitro и число микропобегов [23]. Количество формирую-
щихся при клональном размножении микропобегов варьировало в зависи-
мости от состава питательной среды, генотипа и используемых авторами 
методических подходов. Анализ развития микроклонов O. vulgare в течение 
4, 8, 12 недель культивирования в цикле выращивания показал, что после 
12 недель на разных питательных средах развивалось от 2,1 до 3,9 побега 
на эксплант [15]. Аргентинские исследователи сообщали о культивировании 
микрочеренков душицы обыкновенной на питательных средах, дополнен-
ных 0,28 мкМ БАП с 0,53 мкМ или 5,83 мкМ НУК, на которых коэффициент 
размножения составил 22,2 и 20,2 соответственно [14]. C.T. Oana et al. при 
использовании в составе питательной среды 1,0 мг/л БАП и 0,05 мг/л НУК 
получили высокую частоту множественного побегообразования (85,0%), 
при этом из одного микрочеренка формировалось 12,0 побега до 5,0 см дли-
ной [21]. По данным D. Özkum, на втором этапе клонального микроразм-
ножения O. minutiforum лучшие результаты также достигнуты при исполь-
зовании в составе питательной среды БАП (2,0 мг/л) и НУК (0,1 мг/л) [18]. 
В других исследованиях наибольшее количество побегов на втором этапе 
микроразмножения у О. sipyleum (до 7,8 шт. на эксплант) [17] и O. majorana 
(до 18,7 шт. на эксплант) [25] формировалось на среде МС, дополненной 
1,0 мг/л БАП. Тем не менее многие вопросы клонального микроразмноже-
ния M. оfficinalis и O. vulgare, в частности, касающиеся развития эксплантов 
при длительном субкультивировании, почти не изучены. Однако это доволь-
но важный вопрос, так как от способности микропобегов продолжительное 
время сохранять регенерационный потенциал зависит эффективность био-
технологий размножения in vitro.
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Цель данного исследования – изучение морфометрических показателей 
развития эксплантов при длительном субкультивировании сортов и селек-
ционных образцов M. officinalis и O. vulgare на втором этапе клонального 
микроразмножения.

Материалы и методики исследования

Исходным материалом для исследований служили экспланты трех сортов 
Melissa officinalis L. (Цитронелла, Соборная, Крымчанка) и перспективного 
селекционного образца № 10 Origanum vulgare L. Донорные растения выра-
щивали в условиях закрытого грунта. Для соблюдения условий асептики все 
работы по введению в культуру и микрочеренкованию побегов in vitro вы-
полняли в условиях бокса БАВнп-01-«Ламинар-С»-1,2 (Россия). Для стери-
лизации растительный материал предварительно промывали в мыльном рас-
творе (15–20 мин) и ополаскивали в проточной и дистиллированной воде. 
Дальнейшую стерилизацию осуществляли в условиях ламинарного бокса. 
В качестве стерилизующих веществ для освобождения от экзогенной ин-
фекции применяли 70%-ный этанол – 1 мин, и 50%-ный раствор препарата 
«Брадофен» 10 Н («ФЛОРИН АО», Венгрия) – 4 мин. Эксперименты прово-
дили согласно общепринятым в биотехнологии растений методам культиви-
рования тканей и органов in vitro [8, 9].

Для введения в культуру in vitro использовали пазушные меристемы с 
двумя листовыми примордиями (размером 0,4–1,0 мм, в зависимости от вида 
растения). Меристемы вычленяли под стереоскопическим микроскопом 
МСП-1 (Россия) в асептических условиях ламинарного бокса. На втором 
этапе (собственно микроразмножения) в качестве эксплантов использовали 
сегменты стебля с одним узлом (5–8 мм), полученные при микрочеренкова-
нии побегов, развившихся из почек при введении in vitro. При длительном 
пассировании после множественного побегообразования для дальнейше-
го субкультивирования отбирали хорошо развившиеся пазушные и адвен-
тивные микропобеги, из которых выделяли микрочеренки 3–4-го ярусов. 
Экспланты помещали на поверхность агаризованной питательной среды 
Мурасиге и Скуга (МС) [26] с добавлением 6-бензиламинопурина (БАП) и 
гибберелловой кислоты (ГК3) («Sigma», США). Для введения в культуру in 
vitro меристем у мелиссы использовали ранее оптимизированную питатель-
ную среду МС, дополненную 1,0 мг/л БАП и 0,5 мг/л ГК3 [27], а у душицы – 
МС с 1,0 мг/л БАП [28]. При последующих субкультивированиях микроче-
ренки помещали на питательную среду МС с 0,5 мг/л БАП [27].

Культивирование проводили в колбах (душица) или стеклянных банках 
(мелисса) объемом 200 мл с 35 мл питательной среды. В каждый культу-
ральный сосуд помещали по 3–4 экспланта. Анализ морфометрических по-
казателей проводили на 30–35-е сутки культивирования. При этом опреде-
ляли частоту множественного побегообразования (%), количество побегов 
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(шт./эксплант), длину побега (мм), количество узлов (шт./побег), частоту 
ризогенеза (%) и оводненных побегов (%). Частоту множественного побе-
гообразования, ризогенеза и оводненных побегов (%) рассчитывали как от-
ношение числа эксплантов соответственно – с несколькими побегами, кор-
нями или витрифицированными побегами к общему числу анализируемых 
эксплантов, умноженное на 100. Коэффициент размножения рассчитывали 
как число микрочеренков, которое можно получить после одного субкуль-
тивирования. Для этого количество образующихся из одного экспланта по-
бегов умножали на число узлов на побеге. При таком расчете не учитывали 
оводненные микропобеги. После анализа морфометрических параметров в 
асептических условиях побеги разрезали на микрочеренки с одним узлом и 
переносили в культуральные сосуды со свежей питательной средой.

Изолированные меристемы и побеги культивировали при 26±2°С, от-
носительной влажности воздуха 70%, освещенности 2–3 клк с 16-часовым 
фотопериодом. Опыты проведены в 3-кратной повторности (одновременно), 
при этом в каждом варианте анализировали не менее 20 эксплантов. Ста-
тистическая обработка данных проведена согласно общепринятым методам 
математической статистики при помощи стандартного пакета документов 
Microsoft Office Excel (2010). Статистическую значимость различий оцени-
вали по t-критерию Стьюдента при p<0,05. В таблицах и на графиках пред-
ставлены средние значения и их стандартные ошибки. 

Результаты исследования и обсуждение

При исследовании изменений морфометрических параметров эксплан-
тов в процессе клонального микроразмножения основное внимание нами 
уделено вопросам длительного субкультивирования для того, чтобы выяс-
нить, как долго и эффективно можно проводить размножение in vitro. 

В результате проведенных экспериментов у мелиссы установлено, что 
при культивировании меристем на питательной среде МС с 1,0 мг/л БАП 
и 0,5 мг/л ГК3 развитие основного, а иногда и адвентивных побегов начи-
налось на 7–10-е сутки. На 30–35-е сутки культивирования из одного экс-
планта формировалось от 1,3 шт. (у сорта Цитронелла) до 4,2 шт. (у сорта 
Соборная) побегов, а их длина варьировала от 5,8 до 8,2 мм.

В ходе дальнейшего микроразмножения на втором этапе в течение семи 
пассажей при культивировании сегментов стебля с узлом (полученных по-
сле микрочеренкования) на питательной среде МС с 0,5 мг/л БАП у изучае-
мых сортов формировались пазушные и адвентивные побеги. Как правило, 
пазушные побеги имели большую длину (40–80 мм) и 4–6 узлов, а адвен-
тивные были более короткие (10–20 мм) с 1–2 узлами (рис. 1, A). Частота 
множественного побегообразования в зависимости от сорта и пассажа ва-
рьировала от 32,0 до 93,3% (табл. 1). В нескольких вариантах опыта отмети-
ли оводненные микропобеги, однако частота их образования не превышала 
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15,1–23,4%. Установлено, что у микропобегов сортов Соборная и Крымчан-
ка большинство морфометрических параметров были выше в 1,3–2,5 раза по 
сравнению с сортом Цитронелла. В течение последовательных субкультиви-
рований у изучаемых сортов выявили не только повышение частоты множе-
ственного побегообразования, но и в некоторых вариантах увеличение дли-
ны побегов. К пятому–седьмому пассажам у сортов наблюдали увеличение 
количества узлов на побеге.

Таблица 1 [Table  1]
Морфометрические показатели развития эксплантов при длительном  

субкультивировании сортов Melissa officinalis  
на втором этапе микроразмножения in vitro 

[Morphometric parameters of explant development during long-term subcultivation  
of Melissa officinalis cultivars at the second stage of micropropagation in vitro]

Сорт
[Cultivar]

Число 
субкуль-
тивиро-
ваний

[Number 
of sub-

cultures]

Частота множе-
ственного побе-
гообразования

[Frequency of 
multiple shoot 
formation], %

Количество 
побегов, 
шт./экс-
плант

[Number of 
shoots,  

pcs./ explant]

Количество 
узлов, шт./
побег [Num-
ber of nodes, 
pcs./ shoot]

Длина 
побега, мм

[Shoot 
length, mm]

Цитронелла 
[Tsitronella]

2

32,0±1,1 d 2,2±0,2 b 2,2±0,2 c 28,2±3,1 d

Соборная 
[Sobornaya] 83,3±9,2 ab 5,7±0,8 a 2,6±0,1 c 40,3±2,7 c

Крымчанка 
[Krymchanka] 50,0±4,3 c 5,4±0,4 a 2,6±0,1 c 45,8±2,9 bc

Цитронелла 
[Tsitronella]

3

93,3±6,6 a 5,5±0,6 a 2,8±0,3 bc 43,5±6,3 bc

Соборная 
[Sobornaya] 85,7±4,8 ab 3,6±0,4 ab 2,5±0,2 bc 29,0±2,5 d

Крымчанка 
[Krymchanka] 85,7±9,7 ab 4,9±0,6 ab 2,9±0,1 bc 29,2±1,7 d

Цитронелла 
[Tsitronella]

5

76,9±5,2 ab 4,7±0,2 a 2,9±0,2 bc 39,9±2,7 c

Соборная 
[Sobornaya] 92,8±7,1 a 5,2±0,5 a 3,7±0,2 ab 55,4±2,1 b

Крымчанка 
[Krymchanka] 75,1±10,3 ab 4,3±0,6 ab 4,1±0,2 a 73,8±2,6 a

Цитронелла 
[Tsitronella]

7

68,4±10,3 ab 3,3±0,4 b 3,5±0,2 ab 44,2±2,8 c

Соборная 
[Sobornaya] 50,0±3,2 c 2,6±0,4 b 3,2±0,2 b 44,8±6,1 bc

Крымчанка 
[Krymchanka] 68,8±4,2 b 3,3±0,4 b 3,1±0,2 bc 34,6±2,4 cd

Примечание. В каждом столбце разными буквами обозначены статистически значимые 
различия (p<0,05) между сортами или субкультивированиями.
[Note. Statistically significant differences (p<0.05) between cultivars or subcultures are indicated by dif-
ferent letters in each column].
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Следует отметить, что уже на втором этапе микроразмножения на пи-
тательной среде с цитокинином у многих побегов развивались корни (см. 
рис. 1, А). Частота ризогенеза, в зависимости от сорта и пассажа, достигала 
44,4–92,7%. Для укоренения микропобегов мелиссы многие авторы исполь-
зовали питательные среды с регуляторами роста ауксинового типа действия 
(ИУК, НУК, ИМК) [3, 13, 20]. G.I. Ghiorghita et al. сообщали об индукции 
ризогенеза у побегов M. officinalis на питательной среде с добавлением 
1,0 мг/л кинетина и 0,5 мг/л НУК [11]. При культивировании полученных 
из почек побегов на питательной среде без регуляторов роста S.M. Shakeri 
et al. отметили появление до 6–12 корней [19]. Выявленное в нашем иссле-
довании спонтанное образование корней у побегов сортов мелиссы на пита-
тельной среде для микроразмножения с БАП позволяет при высокой частоте 
ризогенеза исключить третий этап размножения и сразу переносить микро-
растения с корнями на адаптацию ex vitro. Это может ускорить и удешевить 
технологию микроразмножения данного вида.

Рис. 1. Микропобеги на втором этапе микроразмножения Melissa оfficinalis 
(A) и Origanum vulgare (В). Стрелками обозначены пазушные (ax.) 

и адвентивные побеги (ad.). Автор фотографий – О.В. Якимова
[Fig. 1. Microshoots of Melissa officinalis (A) and Origanum vulgare (B) at the second stage 

of micropropagation. Arrows mark axillary (ax.) and adventitious shoots (ad.). 
Photo by Olga V Yakimova]

При сравнении морфометрических показателей развития эксплантов 
(сегментов стебля с узлом) в разных пассажах установлено, что у изученных 
сортов количество побегов на эксплант варьировало от 2,2 до 5,7 шт., а ко-
личество узлов – от 2,2 до 4,1 шт. на побег. При этом длина побегов достиг-
ла 55,4–73,8 мм. У сорта Цитронелла максимальное значение изученных 
параметров (см. табл. 1) и коэффициент размножения (до 12,0) отметили в 
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третьем-пятом субкультивированиях (рис. 2). А у сортов Соборная и Крым-
чанка – в пятом пассаже, в котором коэффициенты размножения составили 
14,2 и 17,6 соответственно. В седьмом субкультивировании у всех изучен-
ных сортов коэффициенты размножения снизились до 6,3–8,9 в зависимости 
от сорта.

 
Рис. 2. Значение коэффициента размножения при длительном субкультивировании 

сортов Melissa оfficinalis in vitro. Cтатистически значимые различия (p<0,05) 
между сортами или субкультивированиями обозначены разными буквами

[Fig. 2. The value of the multiplication index during long-term subcultivation 
of Melissa оfficinalis cultivars in vitro. Statistically significant differences (p<0.05)

between cultivars or subcultures are indicated by different letters]

У O. vulgare при помещении меристем на питательную среду МС, со-
держащую 1,0 мг/л БАП, развитие побегов наблюдали через неделю куль-
тивирования. Из меристем уже на этапе введения развивалось до 4,5 побега 
на эксплант длиной 17,0 мм, а частота множественного побегообразования 
составила 66,6%.

На втором этапе собственно микроразмножения экспланты (сегменты 
стебля с одним узлом), выделенные из микропобегов, развившихся из мери-
стем, культивировали на питательной среде МС с более низкой концентра-
цией БАП [28]. Рост пазушных побегов начинался на 5–7-е сутки, а развитие 
адвентивных – через 2–3 недели культивирования. Пазушные микропобеги 
достигали 50–85 мм и имели 5–9 узлов, а адвентивные – 7–15 мм (с 1–2 уз-
лами) (рис. 1, В). На 35-е сутки культивирования эксплантов частота мно-
жественного побегообразования варьировала от 75,0 до 95,2%, а среднее 
количество побегов на эксплант составило от 9,5 до 54,8 шт. в зависимости 
от числа субкультивирований (табл. 2). При микроразмножении у отдель-
ных побегов (от 5,2 до 28,5%, в разных пассажах) формировалось 2–3 не-
больших корня длиной до 2–3 см (см. рис. 1, В). Следует отметить, что при 
культивировании in vitro у душицы иногда отмечали появление оводненных 
микропобегов с утолщенными стекловидными аномальными стеблями и ли-
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стьями, которые невозможно использовать для дальнейшего размножения. 
Частота витрифицированных микропобегов составила 16,7–25,8%, однако 
в пятом пассаже достигла 44,5%. Из-за относительно высокой частоты ви-
трификации побегов (особенно в некоторых пассажах) при расчете коэф-
фициента размножения исключали оводненные побеги. Образование витри-
фицированных побегов встречается при микроразмножении многих видов 
растений. Это явление связывают с комплексом факторов – повышенной 
влажностью и неблагоприятным газовым составом в культуральном сосу-
де, составом питательной среды (высоким содержанием регуляторов роста 
и минеральных солей или низкой концентрацией агара), физиологическим 
возрастом экспланта, интенсивностью освещения, генотипом растения и не-
которыми другими. На эти факторы, в частности, указывалось в работах по 
микроразмножению Allium sativum и Agastache foeniculum [29, 30]. Судя по 
полученным данным, у O. vulgare частота витрификации зависела от дли-
тельности культивирования. При этом максимальное количество оводнен-
ных побегов формировалось в 5-м субкультивировании, когда развивалось 
максимальное число побегов.

Таблица 2 [Table  2]
Морфометрические показатели развития эксплантов при длительном 

субкультивировании Origanum vulgare на втором этапе микроразмножения in vitro
[Morphometric parameters of explant development during long-term subcultivation 

of Origanum vulgare at the second stage of micropropagation in vitro]

Число 
субкуль-
тивиро-
ваний

 [Number 
of sub-

cultures]

Частота множе-
ственного по-

бегообразования 
[Frequency of 
multiple shoot 
formation], %

Количество 
побегов, шт./

эксплант
[Number of 
shoots, pcs./ 

explant]

Количество 
узлов, шт./

побег
[Number of 
nodes, pcs./ 

shoot]

Длина 
побега, мм

[Shoot 
length, mm]

Частота овод-
ненных побегов

[Frequency of 
hyperhydric 
shoots], %

3 90,9±6,2 а 32,3±5,6 b 1,8±0,1 b 20,8±1,6 b 16,7±1,5 c
5 83,3±10,1 а 54,8±5,1 а 2,4±0,3 ab 32,7±3,7 ab 44,5±5,1 a
6 94,4±5,6 а 27,9±1,2 b 2,1±0,2 a 29,2±2,7b 20,0±1,8 bc
7 95,2±4,7 а 33,1±2,7 b 2,4±0,2 a 28,7±1,8 b 18,5±1,2 c
10 90,5±4,0 а 22,9±3,6 bc 2,5±0,2 a 42,9±2,6 a 25,8±2,4 b
12 84,8±6,3 а 14,4±2,3 c 1,7±0,1 b 24,5±2,3 b 24,4±1,9 b
13 75,0±10,1 а 9,5±0,8 c 2,1±0,1 a 23,3±2,3 b 16,8±1,8 c

Примечание. В каждом столбце разными буквами обозначены статистически значимые 
различия (p<0,05) между субкультивированиями.
[Note. Statistically significant differences (p<0.05) between subcultures are indicated by different letters 
in each column].

Следует отметить довольно высокое число формирующихся побегов 
(9,5–54,8 шт. на эксплант, в зависимости от пассажа), выявленное у O. vul-
gare в наших экспериментах. У разных видов душицы на оптимальных 
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питательных средах, судя по литературным данным, из одного экспланта 
развивалось не более 4,0 [22], 4,2 [24], 12,0 [21], 22,2 побега [14]. Египет-
ские ученые при введении в культуру in vitro сегментов стебля с почками у 
O. majorana получили до 18,7 побега на эксплант [25]. Интересные данные 
продемонстрированы для O. sipyleum, у которой на питательной среде для 
микроразмножения (МС с 1,0 мг/л БАП) формировалось 7,8 побега на экс-
плант, а на среде для укоренения (МС с 0,5 мг/л ИМК) – 23,7 побега [17].

При изучении влияния длительности культивирования на микроразмно-
жение душицы in vitro провели 13 пассажей. Максимальное число побегов 
(54,8 шт./эксплант) и коэффициент размножения (74,1) получены в пятом 
субкультивировании (рис. 3). В седьмом пассаже коэффициент размножения 
понизился до 63,6, но статистически не значимо отличался от данного пока-
зателя в пятом пассаже. При дальнейших субкультивированиях коэффици-
ент размножения снизился в десятом пассаже до 43,0. Наименьшие значения 
этого показателя (16,9–18,8) отмечены в поздних 12–13-м пассажах (через 
полтора года культивирования). При этом иногда формировались более тон-
кие и слабые микропобеги по сравнению с более ранними третьим–пятым 
пассажами. Полученные результаты свидетельствует о возможности эффек-
тивного субкультивирования душицы in vitro в течение семи–десяти пасса-
жей. Однако, при необходимости, можно проводить размножение и более 
длительный период, учитывая относительно высокие коэффициенты раз-
множения даже в поздних пассажах и отсутствие значительных признаков 
физиологического старения мериклонов.

 
Рис. 3. Значение коэффициента размножения при длительном 

субкультивировании Origanum vulgare in vitro. Cтатистически значимые различия 
(p<0,05) между субкультивированиями обозначены разными буквами

[Fig. 3. The value of the multiplication index during long-term subcultivation 
of Origanum vulgare in vitro. Statistically significant differences (p<0.05)

between subcultures are indicated by different letters]

Повышение коэффициента размножения к третьему–четвертому суб-
культивированию ранее показано для сортов лаванды [31] и розы эфиромас-
личной [32]. При микроразмножении пяти сортов и селекционных образцов 

Влияние длительного субкультивирования на клональное размножение



32

мяты в течение шести субкультивирований установлено, что коэффициент 
размножения увеличивался в 3–5-м пассажах, достигая 12,1–48,7 в зависи-
мости от генотипа и длительности культивирования [33]. Однако у других 
эфиромасличных растений (фенхеля и шалфея), наоборот, отмечено сни-
жение коэффициента размножения после третьего пассажа. А у сортов ге-
рани эфиромасличной этот показатель оставался достаточно стабильным в 
течение двух лет клонального микроразмножения [34]. Следует отметить, 
что сведений об эффективности размножения in vitro видов мелиссы и ду-
шицы при длительном культивировании очень мало. Так, у двух видов ду-
шицы O. syriacum и O. ehrenbergii при размножении на питательной среде 
с 1,0–2,0 мг/л БАП выявлено увеличение количества побегов (от 1,5–2,0 до 
3,7–4,0 шт. на эксплант) в четвертом субкультивировании по сравнению с 
первым [22]. Для O. sipyleum установлено, что при введении в культуру апи-
кальных верхушек на питательной среде МС с 1,0 мг/л БАП развивалось 
3,7 побега на эксплант, а при следующем субкультивировании формирова-
лось 7,8 побега на эксплант. Однако при этом снижалась их длина – с 1,8 
до 1,2 см. При дальнейших субкультивированиях через каждые три недели 
развивалось по 8,0 побега на эксплант [17]. Однако такого длительного, как 
в нашем исследовании у M. оfficinalis и O. vulgare, анализа морфометриче-
ских параметров в течение 7–13 пассажей (т.е. при культивировании около 
полутора лет) ранее, судя по имеющимся литературным данным, у видов 
мелиссы и душицы не проводилось. Полученные результаты свидетельству-
ют о возможности продолжительного микроразмножения изученных видов 
при сохранении достаточно высоких (особенно у душицы) коэффициентов 
размножения. Это может быть полезным не только для получения больших 
объемов посадочного материала при минимальном числе исходных расте-
ний (а может, и при наличии единичного экземпляра), но и при разработке 
методик создания депонированных коллекций ценных генотипов in vitro.

Выводы

Выявлены особенности развития эксплантов M. оfficinalis и O. vulgare 
при длительном клональном микроразмножении. На втором этапе размно-
жения in vitro наблюдали множественное побегообразование, ризогенез, а 
иногда развитие оводненных побегов. Частота изученных показателей варь-
ировала в зависимости от вида или сорта растения и количества пассажей.

При сравнении двух видов растений в течение всего периода культивиро-
вания у душицы отмечены большее число побегов на эксплант (до 54,8 шт.) 
и частота витрификации (до 44,5%), тогда как для сортов мелиссы характер-
ны более высокие значения длины побегов (до 73,8 мм) и числа узлов на них 
(до 4,1 шт.).

Анализ развития эксплантов мелиссы в течение семи пассажей показал, 
что максимальные значения коэффициента размножения у сорта Цитро-
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нелла (до 12,0) выявлены в 3–5-м, а у сортов Соборная (14,2) и Крымчанка 
(17,6) – в 5-м субкультивировании.

При микроразмножении душицы в течение 13 пассажей обнаружено увели-
чение коэффициента размножения к 5-му пассажу до 74,1. При дальнейших суб-
культивированиях, в 12–13-м пассажах, данный параметр снизился почти в 4 раза.

Проведенные исследования показали возможность длительного, более 
года, клонального размножения M. оfficinalis и O. vulgare в культуре in vi-
tro. При этом выявленная у побегов мелиссы способность к ризогенезу на 
питательной среде для размножения (с частотой 44,4–92,7%) позволяет ис-
ключить специальный этап укоренения in vitro.
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The effect of long-term subcultivation on clonal micropropagation 
of Melissa officinalis L. and Origanum vulgare L. 

In recent years, along with the use of essential oil and medicinal plants traditional 
for the south of Russia, there have been an active introduction of new species, including 
representatives of Lamiaceae family such as Melissa officinalis and Origanum vulgare, 
into production. These plant species are widely used in perfumery, cosmetics and 
food industries, as well as in medicine, because of the number of biologically active 
compounds. Therefore breeding work is being carried out to create cultivars with a 
high content of essential oil and valuable components in its composition. Currently, 
biotechnological techniques are used to address a wide range of challenges of ecology, 
plant breeding and seed production. One of the most popular methods is clonal 
micropropagation. Biotechnologies of micropropagation in vitro have been developed 
for many agricultural and flowering ornamental plants. However, for lemon balm and 
oregano, many issues relating to propagation in tissue and organ culture have not been 
studied enough. In particular, this applies to the study of long-term propagation in vitro. 
The aim of our investigation was to study the morphometric parameters of explant 
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development during long-term subcultivation of cultivars and breeding samples of 
M. officinalis and O. vulgare at the second stage of clonal micropropagation.

For studies, we used three cultivars of Melissa officinalis L. (Tsitronella, Sobornaya, 
Krymchanka) and breeding sample № 10 of Origanum vulgare L. When introduced in 
vitro, axillary meristems with 2 leaf primordia were isolated from plants. At the second 
stage (micropropagation itself), stem segments (5-8 mm) with one node, obtained by 
microcutting of shoots developed from meristems, were used as explants. Explants 
were cultivated on Murashige and Skoog (MS) culture medium (which we modified 
earlier for oregano and lemon balm) supplemented with BAP and GA3. The meristems 
and shoots were cultivated at 26±2°С, 70% air humidity, 2-3 klx light intensity and 16-h 
photoperiod. After 30-35 days of cultivation, we determined the frequency of multiple 
shoot formation, the number and length of shoots, the number of nodes on the shoot, 
the frequency of rhizogenesis and hyperhydric shoots. The multiplication index was 
calculated as the number of microcuttings that were obtained after one subculture. To 
do this, the number of shoots formed on explants was multiplied by the number of nodes 
on a shoot. Hyperhydric microshoots were not taken into account. Then, we divided the 
shoots into microcuttings and transferred to a fresh culture medium. Experiments were 
repeated three times, and at least 20 explants were analyzed in each variation. The 
confidence of differences was assessed using Student’s t-test, p<0.05. Mean values and 
standard errors are shown in tables and graphs.

As a result of the research, we showed that with the introduction of M. officinalis 
meristems to the MS culture medium with 1.0 mg/l BAP and 0.5 mg/l GA3, the 
development of the main and sometimes adventitious shoots occurred on the 7th-10th day 
of cultivation. After 35 days of cultivation, 1.3 (Tsitronella cultivar) to 4.2 (Sobornaya 
cultivar) shoots were formed from one explant, and their length varied from 5.8 to 
8.2 mm. For further micropropagation of lemon balm, microshoots obtained at the first 
stage were divided into one node segments and transferred to the MS medium with 
0.5 mg/l BAP. Cultivation of microcuttings during seven passages led to the formation of 
axillary and adventitious shoots in the studied cultivars (See Fig. 1, A). The frequency of 
multiple shoot formation, depending on the сultivar and passage, varied from 32.0% to 
93.3% (See Table 1). In some variants of the experiment, hyperhydric microshoots were 
formed with a frequency of 15.1-23.4%. The morphometric parameters of Sobornaya 
and Krymchanka cultivars were 1.3-2.5 times higher than those of Tsitronella. During 
successive subcultivations in all cultivars, we revealed an increase not only in multiple shoot 
formation frequency but also in the length of shoots in some variants. It should be noted 
that at the second stage of micropropagation on a culture medium with BAP, many shoots 
developed roots (See Fig. 1, А). The rhizogenesis frequency, depending on the cultivar and 
passage, reached 44.4-92.7%. The revealed spontaneous rooting of M. officinalis cultivars 
on a nutrient medium for micropropagation allows, at a high rhizogenesis frequency, 
excluding the third stage of propagation and immediately transferring microplants with 
roots for adaptation ex vitro. When comparing the morphometric parameters of the 
microcuttings development at different passages, we found that in the studied cultivars the 
number of shoots varied from 2.2 to 5.7 pcs./explants, and the number of nodes varied 
from 2.2 to 4.1 pcs./shoot. The length of the shoots reached 55.4-73.8 mm. In Tsitronella 
cultivar, the maximum value of the studied parameters (See Table 1) and the multiplication 
index (up to 12.0) (See Fig. 2) were noted in the 3rd-5th subcultivations. For Sobornaya and 
Krymchanka cultivars – in the fifth passage, in which the multiplication index was 14.2 and 
17.6, respectively. In the seventh subcultivation, the multiplication indexes of all studied 
cultivars decreased to 6.3-8.9, depending on the genotype.

When meristems of O. vulgare were placed on MS culture medium, containing 
1.0 mg/l BAP, after a month of cultivation, they developed up to 4.5 shoots per explant 
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of 17.0 mm long. The frequency of multiple shoot formation was 66.6%. At the second 
stage of micropropagation, explants (stem segments with one node) isolated from 
microshoots, developed from meristem, were cultured on MS medium with 0.5 mg/l 
BAP. The growth of the main shoot started on the 5th-7th day, and the development of 
adventitious shoots – in 2-3 weeks (See Fig. 1 В). On the 35th day of cultivation, the 
frequency of multiple shoot formation varied from 75.0 to 95.2%, and the number of 
shoots ranged from 9.5 to 54.8 per explant depending on the number of subcultures 
(See Table 2). During micropropagation, individual shoots (from 5.2 to 28.5%, in 
different passages) formed 2-3 roots up to 2-3 cm in length. Sometimes, when oregano 
was cultivated, the hyperhydric microshoots with thickened vitreous anomalous stems 
and leaves were noted; they cannot be used for further propagation. The frequency of 
vitrified microshoots was 16.7-25.8%. However, it reached 44.5% in the fifth passage. 
When studying the effect of cultivation duration on micropropagation of O. vulgare 
in vitro, 13 passages were conducted. The maximum number of shoots (54.8 pcs /
explants) and the multiplication index (74.1) were obtained in the fifth subcultivation 
(See Fig. 3). With further subcultivations, the multiplication index decreased in the 
10th passage up to 43.0. The lowest values of this parameter (16.9-18.8) were noted 
in the late 12th and 13th passages. Thus, the conducted studies indicate the possibility 
of long-term micropropagation of O. vulgare and M. officinalis in vitro (at least for 
1-1.5 years), while the maximum efficiency of this process was observed during the 
fifth subcultivation.

The paper contains 3 Figures, 2 Tables and 34 References.
Key words: lemon balm; oregano; explants; propagation in vitro; multiple shoot 

formation; subculture; multiplication index.
The authors declare no conflict of interest. 
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