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Аннотация
Целогина Мура (Coelogyne mooreana Sander ex Rolfe) – представитель семейства Orchidaceae, 
редкий и эндемичный вид флоры Вьетнама, характеризуется высокой декоративностью и назы-
вается «королевой» рода Coelogyne благодаря крупным, белым и ароматным цветкам, украшен-
ным желтой полоской посередине губы. Цель исследований – разработка протокола клонально-
го микроразмножения C. mooreana путем модификации питательной среды с  использованием 
органических добавок и регуляторов роста. Для исследований использовали незрелые семена, 
собранные из  нераскрывшихся плодов, через 6 месяцев после искусственного (ксеногамного) 
опыления. Исследования состояли из  нескольких этапов: aсимбиотический посев семян, рост 
и развитие протокормов, формирование проростков и их укоренение. На этапе aсимбиотического 
посева семян максимальная всхожесть, составлявшая 93%, зафиксирована на питательной среде 
Гамборга (B5) с добавлением 0,5 мг/л 6-бензиламинопурина (6-БАП). Наиболее интенсивное об-
разование адвентивных побегов наблюдали на питательной среде Мурасиге-Скуга ½ MS), содер-
жащей органические добавки без регуляторов роста (5,64 и 4,56 шт. соответственно). Оптималь-
ный процесс развития протокормов и образования проростков отмечен на питательной среде ½ 
MS с добавлением 0,5 мг/л 6-БАП и 100 мл/л кокосовой воды. На этапе укоренения наиболее эф-
фективной оказалась питательная среда ½ MS с добавлением 0,5 мг/л индолил-3-масляной кис-
лоты (ИМК) и 100 мл/л кокосовой воды, что способствовало формированию развитой корневой 
системы: процент укоренения – 96,7%; число корней – 5,05±0,36 шт/эксплант; длина корней – 
2,43±0,05  см; длина растений  – 5,95±0,24  см.  Проростки, высаженные в  субстрат, состоящий 
из коры, торфа и перлита в соотношении 1:1:1, характеризовались высокой жизнеспособностью 
при адаптации к условиям ex vitro. Впервые для C. mooreana разработан протокол клонального 
микроразмножения на всех этапах. Полученные результаты могут быть рекомендованы для со-
хранения и массового размножения этого редкого и ценного вида.
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Abstract
Coelogyne mooreana Sander ex Rolfe, a valuable, rare, and endemic orchid species of  the Viet-
namese flora, is characterized by high ornamental qualities. This orchid is highly ornamental and 
often referred to as the “queen” of  the genus Coelogyne due to  its large, white, fragrant flowers 
adorned with black spots and a central yellow stripe. Therefore, this study aimed to develop a pro-
tocol for clonal micropropagation by modifying the nutrient medium with organic additives and 
plant growth regulators. Immature seeds collected from unopened fruits six months after artifi-
cial pollination were used as starting material. This work involved several stages: asymbiotic seed 
germination, protocorm development, seedling formation, and rooting. The highest seed germi-
nation rate (93%) was achieved on Gamborg (B5) nutrient medium supplemented with 0.5 mg/L 
6-BAP. Maximum adventitious shoot formation was observed on Murashige and Skoog (½ MS) 
nutrient medium with organic additives but without plant growth regulators (5.64 and 4.56 shoots, 
respectively). Favorable results for protocorm development and seedling formation were obtained 
on ½ MS medium supplemented with 0.5 mg/L 6-BAP and coconut water (100 mL/L). At the root-
ing stage, the most effective medium was ½ MS supplemented with 0.5 mg/L IBA and 100 mL/L 
coconut water, which promoted the development of a strong root system, with a rooting percent-
age of 96.7%, 5.05 ± 0.36 roots per explant, a root length of 2.43 ± 0.05 cm, and a plant length 
of 5.95 ± 0.24 cm. Seedlings planted in a 1:1:1 ratio of bark, perlite, and peat exhibited high vi-
ability when adapted to ex vitro conditions. For the first time, a complete protocol for clonal micro-
propagation of C. mooreana encompassing all stages was developed. These results provide recom-
mendations for the conservation and mass propagation of this rare and valuable orchid species.
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Введение
Introduction

Орхидные (Orchidaceae) – одно из крупнейших семейств цветковых растений, 
насчитывающее более 28 400 видов и более 100 000 сортов и гибридов [1]. Они имеют 
значительную ценность для декоративных, медицинских и пищевых целей. Около 70% 
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орхидей мира являются эпифитными, 25% – наземными; 5% орхидей мира имеют сме-
шанные экологические предпочтения [2, 3]. Численность многих видов сокращается 
по причине утраты среды обитания в результате изменения климата, практики зем-
лепользования и осаждения азота в атмосфере [4]. Многие виды занесены в Красные 
книги и охраняются законодательством [5, 6].

Род Coelogyne относится к подсемейству Epidendroideae, Clayton (2002). Со-
гласно [7], род Coelogyne подразделен на 20 секций, выделено около 200 видов; 
Марк Чейз (2021) [8] включил в Coelogyne 14 родов, которые до недавнего времени 
считались отдельными, тем самым расширив род до 550 видов. Представители рода 
характеризуются как симподиально нарастающие, лиственные, преимущественно 
эпифитные и иногда литофитные травянистые растения с псевдобульбами. Их при-
родный ареал охватывает территорию от Гималаев до Японии и Юго-Восточной Азии 
до Новой Каледонии и Квинсленда. Coelogyne mooreana – ценный редкий и энде-
мичный вид флоры Вьетнама. Он встречается в горных лесах на высоте 1300–2000 м 
н.у.м., преимущественно в Центральном регионе, а также в провинциях Куангчи, Ня-
чанг, Лам Донг. Этот вид считается одним из самых красивых представителей рода 
Coelogyne и характеризуется крупными ароматными белоснежными цветками длиной 
до 10 см. Губа – трехлопастная белая с оранжевым пятном в центре (рис. 1а) [9].

Семена C. mooreana характеризуются отсутствием эндосперма, недифференци-
рованным зародышем, а также наличием внутрисменного воздушного пространства. 
Предполагается, что это способствует распространению семян на значительные рас-
стояния. В естественных условиях орхидеи трудно размножить семенами ввиду их 
небольших размеров и требований к питанию для прорастания и дальнейшего разви-
тия. Успех прорастания семян орхидей обусловлен множеством факторов, ключевым 
из которых является степень зрелости зародыша [10]. Важную роль играют особен-
ности сочетания фаз органического и вынужденного покоя, а также способность про-
ростков переходить от естественного симбиотического эндогетеротрофного питания 
к искусственному экзогетеротрофному, обеспечиваемому компонентами питательной 
среды [11]. Строение семенной оболочки также существенно влияет на этот процесс: 
ее плотность, скульптурность, наличие дубильных веществ, абсцизовой кислоты или 
других ингибиторов прорастания [12]. В природных условиях семена орхидей снача-
ла набухают и начинают развитие под воздействием благоприятных климатических 
условий – таких, как вода и подходящая температура, без участия микоризного гриба. 
На более поздних стадиях формирования протокорма микоризные грибы проникают 
не в зародыш покоящегося семени, а в его базальные клетки [13]. Наибольшей акту-
альной проблемой при прорастании семян является отсутствие микоризного симбиоза, 
поскольку он обеспечивает большую часть питательных веществ, минералов, витами-
нов и воды, необходимых для прорастания семян и развития проростков.

Эффективным способом размножения орхидей является асимбиотический по-
сев семян в асептических условиях с последующим клональным микроразмножением 
проростков. Этот метод обеспечивает высокую продуктивность и перспективен для 
получения посадочного материала в промышленных масштабах [14]. Использование 
органических добавок in vitro позволяет компенсировать отсутствие естественного 
симбиоза с грибами, предоставляя растениям макро- и микроэлементы, витамины 
и углеводы, необходимые для роста и развития [15, 16]. Результаты многочислен-
ных исследований продемонстрировали положительное влияние органических доба-
вок (таких, как кокосовая вода, картофельное пюре и томатный сок) на рост и развитие 
различных видов орхидных [17–19].

Цель исследований: разработка протокола клонального микроразмножения 
C. mooreana in vitro с использованием органических добавок и регуляторов роста.
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Рис. 1. Технологическая цепочка клонального микроразмножения C mooreana:  
а – интактное растение; б – плод; в-aсимбиотический посев семян; 
 г – образование адвентивных побегов; д – укоренение проростков;  

е – адаптированные проростки. Масштабные линейки: а – 8 см; б-д – 1 см
Figure 1. Technological chain of clonal micropropagation of C. mooreana:  

a – intact plant; b – fruit; c – asymbiotic seed germination; d – formation of adventitious shoots; 
e – rooting of seedlings; f – adapted seedlings; scale bars: a – 8 cm; b-f – 1 cm

Методика исследований
Research method

Материалом для исследования служили незрелые семена C. mooreana, выч-
лененные из нераскрывшихся плодов (рис. 1б), собранные через 6 месяцев после 
искусственного (ксеногамного) опыления в фондовой оранжерее ГБС РАН (Вьетнам, 
номер по каталогу 2002.00729). Исследования проводили как по общепринятым, так 
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и по разработанным методикам [20, 21] в Лаборатории биотехнологии растений ГБС 
РАН в 2022–2024 гг.

В ходе работы был проведен асимбиотический посев семян in vitro, изучены 
рост и развитие протокормов при использовании органических добавок и цитокини-
нов, а также адаптация молодых растений к нестерильным условиям.

На этапе стерилизации плоды обрабатывали хозяйственным препаратом с вы-
соким содержанием гипохлорида натрия в течение 15–20 мин, погружали в 70%-ный 
раствор этанола на 5 с, обжигали на спиртовой горелке.

Aсимбиотический посев семян in  vitro осуществляли равномерным рас-
пределением густой семенной массы на  поверхность питательный среды с  по-
мощью скальпеля. В  качестве питательный среды применяли базальную сре-
ду Гамборга (B5) с добавлением цитокининов. Опыт включал в себя следующие  
варианты:

1. B5 без регуляторов роста (контроль).
2. B5 + 0,5 мг/л 6-бензиламинопурин (6-БАП).
3. B5 + 0,5 мг/л N6-(Дельта-2-Изопентенил)-Аденин (2-iP).
Через 30 дней наблюдали образование протокормов и учитывали их всхожесть.
Далее протокормы с зачатками листьев были перенесены на питательную среду 

Мурасиге-Скуга (½ MS) с использованием органических добавок (свекольное пюре – 
30 г/л, кокосовая вода – 100 мл/л) и цитокининов (6-бензиламинопурин (6-БАП), ки-
нетин (Kin), мета-тополин (mT)) в концентрации 0,5 мг/л. В качестве контроля приме-
няли питательную среду без добавления гормонов. По истечении 70–90 суток провели 
морфометрические измерения: количество адвентивных побегов, листьев и длина 
проростков.

Укоренение проростков осуществляли на среде ½ MS с добавлением кокосовой 
воды (100 мл/л) и ауксинов – индолил-3-масляной кислоты (ИМК) и индол-3-уксусной 
кислоты (ИУК). Растительный материал культивировали на фитотроне при интенсив-
ности освещения 1500–2000 лк, температуре воздуха +23…+27°C, влажности воздуха 
80–85% и фотопериоде 16/8 ч. В каждый культуральный сосуд высаживали по 10 рас-
тений в 3 повторностях. Учитывали высоту растений, число и длину корней, процент 
укоренения.

На этапе адаптации микроклонов к условиям ex vitro использовали субстрат, 
состоящий из верхового торфа, перлита и сосновой коры в соотношении 1:1:1. При-
живаемость растений оценивали через 70 дней.

Статистическую обработку данных проводили с использованием программного 
обеспечения CoStat 6.45 и Microsoft Office Excel 2019. Различия между значениями 
оценивали с помощью теста Дункана (p ≤ 0,05).

Результаты и их обсуждение
Results and discussion

Асимбиотический посев семян растений и  последующее клональное ми-
кроразмножение являются ключевой стратегией сохранения и  размножения ор-
хидей в  коммерческом производстве. В  исследованиях была модифицирована 
питательная среда для массового размножения C. mooreana: от  индукции про-
токормов из  зародышей семян до  получения адаптированных растений. На  эта-
пе асимбиотического посева семян C. mooreana in  vitro было установлено, что 
всхожесть семян была высокой на  питательных средах с  добавлением 6-БАП 
и  2-iP в  концентрации 0,5  мг/л (93,0 и  84,0% соответственно) по  сравнению  
с контролем (рис. 1б, 2).
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Рис. 2. Влияние цитокининов на прорастание семян C. mooreana  
после 30 дней культивирования in vitro

Figure 2. Effect of cytokinins on seed germination of C. mooreana  
after 30 days of in vitro cultivation

Во многих исследованиях доказано, что использование кокосовой воды способ-
ствует увеличению числа побегов при размножении представителей эпифитных видов 
орхидей. Это объясняется тем, что кокосовая вода является природным источником 
аминокислот, витаминов и фитогормонов, наиболее важный из которых – индол-3-
уксусная кислота ИУК [22, 23]. Именно ее присутствие в среде приводит к значитель-
ному увеличению числа побегов.

При рекультивировании протокормов было отмечено различное влияние орга-
нических добавок и регуляторов роста на их морфометрические показатели (табл. 1).

На питательных средах, содержащих кокосовую воду и свекольное пюре без 
добавления гормонов, наблюдали значительное образование адвентивных побе-
гов (5,64±0,36 и 4,56±0,05 шт. соответственно) по сравнению с добавлением исполь-
зованных цитокининов (рис. 1в). Однако статистический анализ показал, что число 
адвентивных побегов, полученное на питательной среде с добавлением свекольного 
пюре, не имело существенного отличия от показателя, полученного при использова-
нии кокосовой воды в качестве органической добавки. Таким образом, свекольное 
пюре может быть использовано как экономически выгодная альтернатива для раз-
множения орхидей.

Использование регуляторов роста не способствовало увеличению числа ад-
вентивных побегов, однако оказывало положительное влияние на увеличение чис-
ла листьев и длины регенерантов в варианте с добавлением 6-БАП. Наибольшие 
количество листьев (3,5±0,15 шт/эксплант) и  длина проростков (2,75±0,05  см) 
были зафиксированы на  питательной среде ½ MS, содержащей 0,5  мг/л 6-БАП 
и 100 мл/л кокосовой воды (табл. 1), что, однако, не является существенным. Мно-
гие исследования подтверждали влияние кокосовой воды на  число листьев раз-
личных видов орхидей – таких, как Phalaenopsis amabilis [24]. Это связано со спо-
собностью 6-БАП стимулировать митоз, особенно при низких концентрациях, 
в  сочетании с  кокосовой водой. Таким образом, питательная среда ½ MS с  до-
бавлением 0,5 мг/л 6-БАП и 100 мл/л кокосовой воды является оптимальной для 
развития проростков и получения качественных растений-регенерантов на  этапе  
укоренения.
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Таблица 1
Влияние органических добавок и цитокининов  

на морфометрические показатели проростков C. mooreana  
после 70 дней культивирования in vitro

Table 1
Effect of organic additives and cytokinins on morphometric parameters  

of C. mooreana seedlings after 70 days of in vitro cultivation

Органические  
добавки Тип цитокинина Число адвентивных  

побегов, шт/эксплант
Число листьев,  

шт/эксплант
Длина  

проростков, см

Свекольное пюре

Б/г 4,56±0,05 ab 2,19±0,09 c 1,48±0,04 c

6-БАП 2,92±0,22 cd 3,19±0,09 ab 2,16±0,25 b

Кin 2,39±0,32 cd 2,72±0,14 abc 2,36±0,03 b

mT 2,94±0,42 cd 2,47±0,12 bc 2,20±0,06 b

Кокосовая вода

Б/г 5,64±0,36 a 2,39±0,14 bc 1,64±0,07 c

6-БАП 1,64±0,21 d 3,50±0,15 a 2,75±0,05 a

Кin 3,72±0,02 bc 2,77±0,26 abc 2,48±0,06 ab

mT 1,89±0,30 d 2,94±0,30abc 2,49±0,05 ab

Укоренение орхидей in vitro по-прежнему является актуальной проблемой, ко-
торая усложняет их производство, поскольку развитие корневой системы напрямую 
влияет на жизнеспособность растений-регенерантов, их дальнейший рост и развитие 
ex vitro [25]. Статический анализ на этапе укоренения показал, что тип и концентрация 
ауксинов оказывают влияние на число и длину корней C. mooreana. Культивирова-
ние растений-регенерантов на питательной среде ½ MS, содержащей 0,5 мг/л ИМК 
с добавлением 100 мл/л кокосовой воды, способствовало увеличению высоты расте-
ний (5,95±0,24 см) и укореняемости C. mooreana (96,7%). При этом была сформирова-
на более развитая корневая система (рис. 1г): число корней – 5,05±0,36 шт/эксплант; 
длина корней – 2,43±0,05 см (табл. 2).

Следует отметить, что повышение концентрации ауксинов до 1,0 мг/л оказало 
негативное влияние на морфометрические характеристики проростков в сравнении 
с питательными средами, содержащими более низкие уровни ауксинов. Эти резуль-
таты согласуются с данными других исследований, которые также подтверждают 
положительное влияние кокосовой воды и низких концентраций ИМК на укоренение 
эпифитных видов – таких, как Trichopilia suavis [26]. Это можно объяснить тем, что 
ауксины стимулируют корнеобразование и регулируют трофические реакции внутри 
растений. Следовательно, в свою очередь это способствует поступлению углерода 
и его распределению для роста корней [27].
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Таблица 2
Влияние ауксинов и их концентрации на морфометрические показатели 

проростков C. mooreana после 150 дней культивирования
Table 2

Effect of auxins and its concentration on morphometric parameters  
of C. mooreana seedlings after 150 days of cultivation

Ауксин Концентрация  
ауксина

Укоренение,  
%

Длина  
растений, см

Число корней,  
шт/эксплант

Длина корней,  
см

ИМК

0,5 96,7±5,77 a 5,95±0,24 a 5,05±0,36 a 2,43±0,05 a

1,0 70,0±3,33 b 4,19±0,16 c 2,40±0,30 c 1,52±0,15 b

ИУК

0,5 83,3±3,33 ab 5,15±0,07 ab 3,74±0,04 b 1,92±0,11 b

1,0 66,7±3,33 b 5,05±0,25 bc 3,46±0,17 bc 1,83±0,24 b

Адаптация укорененных проростков является заключительным этапом кло-
нального микроразмножения, и ее успешность часто имеет большое значение для 
экономической эффективности протокола [28]. Важным фактором, влияющим на при-
живаемость пересаженных орхидей, является выбор субстрата. Для успешной адап-
тации эпифитных видов орхидей требуется субстрат, который создает оптимальные 
условия для их роста и развития [29]. В субстрате, состоящем из верхового торфа, 
перлита и сосновой коры в соотношении 1:1:1, приживаемость растений составила 
90–100% (рис. 1д). Это можно объяснить тем, что такая комбинация компонентов 
субстрата обеспечивала необходимую аэрацию корней и способствовала развитию 
проростков.

Выводы
Conclusions

В результате проведенных исследований выявлено, что максимальная всхо-
жесть семян C. mooreana получена на среде B5 с добавлением 0,5 мг/л 6-БАП и со-
ставляет 93%. Максимальное число адвентивных побегов наблюдали при культи-
вировании на питательной среде ½ MS, содержащей кокосовую воду или свеколь-
ное пюре (в среднем 5,64 и 4,56 шт. соответственно). Оптимальной питательной 
средой для образования растений-регенерантов на этапе размножения является ½ 
MS, дополненная 0,5 мг/л 6-БАП и 100 мл/л кокосовой воды. На этапе укоренения 
для формирования развитой корневой системы максимальные результаты получе-
ны на питательной среде ½ MS с 0,5 мг/л ИМК и 100 мл/л кокосовой воды. Укоре-
нение составляет в среднем 96,7%. При адаптации проростков к условиям ex vitro 
была отмечена высокая жизнеспособность растений в субстрате из верхового торфа, 
перлита и сосновой коры в соотношении 1:1:1, составившая 90–100%. В результа-
те выполненной работы был разработан протокол клонального микроразмножения  
Coelogyne mooreana.
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