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Представленная статья посвящена оптимизации одного из этапов микроклонального размножения 
укоренения регенерантов Cattleya gaskelliana и выявлению особенностей анатомического строения 
корней при различных условиях культивирования in vitro. В ходе исследования установлено, что 
полутвердая питательная среда ½ MS, содержащая 50.0 г/л бананового пюре и 1.0 мг/л ИУК, по-
ложительно влияла на рост и развитие корневой системы регенерантов C. gaskelliana. Определе-
на гистологическая дифференциация корней C. gaskelliana in vitro, образованных на питательных 
средах с различным содержанием агар-агара. При культивировании на полутвердой питательной 
среде корни имели более развитой диаметр и центральный цилиндр. Для получения максимальной 
приживаемости (100%) рекомендуется использовать сфагновый мох и субстрат из коры, перлита 
и торфа в соотношении 1: 1: 1.
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Каттлея  – один из  самых популярных родов 
орхидей, широко известен своими красивыми 
и  крупными цветками, которые являются уни-
кальным компонентом для создания букетов 
и цветочных композиций (De, 2022). Представи-
тели этого рода распространены в Мексике и Цен-
тральной Америке, включая Колумбию и Вене-
суэлу. Их ареал включает в себя разнообразные 
местообитания, от горных хребтов и засушливых 
лесов до  переходных зон, ведущих к  влажным, 
туманным склонам холмов и  каньонам. Пред-
ставители рода демонстрируют широкий спектр 
экологических предпочтений и включают эпифи-
тые, литофитые и наземные виды. (Pupulin, 2015; 
Menezes et al., 2022).

Cattleya gaskelliana (N.E.Br.) B.S. Williams (Катт-
лея Гаскелла) – один из наиболее высоко декора-
тивных представителей рода каттлеи. Цветки этого 
вида ароматные и особенно крупные (диаметром от 
14 до 20 см) по сравнению с цветками других ви-
дов этого рода (Chadwick, Chadwick, 2021). Лепестки 
и чашелистики – пурпурно-фиолетовые с белым от-
тенком. Этот вид относится к растениям короткого 
дня, которые преимущественно цветут летом. Катт-
лея Гаскелла находится под угрозой исчезновения 

и  занесена в  Красную книгу Венесуэлы (Salazar, 
Arcia-Barreto, 2020‏).

Клональное микроразмножение является наибо-
лее перспективным методом получения высокока-
чественных растений, на долю которого приходится 
около 70% производства орхидей (Yeung et al., 2018). 
Укоренение орхидей in vitro по-прежнему остается 
актуальной проблемой, которая усложняет их про-
изводство, поскольку развитие корневой системы 
влияет на жизнеспособность регенерантов и их даль-
нейший рост и развитex vitro (Dewir et al., 2015). Пи-
тательная среда для культивирования может быть 
твердой, полутвердой или жидкой в  зависимости 
от  наличия или отсутствия желирующих агентов 
(Putri et al., 2022). Полужидкая среда обеспечивает 
эксплантам наибольший доступ к необходимым пи-
тательным веществам. Кроме того, она способствует 
лучшей диффузии питательных веществ среды и лег-
ко удаляется с проростков перед их переносом в ус-
ловия ex vitro (Savangikar, 2004). Многие исследования 
были проведены с целью определения оптимальной 
среды для размножения, регенерации, укоренения 
и дальнейшего роста орхидей in vitro, с использова-
нием сочетания органических добавок и регуляторов 
роста (Tung et al., 2020; Nongdam et al., 2023).

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ
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Целью нашего исследования является усо-
вершенствование метода укоренения Cattleya 
gaskelliana и  выявление особенностей анатоми-
ческого строения корней этого вида в  условиях 
in vitro в зависимости от концентрации агара в пи-
тательной среде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проведена в лаборатории биотехнолог
ии растений Главного ботанического сада име-
ни  Н.В.  Цицина в 2023 году. Эксперименты 
проводились с  использованием традицион-
ных биотехнологических приемов и  методик, 
разработанных в  лаборатории биотехнологии 
растений.

Объектами данного исследования послужили 
регенеранты C. gaskelliana размерами 1.0–1.2 см, 
полученные при культивировании протокормов 
на среде ½ Murasige and Skoog (1962) MS с добав-
лением 0.5 мг/л Тидиазурона (TДЗ) и 100 мл/л ко-
косовой воды. На  этапе укоренения использо-
вали питательную среду ½ MS  с добавлением 
50.0  г/л  бананового пюре и 1.0 г/л древесного 
угля. Проведено сравнение различных концен-
траций агара (3.0 и 7.0 г/л) и сочетаний ауксинов 
(Индолил-3-масляная кислота (ИМК) и Индоли-
луксусная кислота (ИУК)) в концентрациях (1.0 
и 2.0 мг/л). В ходе данного этапа были проведены 
измерения и учет следующих показателей: высо-
та растения (см); число листьев (шт.); число кор-
ней (шт.); длина корней (см).

Во время эксперимента растительный мате-
риал культивировали по 7 шт. в  каждой банке 
в  5  повторностях. Адаптация происходила при 
температуре 25–27°С, освещенности 2000 Лк, 
фотопериоде 16/8 ч.

Для изучения анатомического строения корней 
C. gaskelliana все объекты фиксировали в 70%-ном 
растворе этанола. Срезы фиксированных кор-
ней производили с  помощью микротома МС-2 
(“Точмедприбор”, Харьков, Украина) с подклю-
ченным замораживающим столиком ОМТ-2802Е 
(ООО  “КБ ТЕХКОМ”, Екатеринбург, Россия). 
Толщина срезов составила 80–100мкм. Для вы-
явления лигнификации клеточных стенок корней 
проводилась окраска срезов сафранином и аль-
циановым синим. Фотографирование анатомиче-
ских срезов осуществлено при помощи светового 
микроскопа Olympus CX41 (Olympus Corporation, 
Токио, Япония) и подключенной к нему цифро-
вой камеры Canon 7D Mark II (Canon Incorporated, 
Токио, Япония). Яркость и контрастность конеч-
ных изображений были скорректированы с помо-
щью программного обеспечения Adobe Photoshop 
CC. Проведены морфометрические измерения 
следующих показателей: диаметр корней (мкм), 

толщина веламена (мкм), экзодермы (мкм), па-
ренхимы (мкм), толщина эндодермы (мкм) и ди-
аметр центрального цилиндра (мкм) с помощью 
программы Image J.

Статистические данные анализировали с ис-
пользованием программного обеспечения 
Microsoft Office Excel 2016 и PAST 2.17c. Достовер-
ность различий между средними данными вари-
антов опыта оценивали с помощью наименьшей 
существенной разности для 5 %-ного уровня зна-
чимости (НСР05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При укоренении in  vitro каждый вид расте-
ний требует индивидуального подбора соста-
ва питательной среды (Mondal, Banerjee, 2017). 
Культивирование регенерантов на модифициро-
ванной питательной среде может стимулировать 
рост и способствовать производить C. gaskelliana 
в больших количествах.

В данном исследовании показано, что консистен-
ция питательных сред, тип ауксинов и их концен-
трации оказывают положительное влияние на рост 
и укоренение проростков C. gaskilliana (рис. 1).

Установлено, что при культивировании ре-
генерантов на обеих питательных средах (твер-
дой и полутвердой) с добавлением 1.0 мг/л ИУК 
были выявлены наибольшие значения параме-
тров корневой системы и роста. Но на полутвер-
дой среде наблюдали максимальные показатели 
(высота растения 3.04  ± 0.41 см, число корней 
5.21  ±  0.95, число листьев 5.07  ±  0.19 и  длина 
корней 5.30 ± 0.44 см) по сравнению с другими 
вариантами (рис. 2).

Это согласуется с результатами других иссле-
дований, где показано, что растения укореня-
ются лучше на полутвердой среде по сравнению 
с  твердой и  жидкой средой (AlKhateeb, Alturki, 
2014; Menezes-Sá et  al., 2021). Это может быть 
связано с тем фактом, что данная консистенция 
обеспечивает поддержку, гарантирующую более 
эффективное воздействие ауксинов только на ба-
зальную часть регенерантов (Shukla et al., 2020). 
Также добавление бананового пюре вместе с аук-
сином улучшает рост и  укоренение проростков 
в условиях in vitro (Kong et al.,2007; Hussien et al., 
2023). Это связано не только с высоким содержа-
нием углеводов, ионов и других минералов, таких 
как калий, марганец, цинк, витаминов (тиамин, 
рибофлавин, ниацин, пиридоксин, пантотеновая 
кислота, аскорбиновая кислота, фолиевая кисло-
та), но и природных регуляторов роста, таких как 
цитокинины, ИУК и ГК3 (Utami, Hariyanto, 2020). 
Кроме того, банановое пюре обладает способно-
стью регулировать рН клеток, что играет ключе-
вую роль во  многих биологических процессах, 
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таких как поглощение питательных веществ, уко-
ренение и рост растений (Acemi, 2020).

На этапе укоренения наблюдали формирова-
ние адвентивных побегов на  всех питательных 

средах (рис. 1). Наименьшее число адвентивных 
побегов (1.83  ±  0.46 и 1.62  ±  0.36 шт/эксплант) 
было получено при культивировании на твердых 
питательных средах с добавлением 1.00 мг/л ИМК 

Рис. 1. Влияние консистенции питательных сред, типа ауксинов и их концентрации: твердая среда: а – 1.0 мг/л 
ИМК; б – 2.0 мг/л ИМК; в – 1.0 мг/л ИУК; г – 2.0 мг/л ИУК; полутвердая среда: д – 1.0 мг/л ИМК; е – 2.0 мг/л 
ИМК; ё –1.0 мг/л ИУК; ж – 2.0 мг/л. ИУК на развитие C. gaskilliana после 90 суток культивирования, красные стрел-
ки: адвентивные побеги (масштаб – 1 см).
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и 2.00 мг/л ИУК соответственно по  сравнению 
с  другими вариантами. В  то же  время наиболь-
шее количество адвентивных побегов (4.10 ± 0.49 
и 4.81 ± 0.62 шт/эксплант) образовалось на твердой 
питательной среде с добавлением 2,0 мг/л ИМК 
и полутвердой среде, содержащей 2 мг/л ИУК со-
ответственно (рис. 3).

Саравиа-Кастильо (Saravia-Castillo et al., 2022) 
отмечал стимулирующее действие ауксинов 
на формирование адвентивных побегов во время 
укоренения Cattleya maxima Lindl. in vitro, что со-
гласуется с полученными нами результатами. Это 
можно объяснить тем фактом, что использование 
высоких концентраций ауксинов подавляет укоре-
нение и увеличивает коэффициент размножения 
(Kim et al.,2023). Однако увеличение концентрации 

ауксинов может оказать негативное воздействие 
на развитие проростков и приживаемость других 
таксонов орхидей, например, таких как Brassavola 
nodosa Lindl (Xu J. et al., 2022).

Стоит отметить, что корни, образованные 
на полутвердой питательной среде, характеризо-
вались большим диаметром (на поперечном срезе) 
в сравнении с корнями на твердой среде. В связи 
с установленными морфологическими различиями 
корней регенератов C. gaskilliana, при культивиро-
вании на твердой и полутвердой питательной среде 
было проведено исследование их анатомического 
строения.

На питательной среде с меньшей концентра-
цией агара (3.0 г/л) отмечено, что веламен состо-
ит из двух клеточных слоев. Экзодерма образована 
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Рис. 2. Влияние консистенции питательных сред, типа ауксинов и их концентрации на морфометрические показа-
тели C. gaskilliana на этапе укоренения.
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одним слоем клеток, лигнификация клеточных 
стенок отсутствует. Паренхима занимает основ-
ной объем кортекса. Эндодерма состоит из одного 
слоя клеток, клеточные стенки не лигнифицирова-
ны. Стела представляет собой полиархный пучок 
с паренхимной сердцевиной с 7–8 ребрами, внутри 
которых расположены крупные сосуды первичной 
ксилемы. На питательной среде с большей концен-
трацией агара (7.0  г/л) у корней C. gaskelliana на-
блюдали 2–3 слоя веламена. Паренхима занимает 
основной объем кортекса. Эндодерма также со-
стоит из одного слоя клеток, у которых образуют-
ся пояски Каспари. Стела представляет собой по-
лиархный пучок со склеренхимной сердцевиной с 
5 ребрами и небольшим количеством сосудов пер-
вичной ксилемы (рис. 4).

При анализе анатомо-морфологического 
строения корней C. gaskelliana установлено, что 
диаметр корней (384.32 ± 21.05 мкм) и диаметр 
центрального цилиндра (54.15 ± 4.34 мкм) были 
больше у эксплантов, культивируемых на полу-
твердой питательной среде. В свою очередь корни, 
образованные на  питательных средах с  разной 
концентрацией агара, значительно не различа-
лись по толщине веламена, экзодермы, паренхимы 
и эндодермы (табл. 1).

Многие исследователи предполагают, что тол-
щина веламена может быть связана с конкретными 
факторами окружающей среды, такими как темпе-
ратура и влажность (Sanford, Adanlawo, 1973; Ro-
drigues et al., 2021)‏. Тонкий слой веламена у расте-
ний in vitro, культивируемых на обеих питательных 
средах, объясняется отсутствием необходимости 
в запасании растениями влаги и предотвращении 
ее потери (Mustika, Semiarti, 2021).

Толщина клеточных слоев экзодермы и  эн-
додермы существенно не различалась у корней, 
развивающихся на  обеих питательных средах. 
Эти ткани играют важную роль в механической 
поддержке растения и  защите корней от  испа-
рения воды (Lana et  al., 2021). Кортекс состоит 
из тонкостенных паренхиматозных клеток поч-
ти одинакового размера. Было отмечено, что 
толщина паренхимы в  корнях эксплантов, вы-
росших на обеих вариантах питательной среды, 
почти одинакова. Паренхима играет важную роль 
не только с таксономической, но и с функцио-
нальной точки зрения, поскольку повышает спо-
собность корней противостоять засухе (Chimungu 
et al., 2014; Xu H. et al., 2022).

Анализ исследуемых срезов корней показал, 
что стела имеет округлую форму и  занимает 
большую часть корня  (табл. 1). Показано, что 
диаметр центрального цилиндра отличался при 
культивировании на  двух исследуемых пита-
тельных средах. Вероятно, увеличение диаметра 
корня в условиях полутвердой среды обусловле-
но формированием центрального цилиндра, со-
держащего большее количество полюсов ксиле-
мы по сравнению с корнями, развивающимися 
на твердой среде. (Rai et al., 2024). Этап адапта-
ции является заключительным при клональном 
микроразмножении. Способность проростков 
выдерживать стресс при пересадке часто опре-
деляет успех процесса размножения в культуре 
in vitro (Da Silva et al., 2017). В нашем исследова-
нии было обнаружено, что использование сфагно-
вого мха для адаптации регенерантов C. gaskеlliana 
и высадка в субстрат, состоящий из коры, пер-
лита и  торфа в  соотношении 1:1:1, показали 
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Рис. 3. Влияние консистенции питательных сред, типа ауксинов и их концентрации на число адвентивных побегов 
C. gaskilliana на этапе укоренения.



ИЗВЕСТИЯ РАН, СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ № 1 2025

40	 ХУССИЕН  и др.

100 мкм

100 мкм
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Рис. 4. Анатомия корней C. gaskelliana на разных питательных средах: а – твердая среда, б – полутвердая среда. Ве – 
веламен, Экз – экзодерма, Прх – паренхима, Энд – эндодерма, Фл – флоэма, Кс – ксилема (масштаб – 100 мкм).

Таблица 1. Анатомо-морфологические показатели корней C. gaskelliana на питательных средах с разной 
концентрацией агара

Концентрация 
агара 

Параметры (мкм)

Диаметр 
корней

Толщина Диаметр  
центрального 

цилиндравеламена экзодермы паренхимы эндодермы
Полутвердая
(3.0 г/л) 384.32 ±  21.05 29.42 ± 3.26 9.36 ± 1.58 119.48 ± 9.18 4.80 ± 0.55 54.15 ± 4.34

Твердая
(7.0 г/л) 332.43 ± 17.21 26.56 ± 4.21 9.65 ± 1.18 112.31 ± 6.35 4.05 ± 0.47 35.71 ± 1.84

НСР05 13.12 2.97 – 5.80 – 2.28
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100%-ную приживаемость после 70 дней адапта-
ции (рис. 5).

Результаты данного исследования могут быть 
использованы как рекомендации для укоренения 
in  vitro, что позволит повысить эффективность 
коммерческого производства и сохранение этого 
вида.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Усовершенствован метод укоренения C. gaskel-
liana. Наиболее эффективной для интенсивного 
роста и развития сеянцев оказалась питательная 
среда ½ MS с добавлением 3.0 г/л агара, 1.0 мг/л 
ИУК и 50.0 г/л бананового пюре. Впервые были 
выявлены особенности анатомического строения 
корней C. gaskelliana при культивировании на пи-
тательных средах с  различной концентрацией 
агара in vitro. Таким образом, в результате про-
веденного исследования было установлено, что 
анатомия корня обладает типичными характери-
стиками корней эпифитных орхидей без каких-
либо аномалий. При культивировании на твер-
дой и полутвердой питательной среде веламен, 
экзодерма и эндодерма существенно не отличались. 
Однако на полутвердой среде корни характеризо-
вались большим диаметром, большим количеством 
полюсов ксилемы и большим диаметром централь-
ного цилиндра по сравнению с корнями, расту-
щими на твердой среде.
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Improving rooting of Cattleya gaskelliana (N.E.Br.)  
B.S. Williams (Orchidaceae juss.) under in vitro conditions

Muthab Hussien1, #, O. I. Molkanova1, E. E. Orlova2, V. A. Koval1

*Tsitsin Main Botanical Garden of the Russian Academy of Sciences, Botanicheskaya str., 4, Moscow, 127276 Russia
**Russian State Agrarian University Moscow Timiryazev Agricultural Academy,  

Timiryazevskaya str., 49, Moscow, 127550 Russia
#E-mail: muthab.hussien95@gmail.com

The present article is devoted to optimizing rooting of Cattleya gaskelliana regenerants in vitro, and 
to identifying anatomical features of root under various culture conditions in vitro. the results showed 
that semi-solid ½ MS nutrient medium containing 50.0 g/L banana puree and 1.0 mg/L IAA is more 
effective in the growth and rooting of C. gaskelliana regenerants. Also, it has been determined the 
histological differentiation of C. gaskelliana roots formed on nutrient media with different concentrations 
of agar. Plants cultured on semi-solid nutrient medium had roots with more developed diameter and 
a central cylinder. To obtain maximum survival rate (100%), it is recommended to use sphagnum moss 
and a substrate consisting of bark, perlite, and peat in equal ratio.

Keywords: Cattleya, in vitro, anatomy, roots, auxins
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