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КУЛЬТУРЫ in vitro НЕЗРЕЛЫХ ЗИГОТИЧЕСКИХ ЗАРОДЫШЕЙ∗ 
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Несмотря на значительную экономическую выгоду при выращивании вьетнамского жень-
шеня (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), или женьшеня Ngoc Linh, в качестве лекарственного 
растения, масштабы его культивирования не расширяются из-за ограниченного количества поса-
дочного материала. Предприняты значительные исследовательские усилия по разработке систем 
культуры тканей у вьетнамского женьшеня, однако его микроразмножение все еще сопряжено с 
трудностями. Нами предложен протокол микроразмножения вьетнамского женьшеня посредством 
соматического эмбриогенеза in vitro в культуре незрелых зиготических зародышей. Частота пря-
мого соматического эмбриогенеза из незрелых зиготических зародышей на основной среде Schenk 
и Hildebrandt (SH) с 7 % сахарозы составила 44,33 %. Вторичный соматический эмбриогенез с 
коэффициентом пролиферации 26,71 индуцировали в жидкой культуре с встряхиванием в течение 
4 нед в среде 1/2 SH с кинетином (0,1 мг/л) и тидиазуроном (0,1 мг/л). Среда SH с добавлением 
α-нафтилуксусной кислоты (НУК, 1 мг/л), 6-бензиладенина (6-БАП, 0,5 мг/л) и гибберелловой 
кислоты (5 мг/л) стимулировала прорастание соматических зародышей и раннее образование мик-
роризомов. Далее у двух 10-недельных культур на среде SH с НУК (0,5 мг/л), 6-БАП (1 мг/л) и 
4 % сахарозы в результате микроразмножения были получены проростки с хорошо развитой кор-
невой системой и утолщенным микроризомом со спящей почкой. Акклиматизация микроразмно-
женных проростков, высаженных почву, состоящую из смеси лесного перегноя с песком в соотно-
шении 1:2, прошла успешно с выживаемостью 91,67 %. Таким образом, для женьшеня Ngoc Linh 
разработан эффективный протокол микроразмножения на основе культуры in vitro незрелых зиготи-
ческих зародышей, который состоит из пяти этапов, включая индукцию эмбриогенеза, пролиферацию 
соматических зародышей, прорастание соматических зародышей, развитие проростков и акклимати-
зацию проростков. 
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Вьетнамский женьшень, или женьшень Ngoc Linh (Panax viet-
namensis Ha et Grushv.), принадлежащий к семейству Araliaceae, — ценное 
эндемичное лекарственное растение. В природе вьетнамский женьшень 
растет только на высоте более 1200 м над уровнем моря и под пологом 
влажных тропических лесов с дневной температурой от 20 до 25 °С и но-
чью от 15 до 18 °С. Вьетнамский женьшень — медленнорастущее и долго-
живущее травянистое многолетнее растение высотой от 40 до 100 см. На 
его корневищах ежегодно образуются рубцы от опавших надземных стеб-
лей. Корневище вьетнамского женьшеня содержит 52 сапонина, 24 из ко-
торых не встречаются у других видов женьшеня (1). Содержание сапони-
нов в корневище женьшеня Ngoc Linh выше, чем у других видов рода 
Panax L. (2, 3).  

Несмотря на высокую экономическую ценность вьетнамского 
женьшеня, его выращивание в крупных масштабах пока затруднено. С 
1983 года многие исследования были направлены на разработку техноло-
гий выращивания и применения женьшеня Ngoc Linh в качестве лекар-
ственного растения (4). 

Данные об успешном микроразмножении корейского женьшеня 
                                                            
∗ Работа финансировалась Министерством науки и технологий Вьетнама в рамках проекта «Оптимизация 

протокола микроразмножения женьшеня Ngoc Linh (Panax vietnamensis) с использованием биореакторной 
системы культивирования» (2018-2019). 
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(Panax ginseng C.A. Meyer) и других видов женьшеня стимулировали иссле-
дования культуры тканей женьшеня Ngoc Linh, в частности изучение орга-
ногенеза (5), формирования искусственных семян (6), образования микро-
ризомов (7), соматического эмбриогенеза (8-12). Некоторые работы были 
сосредоточены на культурах вторичных и придаточных корней (13) для про-
изводства биомассы женьшеня Ngoc Linh с целью получения гинсенозидов 
(14-18). Соматический эмбриогенез считается наиболее изученным методом 
микроразмножения применительно к женьшеню Ngoc Linh из-за большого 
количества продуцируемых соматических зародышей и высокой частоты ре-
генерации растений. M. Truong с соавт. (11, 12) сообщили о потенциале 
соматического эмбриогенеза и морфогенеза побегов или корней из клеточ-
ной суспензионной культуры каллусов, полученных из листовых эксплан-
татов. В исследовании D. Nhut с соавт. (9), соматический эмбриогенез был 
индуцирован в культуре in vitro на основе тонкого слоя клеток основного 
корня. Однако, выживаемость проростков после переноса в питомник 
оказалась довольно низкой, поэтому считается, что методы in vitro все еще 
не обеспечивают стабильного размножения женьшеня Ngoc Linh. 

На сегодняшний день не сообщалось об исследованиях по исполь-
зованию незрелых семян женьшеня Ngoc Linh в качестве источника экс-
плантатов для получения незрелых зиготических зародышей (НЗЗ) и их по-
следующего культивирования in vitro.  

В этом исследовании мы оптимизировали протокол для микрораз-
множения женьшеня Ngoc Linh, используя соматический эмбриогенез в 
культуре НЗЗ. Этот протокол состоит из пяти этапов, включая индукцию 
соматического эмбриогенеза, пролиферацию соматических зародышей, про-
растание соматических зародышей, развитие проростков и акклиматизацию 
проростков. Протокол будет полезен для крупномасштабного распростра-
нения женьшеня Ngoc Linh. 

Методика. Незрелые семена женьшеня Ngoc Linh собирали из све-
жих плодов, собранных на экспериментальном поле в горах Ngoc Linh 
(14°58´34″N и 107°54´41″E). Семена извлекали из капсул, стерилизовали 
1 % NaClO в течение 15 мин, затем обрабатывали раствором стрептоми-
цина (500 мг/л) в течение 10 мин и кратковременно погружали в 70 % 
этанол. Далее семена тщательно промывали стерильной дистиллирован-
ной водой. После стерилизации удаляли оболочку семян и 2/3 энтодермы 
и собирали НЗЗ, которые использовали в качестве эксплантов для куль-
тивирования in vitro. 

Собранные НЗЗ инкубировали в культуральной среде для индукции 
первичных соматических зародышей (СЗ). Основные среды Schenk-Hil-
debrandt (SH) (19) и Murashige-Skoog (MS) (20) с разной (полной, половин-
ной) концентрацией солей с добавлением 7 % сахарозы использовали от-
дельно или в сочетании с одним из регуляторов роста растений — 2,4-ди-
хлорфеноксиуксусной кислотой (2,4-D, 0,2 и 0,5 мг/л), тидиазуроном (ТДЗ, 
0,2 и 0,5 мг/л), α-нафтилуксусной кислотой (НУК, 1 мг/л) и индолил-3-
масляной кислотой (ИМК, 3 мг/л). Долю эксплантов, индуцировавших пер-
вичные СЗ, оценивали через 10 нед культивирования. 

Образовавшиеся первичные СЗ отделяли от эмбриогенных тканевых 
масс. Для этого эмбриогенные тканевые массы переносили в жидкую среду 
SH половинной концентрации с добавлением 3 % сахарозы в соотношении 
от 1/5 до 1/10 (масса/объем). Разделенные первичные СЗ использовали для 
пролиферации вторичных СЗ. Исследовали влияние двух типов питатель-
ных сред (жидких и плотных) на основе SH половинной концентрации с 
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3 % сахарозы и различными комбинациями кинетина (0,1 мг/л) и ТДЗ (0; 
0,05; 0,1 и 0,2 мг/л). Содержание агара в плотной среде — 7 г/л. В жидкой 
среде экспланты (соотношение эксплант:среда 1:20) культивировали на 
шейкере (100 об/мин). Коэффициент пролиферации оценивали через 
4 нед культивирования и рассчитывали, как отношение сырой массы вто-
ричных СЗ через 4 нед культивирования к сырой массе инокулированных 
первичных СЗ. 

Для прорастания вторичных СЗ использовали плотную среду SH с 
добавлением 1 мг/л НУК и 0,5 мг/л 6-БАП в сочетании с разными концен-
трациями гибберелловой кислоты (ГК3) (0, 1, 3, 5 и 7 мг/л). После 10-не-
дельного культивирования регистрировали число проросших СЗ для расчета 
частоты прорастания. 

После прорастания полученные небольшие проростки с корнями и 
побегами переносили на среду SH с 0,5 мг/л НУК, 1 мг/л 6-БАП и разными 
концентрациями сахарозы (2, 3, 4, 5 и 6 %) для индукции микроризомов. 
Через 10 нед проростки переносили на ту же среду еще на 10 нед для ини-
циации спящих почек на микроризомах. Через 5 мес культивирования из-
меряли биомассу растений и длину побегов. Также учитывали наличие спя-
щих почек. 

Хорошо развитые всходы с микроризомами и спящими почками пе-
реносили на экспериментальное поле на высоту 1800 м. Был проведен двух-
этапный эксперимент. Перед пересадкой проростки помещали в 3 % рас-
твор хитозана на 10 мин. После этого их высаживали в полиэтиленовые 
пакеты, содержащие различные типы почвенных смесей: 1) лесной пере-
гной, 2) 2/3 лесного перегноя + 1/3 песка, 3) 1/3 лесного перегноя + 2/3 песка, 
4) 1/5 лесного перегноя + 4/5 песка, 5) 1/3 лесного перегноя + 1/3 кокосового 
волокна + 1/3 перлита. Через 3 нед после посадки подсчитывали процент 
проросших проростков, через 3 мес оценивали выживаемость и ростовые 
параметры растений. 

Все эксперименты проводили в 3 повторностях с 20 эксплантами для 
каждой обработки. Все культуры поддерживали в культуральной комнате 
при 23 °С при 14-часовом фотопериоде. Для сравнения результатов был 
применен критерий Тьюки (Tukey’s multiple range test) с использованием 
Statgraphics Centurion XVI (https://www.statgraphics.com/download-statgraphics-
centurion-xvi). 

Результаты. Мы выявили влияние различных основных сред и раз-
личных регуляторов роста растений на индукцию СЗ. Инициация сомати-
ческого эмбриогенеза в культуре in vitro НЗЗ на всех исследованных средах 
начиналась после 5 нед культивирования (рис. 1, A). После 10 нед культи-
вирования из 10 исследованных вариантов сред среда SH с 7 % сахарозы 
обеспечивала максимальную скорость инициации СЗ (44,33 %), которая 
была значительно выше, чем в других средах (1/2 MS, 1/2 SH и MS) и средах 
с регуляторами роста растений (2,4-D, ТДЗ, НУК и ИМК). После 10 нед 
культивирования на среде SH с 7 % сахарозой мы наблюдали образование 
соматических зародышей на нескольких стадиях развития (см. рис. 1, Б-Г). 
Кроме того, также на средах MS с высокой частотой появлялись аномаль-
ные соматические зародыши. 

После кратковременного встряхивания эмбриогенных тканевых 
масс в жидкой среде СЗ надежно отделялись от родительских эксплантатов, 
которые затем удаляли (см. рис. 1, Д). Для пролиферации полученных СЗ 
тестировали плотную и жидкую среду 1/2 SH с добавлением 0,1 мг/л ки-
нетина и разных концентраций ТДЗ. После 3 нед культивирования вокруг 
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основания первичных СЗ начали формироваться новые эмбрионы, образо-
вавшие затем кластеры (по 4-12 в каждом), которые наблюдали на разных 
стадиях развития. Индуцированные эмбрионы оставались компактными и 
светло-желтыми в течение 4 нед культивирования (см. рис. 1, Е, Ж) и 
становились зеленовато-желтыми в том случае, если культивирование про-
должали. Наименьшую эффективность вторичного эмбриогенеза отмечали 
на среде 1/2 SH с добавлением кинетина (0,1 мг/л) как в плотных, так и в 
жидких культурах (коэффициент пролиферации соответственно 8,63 и 8,27). 
На плотной среде коэффициент пролиферации СЗ постепенно увеличи-
вался с 8,63 до 13,9 в присутствии ТДЗ и с увеличением его концентрации 
(особенно при 0,2 мг/л ТДЗ). Интересно, что вторичный эмбриогенез зна-
чительно улучшался в жидкой культуре со встряхиванием по сравнению с 
культурой на плотной среде того же состава. Наибольший коэффициент 
пролиферации — 26,71 отмечали в жидкой среде 1/2 SH с 0,1 мг/л кинетина 
и 0,1 мг/л ТДЗ. 

 

 

Рис. 1. Прямой соматический эмбриогенез в культуре in vitro незрелых зиготических зародышей 
(А-Г) и пролиферация вторичных соматических зародышей (Д-Ж) у женьшеня Ngoc Linh (Panax 
vietnamensis Ha et Grushv.): A — соматический эмбриогенез после 5 нед культивирования; 
Б  — соматический эмбриогенез после 8 нед культивирования; В — соматический эмбриогенез 
после 10 нед культивирования; Г — первичные соматические зародыши на глобулярной и 
биполярной стадиях; Д — после изоляции первичных соматических зародышей; Е — после 
2 нед пролиферации соматических эмбрионов; Ж — после 4 нед пролиферации соматиче-
ских эмбрионов. 

 

 

Рис. 2. Прорастание соматических зародышей жень-
шеня Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), 
полученных в культуре in vitro незрелых зиготических 
зародышей, при разной концентрации гибберелловой 
кислоты (ГК3) в среде. Различия между значениями, 
отмеченными разными буквами, статистически зна-
чимы по критерию Тьюки (Tukey’s multiple range test) 
при р < 0,05. 
 

На среде без ГК3 (рис. 2) прорас-
тание СЗ происходило с очень низкой ча-
стотой (6,33 %). При обработке ГК3 сома-
тические зародыши быстро прорастали с 
увеличением частоты до 72,28 % на среде 
с 5 мг/л ГК3. Однако добавление более 
высокой концентрации ГК3 (7 мг/л) сни- 

зило частоту прорастания СЗ на 28,67 %. 
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Полученные результаты показали существенное влияние сахарозы 
на рост проростков и утолщение микроризомов (табл. 1). Несмотря на то, 
что на среде с 2 % сахарозы, микроризомы были утолщены, спящие почки 
не образовывались. При повышении концентрации сахарозы отмечали ин-
тенсивный рост проростков, растения были выше и накапливали бóльшую 
биомассу. Тем не менее мы отмечали, что на средах с концентрацией са-
харозы 5 и 6 % края листьев становились сухими и беловатыми после трех 
первых суток культивирования. В этих вариантах опыта растения далее 
росли медленно; через 10 нед культивирования происходила индукция со-
матических зародышей на микроризомах. Оптимальная концентрация саха-
розы для роста проростков составила 4 %, при этом примерно после 5 мес 
культивирования растения в среднем достигали высоты 7,44 см при массе 
1,60 г, имели видимый микроризом (длиной около 5 мм) и спящую почку. 

1. Рост проростков женьшеня Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et Grushv.), 
полученных в культуре in vitro, в зависимости от концентрации сахарозы в 
среде для проращивания (M±SEM) 

Среда 
Концентрация 
сахарозы, % 

Биомасса  
растения, г 

Высота рас-
тения, см  

Наличие спя-
щей почки  

SH + 0,5 мг/л НУК + 1 мг/л 6-БАП 2 0,58±0,01a 4,35±0,03a Нет 
SH + 0,5 мг/л НУК + 1 мг/л 6-БАП 3 0,80±0,01b 6,12±0,06b Да 
SH + 0,5 мг/л НУК + 1 мг/л 6-БАП 4 1,60±0,02c 7,44±0,09c Да 
SH + 0,5 мг/л НУК + 1 мг/л 6-БАП 5 1,14±0,01d 6,24±0,06b Да 
SH + 0,5 мг/л НУК + 1 мг/л 6-БАП 6 1,33±0,00e 5,62±0,05d Да 
П р и м е ч а н и е. SH — среда Schenk-Hildebrandt, НУК — α-нафтилуксусная кислота, 6-БАП — 6-бензил-
аденин.  
abcde Различия между значениями, отмеченными разными буквами, статистически значимы по критерию 
Тьюки (Tukey’s multiple range test) при р < 0,05. 

 

Через 3 нед после посадки спящие почки начали прорастать с часто-
той от 10,00 до 61,67 % в зависимости от типа почвенной смеси (табл. 2). 

2. Акклиматизация проростков женьшеня Ngoc Linh (Panax vietnamensis Ha et 
Grushv.), полученных методом микроразмножения, в зависимости от состава 
почвенной смеси (M±SEM) 

Состав 
Через 3 нед после посадки  Через 3 мес после посадки 

доля проростков  
с побегами, % 

корни выживае-
мость, % число длина, см 

Лесной перегной 10,00±4,08a 0,92±0,12a 0,49±0,00a 71,67±1,67a 
2/3 лесного перегноя + 1/3 песка 38,33±6,39bc 2,58±0,14b 1,04±0,01b 73,33±1,67a 
1/3 лесного перегноя + 2/3 песка 61,67±7,26c 5,05±0,20c 1,90±0,03c 91,67±1,67b 
1/5 лесного перегноя + 4/5 песка 36,67±8,04abc 2,52±0,12bd 0,88±0,01d 80,00±5,77ab 
1/3 лесного перегноя + 1/3 кокосового 
волокна + 1/3 перлита 20,00±6,07ab 2,00±0,10d 0,55±0,01e 70,00±2,89a 
abcd Различия между значениями, отмеченными разными буквами, статистически значимы по критерию 
Тьюки (Tukey’s multiple range test) при р < 0,05. 

 

В течение следующих недель побеги продолжали формироваться, 
что служило индикатором для прогнозирования выживаемости микрокло-
нальных проростков женьшеня. В результате выживаемость, оцененная 
через 3 мес после посадки, была прямо пропорциональна проценту побе-
гообразования через 3 нед после посадки. Мы обнаружили, что испытан-
ные почвенные смеси влияют на выживаемость и рост проростков, полу-
ченных методом микроразмножения. После высадки в лесной перегной 
процент проростков, образующих побеги, через 3 нед после посадки был 
довольно низким (10 %), через 3 мес доля выживших проростков достигла 
71,67 % при среднем числе корней 0,92 со средней длиной 0,49 см. Число 
корней было выше в почвенных смесях из 2/3 лесного перегноя + 1/3 ко-
косового волокна + 1/3 перлита (2,00 корня), из 1/5 лесного перегноя + 4/5 
песка (2,52 корня) и из 2/3 лесного перегноя + 1/3 песка (2,58 корня). Мак-
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симальный рост корней (5,05 корня при средней длине 1,9 см), а также 
максимальную выживаемость (91,67 %) регистрировали в почвенной смеси, 
содержащей 1/3 лесного перегноя + 2/3 песка (рис. 3, Д, Е). 

 

 

Рис. 3. Прорастание соматических зародышей и развитие проростков женьшеня Ngoc Linh 
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.) при микроразмножении: A — прорастающие соматические 
зародыши; Б — через 4 нед культивирования на среде для проращивания; В — через 10 нед 
культивирования на среде для проращивания; Г — растение с утолщенным микроризомом 
после культивирования на среде для проращивания; Д — растения через 8 нед после посадки; 
Е — растения через 3 мес после посадки. 

 

Настоящее сообщение представляет собой первое исследование 
культуры тканей на основе НЗЗ в качестве первичных эксплантатов для 
получения СЗ у женьшеня Ngoc Linh. В этом исследовании НЗЗ не были 
полностью препарированы от эндодермы, а отделены вместе с ее часть, по-
тому что НЗЗ у женьшеня Ngoc Linh (и у женьшеней вообще) крошечные 
(21, 22) и легко повреждаются при отсечении от эндодермы. После 10 нед 
культивирования лучший результат для прямого соматического эмбриоге-
неза был получен на среде SH с 7 % сахарозой без каких-либо регуляторов 
роста растений. Сообщалось об использовании высокой концентрации са-
харозы (5 %) для индукции СЗ у корейского женьшеня (результаты были 
получены на семядолях из незрелых или зрелых зиготических зародышей) 
(21-23). Как и в работах других авторов (24, 25), в нашем исследовании 
добавление в среду регуляторов роста растений привело к непрямому сома-
тическому эмбриогенезу. Интересно, что самая высокая частота эксплантов 
(44,33 %), образующих СЗ, в этом исследовании была зарегистрирована на 
основной среде SH, а не на среде MS, как сообщалось (22). Более того, 
основная среда SH индуцировала образование рыхлой эмбриогенной массы, 
на которой появлялись одиночные соматические зародыши, в то время как 
большое количество соматических зародышей, появившихся на основной 
среде MS, были аномальными или не разделялись, что приводило к обра-
зованию дефектных проростков. Многие исследователи также сообщили о 
высокой частоте образования аномальных соматических эмбрионов в куль-
туре тканей женьшеня (23, 24, 26-28). При размножении растений in vitro 
важно получать морфологически нормальные растения (в частности, в 
нашем эксперименте — из одиночных соматических зародышей). Мы со-
брали отделенные друг от друга первичные СЗ из сформированной эмбрио-
генной массы до пролиферации вторичных СЗ. Индивидуальные первичные 
СЗ легко отделялись от родительских эксплантатов при кратковременном 
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встряхивании в жидкой культуре. Типы культур и регуляторы роста расте-
ний влияли на коэффициент пролиферации СЗ, который был выше в жид-
кой культуре на среде 1/2 SH с добавлением 0,1 мг/л кинетина и 0,1 мг/л 
ТДЗ. После 4 нед культивирования первичные СЗ генерировали множество 
новых эмбрионов, что рассматривается как вторичный эмбриогенез (см. 
рис. 1, Д-Ж). Поскольку формирование новых эмбрионов происходило 
асинхронно, эмбрионы, полученные после 4 нед культивирования, находи-
лись на разных стадиях развития — от глобулярных до семядольных. 

Частота прорастания СЗ была намного выше на среде с добавлением 
ГК3, чем на среде без ГК3. Мы наблюдали, что на среде без ГК3 продолжа-
ется процесс вторичного соматического эмбриогенеза, что приводит к ин-
гибированию развития эмбрионов. На средах с добавлением ГК3 развитие 
зародыша происходило нормально и включало глобулярную, сердцевидную, 
биполярную и семядольную стадии, затем происходило прорастание с об-
разованием проростков (см. рис. 3, А, Б). Наилучший результат, который 
дал частоту прорастания 72,28 %, был получен при добавлении 5 мг/л ГК3 

(см. рис., 3, В), как описано и J.Y. Zhang с соавт. (29). Следовательно, ГК3 

стимулировала прорастание соматических зародышей у женьшеня Ngoc 
Linh. Это согласуется с результатами для других видов женьшеня (23, 28, 
30, 31). После 10 нед культивирования на питательной среде для проращи-
вания были получены проростки с высотой побегов 2-3 см и микроризо-
мами диаметром 3 мм (см. рис. 3, Г). Это подтвердило эффективность ис-
пользованной среды, в которую добавляли НУК и 6-БАП с целью стимули-
ровать раннюю индукцию микроризомов. 

Затем рост проростков и микроризомов усиливался при выращива-
нии на средах с различными концентрациями сахарозы (от 2 до 6 %) в те-
чение примерно 5 мес. Сообщалось о влиянии сахарозы на рост проростков 
и утолщение корней у женьшеня обыкновенного Panax ginseng (32). В насто-
ящем исследовании наибольший успех был достигнут при использовании 
среды с 4 % сахарозы. Примерно через 5 мес в культурах с добавлением 3-
6 % сахарозы образовывались спящие почки. Наличие спящей почки играет 
важную роль в выживании полученных in vitro проростков женьшеня при 
переносе в почву (32). Объяснение может заключаться в том, что в есте-
ственных условиях корни у растений женьшеня начинают расти после по-
явления первого побега.  

Перед посадкой в почву проростки обрабатывали 3 % хитозаном для 
борьбы с болезнями (33-35). В нашем исследовании без обработки хитоза-
ном доля микроклональных проростков, пораженных корневой гнилью, до-
стигала 90 % (данные не представлены), поэтому перед пересадкой про-
ростки обрабатывали хитозаном. Мы также обнаружили влияние почвенных 
смесей на акклиматизацию проростков in vitro. Смесь лесного перегноя с 
песком в соотношении 1:2 значительно превосходила другие варианты из-
за текстуры, подходящей для посадки рассады, полученной in vitro. Лесной 
перегной обогащен питательными веществами, а песок обеспечивает доста-
точную аэрацию и дренаж. На этой почвенной смеси выживаемость микро-
клональных проростков достигла 91,67 %. У растений старые листья пожел-
тели и опали через 5-6 нед после посадки, но растения хорошо росли, фо-
рируя новые листья и корни (см. рис. 3, Д, Е). 

Итак, мы оптимизировали протокол для микроразмножения жень-
шеня Ngoc Linh, используя соматический эмбриогенез в культуре in vitro 
незрелых зиготических зародышей. Протокол включает индукцию сомати-
ческого эмбриогенеза, пролиферацию соматических зародышей, прораста-
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ние соматических зародышей, развитие проростков и акклиматизацию про-
ростков. Частота прямого соматического эмбриогенеза на среде Schenk и 
Hildebrandt (SH) с 7 % сахарозы составила 44,33 %. Вторичный соматиче-
ский эмбриогенез с коэффициентом пролиферации 26,71 индуцировали в 
жидкой культуре в среде 1/2 SH с кинетином (0,1 мг/л) и тидиазуроном 
(0,1 мг/л). Среда SH с α-нафтилуксусной кислотой (НУК, 1 мг/л), 6-бен-
зиладенином (6-БАП, 0,5 мг/л) и гибберелловой кислотой (ГК3, 5 мг/л) 
стимулировала прорастание соматических зародышей и раннее образова-
ние микроризомов. В результате микроразмножения на среде SH с НУК 
(0,5 мг/л), 6-БАП (1 мг/л) и 4 % сахарозы были получены проростки с 
хорошо развитой корневой системой и утолщенным микроризомом со спя-
щей почкой. При акклиматизации микроразмноженных проростков на 
смеси лесного перегноя с песком в соотношении 1:2 выживаемость соста-
вила 91,67 %. Разработанный нами протокол позволяет ускорить процесс 
микроразмножения, а также значительно улучшает коэффициент пролифе-
рации и выживаемость растений в полевых условиях. Его можно применять 
для крупномасштабного выращивания женьшеня Ngoc Linh. 
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A b s t r a c t  
 

Despite its significant economic benefit as medicinal plant, cultivation of Ngoc Linh ginseng 
(Panax vietnamensis Ha et Grushv.) has not been enlarged due to limited source of planting material. 
Even though considerable research efforts to develop tissue culture systems have been made, micro-
propagation of Ngoc Linh ginseng is still considered difficult. Here, a micropropagation protocol was 
established for Ngoc Linh ginseng through somatic embryogenesis from immature zygotic embryos. 
Direct somatic embryogenesis from immature zygotic embryos was obtained at a rate of 44.33 % on 
Schenk and Hildebrandt (SH) basal medium with 7 % sucrose. Secondary somatic embryogenesis with 
proliferation coefficient of 26.71 was induced in liquid-shake culture for 4 week in 1/2 SH medium 
with 0.1 mg/l kinetin and 0.1 mg/l thidiazuron. The SH medium supplemented with 1 mg/l α-naph-
thalenacetic acid, 0.5 mg/l benzyladenine and 5 mg/l gibberellic acid stimulated germination of somatic 
embryos and early formation of microrhizomes. On two next 10-week cultures on SH medium with 
0.5 mg/l α-naphthalenacetic acid, 1 mg/l benzyladenine and 4 % sucrose, micropropagated plantlets 
were produced with well-developed root system and thickened microrhizome with a dormant bud. The 
acclimatization of micropropagated plantlets were successfully accomplished with survival rate of 
91.67 % when using the soil mixing forest humus with sand in a ratio of 1:2. An efficient protocol 
developed for Ngoc Linh ginseng micropropagation from immature zygotic embryos comprised five 
steps, including embryogenesis induction, proliferation of somatic embryos, germination of somatic 
embryos, development of plantlets, and acclimatization of plantlets. 

 

Keywords: Panax vietnamensis Ha et Grushv., Vietnamese ginseng, Ngoc Linh ginseng, in 
vitro culture, immature zygotic embryo, somatic embryogenesis, somatic embryo germination, micro-
rhizome, micropropagation.  
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