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Актуальность. Перспективным направлением исследований в области биотехнологии является изучение in vitro эндемичных 
растений, используемых в народной медицине. К таким растениям относиться черный кардамон (Amomum tsao-ko Crevost & 
Lemarie). Экстракты и эфирное масло этого лекарственного растения применяют при лечении респираторных заболеваний, они 
обладают антимикробным действием, а также ингибируют развитие раковых клеток человека. Основной способ размножения  
A. tsao-ko – семенной и вегетативный. Однако эти способы имеют как преимущества, так и недостатки. Поэтому необходимо 
разрабатывать технологию быстрого размножения данной культуры in vitro. 
Цель исследования – изучение A. tsao-ko Crevost & Lemarie в культуре in vitro.  
Материал и методы. Объект исследования – семена A. tsao-ko, собранные в кардамоновом лесу в деревне Sin Cau (22° 
23'04,5" N 103° 32'44,0" в.д.), коммуна Giang Ma, район Tam Duong, провинция Lai Chau, Северо-Западный регион Вьетнама. 
Семена поверхностно стерилизовали 0,1%-ным раствором сулемы в течение 10 мин, затем проводили скарификацию, после че-
го семена культивировали на питательной среде, содержащей различные концентрации минеральных солей по прописи Мураси-
га и Скуга (МС). На этапе размножения изучали влияние БАП (0,5–4 мг/л) и кинетана (0,5–2 мг/л) в сочетании с НУК (0,5–1 
мг/л) на пролиферацию побегов и образование адвентивных почек. На конечном этапе клонального микроразмножения иссле-
довали влияние НУК и ИМК (0,25–1 мг/л) на укоренение микропобегов A. tsao-ko. 
Результаты. Установлено, что скарификация приводит к повышению всхожести семян на 12% по сравнению с контрольным 
вариантом. Культивирование изолированных эксплантов на питательной среде, содержащей 1/16 нормы минеральных солей по 
МС, БАП 4 мг/л и НУК 0,5 мг/л способствовало получению самых высоких показателей по количеству адвентивных побегов, их 
росту и количеству корней из расчета на один эксплант. Наилучший результат по укоренению микропобегов получен на среде, 
содержащей 0,5 мг/л ИМК. 
Ключевые слова: черный кардамон, морфогенез, клональное микроразмножение, in vitro, лекарственные растения. 
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В современном мире наметилась острая необ-
ходимость в поиске новых лекарственных препа-
ратов, действие которых направлено на борьбу с 
трудно излечимыми болезнями. Перспективным 
направлением в этой области является изучение 

редких и эндемичных растений, используемых в 
народной медицине, природные ресурсы которых 
находятся на грани исчезновения.  

В настоящее время большой интерес пред-
ставляют растения рода Amomum Roxb. (семейство 
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Zingiberaceae Lindl.), насчитывающего от 150 до 
188 видов растений [1], из которых 21 вид заре-
гестрирован во Вьетнаме [2]. Родовое название 
впервые было предложено Линнеем в 1753 г., но, 
как объяснили Бертт и Смит (1968 г.), ни один из 
видов, выделенных Линнеем, на сегодняшний 
день не входит в состав рода Amomum. В настоя-
щее время используется название Amomum Roxb. 
В 1810 г. именно Роксбург определил Amomum по 
его лабеллуму, пыльнику и плодам.  

Особого внимания заслуживает Amomum tsao-
ko Crevost & Lemariе – один из 188 видов Amo-
mum. Он был открыт Crevost & Lemarie в 1917 г., 
распространен в Китае, Лаосе и Вьетнаме [1]. Во 
Вьетнаме это растение известно как «Кардамон» 
или «Do-ho» и широко распространено в провин-
циях Ha Giang, Lao Cai и Lai Chau. A. tsao-ko со-
стоит в классе однодольных и является многолет-
ним травянистым растением. Это один из ценных 
недревесных продуктов леса и важное лекарствен-
ное растение с прекрасным экспортным потенциа-
лом в торговле лекарственными травами. В тради-
ционной медицине семена A. tsao-ko используют 
как лекарство при респираторных заболеваниях, 
миалгии, неврозах, ревматизме и каменной болез-
ниней в почках, а также применяют от болей и 
вздутия в животе, икоты, рвоты, диареи, малярии, 
кариесе и др. [3–5].  

Согласно Li Wei et al. [6], эфирное масло  
A. tsao-ko обладает противомикробным (Bacillus 
subtilis, Staphylicoccus albus и Escherichia coli) и 
противогрибковым (Aspergillus oryzae, Rhizopus sp. 
и Penicillium sp.) действием. Кроме того, экстракт 
сухофруктов A. tsao-ko оказывает ингибирующее 
действие на рост клеток рака шейки матки Hela, 
опухолевых клеток печени HepG-2 и SMMC-7721 
и клеток рака легкого A549 [7]. Все эти исследо-
вания еще раз подтверждают ценность данного 
растения. 

Основные способы размножения A. tsao-ko − 
семенной и вегетативный (корневищами) [8]. Од-
нако эти способы имеют как преимущества, так и 
недостатки. Например, при размножении семена-
ми взрослые растения дают более высокий и каче-
ственный урожай, но из-за твердой оболочки 
всхожесть семян очень низкая. Это приводит к по-
лучению ограниченного количества посадочного 
материала. При использовании корневищ возника-
ет вероятность получения посадочного материала, 
восприимчивого к заболеваниям, вызываемым ви-
русами, грибами или бактериями, что способству-

ет снижению урожая и получению плодов низкого 
качества. Таким образом, эти методы имеют огра-
ничения и не отвечают потребностям производ-
ства. Решить данную проблему можно путем вы-
ращивания элитных сортов, полученных клональ-
ным микроразмножением in vitro. 

В мире проводят исследования по размноже-
нию in vitro некоторых видов рода Amomum, таких 
как A. longiligulare [9], A. krekrevanh [10] и A. subu-
latum [11–13]. Однако во Вьетнаме исследования 
такого плана малочислены. Как правило, исследо-
вания проводятся на растениях A. longiligulare 
[14], а вид A. tsao-ko совсем не изучен в культуре 
in vitro.  

Ц е л ь  р а б о т ы  – изучить в культуре in 
vitro морфогенетический потенциал A. tsao-ko и 
установить оптимальные режимы выращивания на 
разных этапах клонального микроразмножения. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Объект исследования. Объектом исследова-

ния служили семена кардамона вида Amomum 
tsao-ko Crevost & Lemarie. Созревшие семенные 
коробочки кардамона (A. tsao-ko) были собраны в 
октябре 2020 г. в кардамоновом лесу в деревне Sin 
Cau (22° 23'04,5" N 103° 32'44,0" в.д.), коммуна 
Giang Ma, район Tam Duong, провинция Lai Chau, 
Северо-Западный регион Вьетнама. Коробочки 
вскрывали и высушивали на открытом солнце в 
течение трех суток. Затем из коробочек извлекали 
семена, помещали в сухие пластиковые пакеты и в 
дальнейшем транспортировали в Российскую Фе-
дерацию на кафедру биотехнологии РГАУ-МСХА 
имени К.А. Тимирязева, где их хранили при тем-
пературе (27–28 °C) в эксикаторе в течение 24 ч. 

Ботаническая идентификация вида A. tsao-ko 
Crevost & Lemarie проведена доктором H.M. Tam. 
Одна часть семян была перевезена в Россию, дру-
гая – депонирована в гербарный отдел (факультет 
ботаники), Ханойского педагогического универси-
тета (Республика Вьетнам). 

Методы исследования. Семена кардамона 
замачивали в теплой воде в течение 8 ч перед по-
верхностной стерилизации. После этого семена 
промывали под проточной водой комнатной тем-
пературы в течение 1 ч, затем обрабатывали жид-
ким мылом 10 мин, после чего промывали вновь 
проточной водой. На следующем этапе семена по-
мещали в марлевые мешочки и переносили в ла-
минар-бокс, где в течение 30 с проводили поверх-
ностную стерилизацию 70%-ным этанолом с по-
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следующим погружением в 0,1%-ный (масс/об.) 
водный раствор хлорида ртути (HgCl2) или в  
5%-ный и 10%-ный, (масс/об.) растворы гипохло-
рита кальция на 5, 10 или 15 мин. После этого се-
мена промывали стерильной дистиллированной 
водой 4−5 раз и высевали на агаризованную пита-
тельную среду, содержащую минеральные соли по 
прописи Мурасига и Скуга (MС) [15]. 

В связи с тем, что семенная оболочка у черно-
го кардамона очень плотная, перед посевом на пи-
тательную среду семена подвергали механической 
скарификации – с помощью скальпеля делали раз-
рез семенной оболочки 1–1,5 мм на противополож-
ном участке от места прикрепления семени. Кон-
тролем служили семена без механической скари-
фикации. После этого семена переносили на пять 
вариантов сред для проращивания: 1 норма, 1/2 
нормы, 1/4 нормы и 1/16 нормы минеральных солей 
по прописи МС. Также семена помещали на ди-
стиллированную воду (контроль). Перед автокла-
вированием рH питательных сред доводили до  
5,6–5,8 с помощью 1 н. NaOH. Чтобы предотвра-
тить риск потери культур из-за заражения, в один 
культуральный сосуд помещали только одно семя. 
Каждый эксперимент проводили в трех аналитиче-
ских и 25 биологических повторностях. 

Семена считались проросшими, когда через 
покровы появлялись здоровые проростки. Визуаль-
ные наблюдения проводили через 30 суток с начала 
культивирования, каждые 10 дней до 90 суток.  

Определяли следующие параметры: 
процент всхожести (GP); количество про-

росших семян в процентах от общего количества 
испытанных семян, выражается как  

GP = (проросшие семена / общее количество 
протестированных семян) × 100%;  

среднее время прорастания (GMT), дано в 
соответствии со Scott et al. [16], вычисляется как 

GMT = ∑Tk Nk / S,  
где Tk – число суток от начала эксперимента; Nk – 
количество проросших семян за сутки; S – общее 
количество проросших семян; 

индекс скорости прорастания (GRI), рассчи-
тывали для каждой обработки с использованием 
следующего уравнения: 

GRI = (G1/1) + (G2/2) + ...... + (Gi/i), 
где G – на какие сутки наблюдается начало прорас-
тания 1, 2…, i соответствует дню прорастания [17]. 

С полученных из семян проростков высотой 
2−3 см изолировали верхушки побегов, которые в 
дальнейшем использовали в экспериментах по 

изучению их морфогенетического потенциала в 
качестве первичного эксплантата. Верхушки побе-
гов культивировали на твердой питательной среде, 
содержащей минеральные соли по прописи МС, а 
также различные гормоны ауксинового и цитоки-
ниново типа действия. Среду дополняли из класса 
ауксинов – α-нафталинуксусной кислотой (НУК) 
(Merck, Германия) в концентрациях 0,5 и 1,0 мг/л 
или 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой (2,4-Д) 
(Merck, Германия) в концентрациях 1,0 и 2,0 мг/л. 
Из класса цитокининов использовали 6-бензила-
минопурин (БAП) (Merck, Германия) в концентра-
циях 1,0–4,0 мг/л. Каждый эксперимент по вари-
антам проводили в двух аналитических и 12 био-
логических повторностях. Визуальные наблюде-
ния проводили один раз в неделю, оценивая при 
этом высоту побегов (см), коэффициент размно-
жения, число адвентивных побегов (шт.).  

Для укоренения использовали микропобеги 
длиной 4–4,5 см, имеющие 4–6 листьев. Микропо-
беги культивировали на твердой агаризованной 
питательной среде MС с добавлением различных 
ауксинов – индол-3-масляной кислоты (ИМК) 
(Merck, Германия) или НУК в концентрациях 0; 
0,25; 0,50; 0,75 и 1,00 мг/л. Учет результатов про-
водили через 8 недель с начала культивирования 
по следующим показателям: количество укоре-
нившихся микропобегов (%), число корней на од-
ном растении (шт.) и длина корней (мм). 

В дальнейшем укоренненные микропобеги 
высотой 4,0–5,0 см с 3–4 листьями переносили в 
почвенный субстрат для адаптации. Для этого с 
колбы, в которой были сформированы микрокло-
ны, снимали крышку и оставляли в таком положе-
нии на двое суток. После этого микроклоны из-
влекали из питательной среды, тщательно промы-
вали корневую систему проточной водопроводной 
водой и затем обрабатывали 0,5%-ным раствором 
Бавистина в течение 10 мин. Последняя операция 
необходима для предотвращения грибкового за-
ражения. Далее микроклоны переносили в поч-
венный субстрат.  

В эксперименте использовали два типа поч-
вы: грунт универсальный (производитель «Garden 
star»), содержащий питательные вещества (мг/100 
л) N-300, P-300, K-400 и биогрунт (производитель 
«Фаско»), состоящий из высокогорного и низин-
ного торфа, песка, биогумуса, доломитовой муки и 
полного минерального удобрения. Выживаемость 
микроклонов учитывали через 1 и 3 мес. после пе-
ресадки в условия ex vitro. 
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Во всех экспериментах in vitro использовали 
питательную среду, содержащую минеральные со-
ли по прописи МС, а также 0,8% агара и 3% саха-
розы. Перед автоклавированием pH доводили до 
5,6–5,8 с помощью 1 н. NaOH. Автоклавирование 
питательной среды проводили при 121 °C и при 
1,1 атм в течение 20 мин.  

Культуры на всех этапах исследований вы-
ращивали в световой комнате, где поддерживалась 
температура 25±2 °C и 16-часовой фотопериод при 
освещении белыми люминесцентными лампами, с 
интенсивностью света 3000 люкс. Все работы про-
водили в соответствии с методическими рекомен-
дациями, разработанными на кафедре биотехноло-
гии РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева [18]. 

Средние значения полученных данных рас-
считывали с использованием Microsoft office Excel 
2010. Дисперсионный анализ (ANOVA) выполня-
ли с использованием Sirichai Statistics 7.0, а сред-
ние значения сравнивали с использованием LSD с 
уровнем вероятности 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На первом этапе клонального микроразмно-

жения необходимо получить хорошо растущую 
стерильную культуру, чего можно достичь путем 
применения стерилизующих веществ, позволяю-
щих освободить первичные экспланты от внешней 
инфекции. Для этого применяют различные стери-
лизующие вещества, например, ртуть- и хлорсо-
держащие препараты. Наиболее эффективные сте-
рилизующие агенты – это сулема (гипохлорид 
ртути HgCl2) в концентрации 0,1% и гипохлорит 
кальция Ca(ClO)2 в концентрации 5–10% [19]. Для 
A. tsao-ko исследования в культуре in vitro ранее 
не проводились, поэтому разработка технологии 
получения стерильной культуры растений данного 
вида является первостепенной задачей в работах 
по клеточной инженерии. 

Для получения стерильной культуры семян  
A. tsao-ko применяли два стерилизатора (HgCl2, 
Ca(ClO)2). Очень плотная оболочка семян карда-
мона, вероятно, является основной причиной низ-
кой всхожести семян. Одним из способов повы-
шения посевных качеств семян является примене-
ние скарификации – механическое повреждение 
семенной оболочки.  

В исследовании скарификация была приме-
нена после стерилизации семян. Контролем слу-
жил вариант, где использовали семена без механи-
ческой обработки (табл. 1). 

Результаты исследований показали, что полу-
чение стерильной культуры зависит от применяе-
мого стерилизатора и его временной экспозиции 
воздействия на семена. Установлены общие зако-
номерности: 1) с увеличением концентрации стери-
лизующего вещества и временной экспозиции по-
вышается эффективность получения асептических 
семян; 2) применение скарификации повышает 
всхожесть семян и получение асептических про-
ростков; 3) хлорид ртути HgCl2 оказывает более 
сильное действие на ингибирование развития 
внешней инфекции семян по сравнению с гипохло-
ритом кальция Ca(ClO)2. Экспериментально уста-
новлено, что наилучший результат по получению 
асептических семян и проростков был отмечен в 
варианте с применением 0,1%-ного раствора хло-
рида ртути и обработки семян в течение 10 мин. 
Максимальный выход стерильных семян в этом ва-
рианте составил 52,39%, а число проросших семян 
– 6,94%. В случае использования гипохлорита 
кальция все учитываемые показатели были суще-
ственно ниже на 0,05% уровне значимости.  

Разный стерилизующий эффект хлорида рту-
ти и гипохлорита кальция можно объяснить раз-
личной активностью действующего вещества. 
Кроме того, семена черного кардамона имеют не-
которые особенности в строении (рис. 1). Напри-
мер, поверхность семян кардамона имеет неровно-
сти, в углублениях которых могут скапливаться 
микроорганизмы, а присеменник (ариллус) во 
время работы трудно полностью удалить с семян, 
поэтому его остатки могут быть источником раз-
вития микроорганизмов, что и приводит к зараже-
нию семян. 

Известно, что эффективность прорастания се-
мян зависит не только от применяемых стерилизу-
ющих веществ и их временной экспозиции воздей-
ствия на эксплант, но и от состава питательной сре-
ды. Для A. tsao-ko эксперименты по культивирова-
нию семян in vitro ранее никем не проводились. 
Поэтому в следующей серии экспериментов изуча-
ли влияние минерального состава питательной сре-
ды на прорастание семян и формирование нор-
мальных по морфологии проростков. За основу бы-
ли взяты минеральные соли по прописи МС в раз-
ных концентрациях. Семена после стерилизации и 
скарификации культивировали на пяти вариантах 
питательных сред: 1 МС, 1/2 МС, 1/4 МС, 1/16 МС. 
Контролем служила стерильная дистиллированная 
вода. Наблюдения проводили в течение 90 суток. 
Основные результаты приведены в табл. 2. 
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Таблица 1. Влияние стерилизующих агентов на получение  
асептической культуры семян кардамона (A. tsao-ko) через 90 суток после посева 

Вариант опыта Стерилизатор Концентрация 
w/v, % 

Время  
воздействия,  

мин 

Стерильные семена, 
%, среднее ± SE* 

Зараженные семена, 
%, среднее ± SE* 

Проросшие семена,  
%, среднее ± SE* 

Контроль 

Ca(ClO)2 5 

5 2,78±1,39f,g 97,22±1,39b 0,00±0,00b 

10 5,56±1,38e,f 94,44±1,38b,c 0,00±0,00b 

15 11,11±3,67d,e 88,89±3,67c,d 2,17±0,00a 

Ca(ClO)2 10 

5 6,94±1,38e,f 93,06±1,38b,c 2,78±1,39a 

10 15,28±1,39c,d 84,72±1,39d,e 2,17±2,40a 

15 19,44±3,67c 80,56±3,67d,e 2,78±1,39a 

HgCl2 0,1 

5 19,03±2,40c 80,97±2,40e 2,57±0,55a 

10 48,40±5,01a 51,60±5,01g 3,64±1,39a 

15 50,50±2,40a 49,50±2,40 g 3,46±1,39a 

Скарификация 

Ca(ClO)2 5 

5 2,34±1,39f,g 97,66±1,39b 0,00±0,00b 

10 5,00±1,38e,f 95,00±1,38b,c 0,00±0,00b 

15 13,13±3,67d,e 86,87±3,67c,d 2,17±0,00a 

Ca(ClO)2 10 

5 7,00±1,38e,f 93,00±1,38b,c 4,78±1,39a 

10 17,45±1,39c,d 82,55±1,39d,e 4,17±2,40a 

15 21,06±3,67c 78,94±3,67d,e 3,78±1,39a 

HgCl2 0,1 

5 20,83±2,40c 79,17±2,40e 4,17±0,00a 

10 52,39±5,01a 47.61±5.01g 6.94±1.39a 

15 51,58±2,40a 48.42±2.40 g 5.56±1.39a 

LSD0,05 – 6.23 6.96 1,29 

П р и м е ч а н и е : * – преобразовано с использованием арксинуса перед анализом; в каждом столбце разные строчные бук-
вы означают значительное отличие друг от друга при p = 0,05. 

Таблица 2. Влияние скарификации и условий культивирования  
на всхожесть семян кардамона (A. tsao-ko) in vitro через 90 суток после посева 

Вариант среды Вариант обработки GP, %± SE GMT, сутки ± SE GRI, среднее значение ± SE 

1 MС Контроль 5,33±1,33e 86,67±3,33a 0,0153±0,0035e 

Скарификация 6,67±1,33d,e 75,00±2,89b 0,0226±0,0050e 

1/2 MС Контроль 9,33±1,33c,d 65,56±0,55c 0,0357± 0,0048d,e 

Скарификация 12,00±2,31c 58,33±1,67d 0,0525±0,0116d 

1/4 MС Контроль 13,33±1,33c 60,00±1,92c,d 0,0562±0,0059d 

Скарификация 18,67±1,33b 57,17±0,60d 0,0825±0,0063c 

1/16 MС Контроль 21,33±1,33b 47,11±2,56e 0,1161±0,0124b 

Скарификация 33,33±1,33a 43,98±0,23e 0,1917±0,0067a 

Вода Контроль 20,00±2,31b 46,72±0,43e 0,1089±0,0131b 

Скарификация 22,33±1,33b 45,13±2,22e 0,1167±0,0178b 

LSD0,05 – 4,17 5,72 0,02 

П р и м е ч а н и е : MС – Murashige и Skoog (1962); 1/2 MС, 1/4 MС и 1/16 MС – минеральные соли по MС, разбавленные 
до концентраций 1/2, 1/4 и 1/16; GP – процент всхожести; преобразовано с помощью преобразования арксинуса перед анали-
зом; GMT – среднее время прорастания; GRI – индекс всхожести. В каждом столбце разные строчные буквы означают, что 
они значительно отличаются друг от друга при p = 0,05. 
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Рис. 1. Семена черного кардамона: (a,b) – морфологические характеристики семян; (c) – семя, покрытое эпидермисом; (d,e) – ана-
томическая характеристика семян под стереомикроскопом: ts – эпидермальные клетки семенников, tg – покровный слой, hi – рубчик 
семени, ps – перисперм, en – эндосперм, em – зародыш 

 

Рис. 2. Протокол прорастания семян кардамона (A. tsao-ko) in vitro: 1а – высушенные семена с пленчатыми кожухами; 1b – высу-
шенные семена полностью удалены из плодов; 2 – семена инокулировали в среду 1/16 MС после их дезинфекции и скарификации;  
3 – начало прорастания семян через 50 суток от начала инокуляции; 4 – проросток, через 70 суток после инокуляции семян; 5 – 
проросток, через 90 суток после инокуляции семян. Масштабные линейки = 1 см 
 

На основании полученных результатов уста-
новлено, что от состава питательной среды зави-
сит эффективность прорастания семян черного 
кардамона in vitro. Показано, что при использова-
нии питательной среды с полным набором мине-
ральных солей по прописи МС, все учитываемые 
показатели, такие как процент прорастания (GP), 
время прорастания (GMT) и индекс скорости про-
растания (GRI), были самыми низкими. Лучшие 
результаты получены на питательной среде, со-
держащей 1/16 нормы минеральных солей по про-
писи МС. В этом варианте всхожесть семян соста-
вила в контрольном варианте 21,33%, а в варианте 
с применением скарификации семян – 33,33%. 
Кроме того, прорастание семян наблюдали через 
47,11 суток для необработанных (контрольных) 
семян и через 43,98 суток для скарифицированных 
семян. Также для этого варианта зарегистрирован 
самый высокий индекс скорости прорастания – 
0,1917 для скарифицированных семян, а для кон-
трольного варианта этот показатель составил 
0,1161. Что касается варианта с применением в ка-
честве питательной среды дистиллированной во-

ды, то в этих условиях выращивания учитываемые 
показатели были существенно ниже наилучшего 
варианта (1/16 МС), но выше по отношению к дру-
гим исследуемым вариантам. В целом результаты 
исследования показали, что питательные среды с 
низким содержанием минеральных солей оказы-
вают существенное влияние на прорастание семян 
кардамона in vitro (рис. 2). 

Таким образом, в результате многоплановых 
исследований предложен протокол получения 
асептических семян, а также проростков, которые 
были использованы в следующих экспериментах. 

Успех клонального микроразмножения зави-
сит от правильного выбора состава питательной 
среды, в частности гормонального баланса. Ос-
новными гормонами, регулирующими процесс 
морфогенеза, являются цитокинины и ауксины, 
соотношение которых может приводить к индук-
ции образованию адвентивных почек непосред-
ственно на первичном экспланте, к формированию 
боковых побегов, а также к образованию морфо-
генной и не морфогенной каллусной ткани [20]. 
На основании литературных данных установлено, 
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что наиболее часто при клонировании различных 
видов кардамона применяют в качестве цитокини-
на БАП, в качестве ауксина – НУК, а для каллусо-
генеза – 2,4-Д. Поэтому на втором этапе данные 

регуляторы роста были исследованы. В качестве 
первичного экспланта использовали верхушечную 
часть проростков и культивировали на разных ва-
риантах сред в течение 7 недель (табл. 3).  

Таблица 3. Влияние различных регуляторов роста на микроразмножение  
черного кардамона (A. tsao-ko) in vitro 

Регуляторы роста растений 
(концентрация, мг/л) 

Среднее количество  
побегов, 

шт., среднее ± SE 

Средняя длина  
выстрела, 

см, среднее ± SE 

Среднее количество 
корней, 

шт., среднее ± SE 

Индукция  
каллуса 

% БАП НУК 2,4-Д 

0,0 0,0 0,0 0,58±0,08d 3,02±0,06d 2,67±0,22d 0,00c 

1,0 0,0 0,0 3,42±0,33c 5,05±0,12c 5,58±0,22c 0,00c 

1,0 4,0 0,0 0,00±0,00d 0,00±0,00e 0,00±0,00e 0,00c 

1,0 0,0 1,0 0,00±0,00d 0,00±0,00e 0,00±0,00e 83,33a 

1,0 0,0 2,0 0,00±0,00d 0,00±0,00e 0,00±0,00e 58,33b 

2,0 0,5 0,0 3,67±0,51c 5,08±0,09c 5,42±0,33c 0,00c 

2,0 1,0 0,0 3,75±0,38c 5,54±0,17b 5,83±0,22c 0,00c 

3,0 0,5 0,0 4,00±0,38b,c 5,82±0,21b 5,92±0,46c 0,00c 

3,0 1,0 0,0 4,08±0,41b,c 5,75±0,13b 6,25±0,28c 0,00c 

4,0 0,5 0,0 5,42±0,30a 6,84±0,27a 16,17±0,79a 0,00c 

4,0 1,0 0,0 4,92±0,22a,b 5,78±0,22b 8,92±0,71b 0,00c 

LSD0.05 0,87 0,45 1,15 10,42 

П р и м е ч а н и е : разные строчные буквы в каждом столбце означают значительное отличие друг от друга при p = 0,05. 
Данные регистрировали для каждого эксплантата после 7 недель культивирования. 
 

На основании проведенных исследований ус-
тановлено, что различные морфогенетические ре-
акции первичных эксплантов зависят от сочетания 
регуляторов роста в питательной среде. Например, 
в варианте с применением МС в сочетании с БАП 
4,0 мг/л и НУК 0,5 мг/л был отмечен наилучший 
результат по морфогенезу. Так, среднее количество 
побегов составило 5,42±0,30 шт., средняя длина по-
бегов – 6,84±0,27 см, а среднее количество корней – 
16,17±0,79 шт. В этом варианте, в базальной части 
главного побега, наблюдали формирование мощ-
ных адвентивных побегов с темно-зелеными листь-
ями, а также образование множества корней с кор-
невыми волосками (рис. 3g).  

На следующем месте по эффективности был 
вариант среды МС, содержащей БАП 4,0 мг/л и 
НУК 1,0 мг/л. В этом варианте среднее количество 
побегов на один эксплант составило 4,92±0,22 шт., 
средняя длина побегов – 5,78±0,22 см и среднее ко-
личество корней – 8,92±0,71 шт.  

Самые низкие результаты по морфогенезу бы-
ли получены на безгормональной питательной сре-
де МС. В этом варианте учитываемые показатели 
имели следующие показатели: среднее количество 

побегов – 0,58±0,08 шт., средняя длина побегов – 
3,02±0,06 см и среднее количество корней – 
2,67±0,22 шт. Полученные данные полностью под-
тверждают наши ранние исследования, проведен-
ные с корневищами черного кардамона (A. tsao-ko) 
[21]. Аналогичные результаты по клональному 
микроразмножению были получены и другими ав-
торами при работе с A. subulatum [22, 23], A. longi-
ligulare [24] и E. cardamomum [25].  

Известно, что существует еще один способ 
размножения растений in vitro − это получение 
растений-регенерантов из первичной и пересадоч-
ной каллусной ткани. Например, в 1989 г. Reghu-
nath [25] для клонирования E. cardamomum ис-
пользовал каллусную культуру, полученную из 
кончиков зачатков побегов на среде МС, допол-
ненной 4 мг/л НУК или 1 мг/л 2,4-Д в сочетании с 
1 мг/л БАП. В этих условиях формировалась кал-
лусная ткань в течение 28 суток культивирования. 
В наших исследованиях показано, что культиви-
рование кончиков зачатков побегов на питатель-
ной среде МС дополненной 2,4-Д (1–2 мг/л) в со-
четании с цитокинином БАП (1 мг/л) приводило к 
формированию рыхлой каллусной ткани белого 
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цвета (рис. 3,o-p). Однако последующее культиви-
рование каллуса на индукционной питательной 
среде не вызывало регенерации побегов. В вари-

антах с применением НУК+БАП (1 мг/л+4 мг/л 
соответственно) формирование каллусной ткани 
не отмечено (рис. 3n). 

 

Рис. 3. Влияние различных регуляторов роста на размножение побегов: a – контроль, b – 1,0 мг/л БАП, c – 2,0 мг/л БАП + 0,5 мг/л 
НУК, d – 2,0 мг/л БАП + 1,0 мг/л НУК, e – 3,0 мг/л БАП + 0,5 мг/л НУК, f – 3,0 мг/л БАП + 1,0 мг/л НУК, г – 4,0 мг/л БАП + 0,5 мг/л 
НУК, h – 4,0 мг/л БАП + 1,0 мг/л НУК; укоренение: i – контроль, k – 1,0 мг/л БАП, l – 4,0 мг/л БАП + 0,5 мг/л НУК, m – 4,0 мг/л БАП 
+ 1,0 мг/л НУК; индукция каллуса: n – 1 мг/л БАП + 4 мг/л НУК, o – 1 мг/л БАП + 1 мг/л 2,4-Д, p – 1 мг/л БАП + 2 мг/л 2,4-Д.  
Масштабные линейки = 1 см 
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Среди регуляторов роста из группы цитоки-
нинов, помимо БАП, часто используют менее ак-
тивный гормон – кинетин, который также приме-
няют для размножения in vitro разных видов рода 
Amomum [11–14]. Была проведена сравнительная 
оценка действия кинетина и БАП по отдельности 
на формирование адвентивных побегов кардамона 
(табл. 4). 

На основании проведенных экспериментов 
установлено, что исследуемые цитокинины и кон-
центрации оказывают стимулирующий эффект на 

индукцию образования адвентивных побегов. При-
чем действие БАП в разных концентрациях превы-
шало действие кинетина (рис. 4). Так, наилучшие 
результаты были получены в варианте с присут-
ствием БАП в питательной среде в концентрации  
1 мг/л. В этом варианте среднее количество адвен-
тивных побегов на один эксплант (коэффициент 
размножения) было максимальным и составило 
4,54, а средняя длина побегов – 5,45 см. Побеги ха-
рактеризовались быстрым ростом, имели ярко-
зеленый цвет стеблей и листовых пластинок.   

Таблица 4. Влияние цитокининов на регенерацию побегов  
(наблюдения после 6 недель культивирования) 

Регуляторы роста растений, мг/л Среднее количество побегов на эксплант, шт. Средняя длина побегов, см 

MС (контроль) 1,85a 3,15a 

MС + 0,5 Кинетин 2,01a 3,85c 

MС + 1,0 Кинетин 3,45c 3,12a 

MС + 1,5 Кинетин 2,75b 3,56b 

MС + 2,0 Кинетин 2,56b 3,55b 

MС + 0,5 БАП 3,56c,d 4,54d 

MС + 1,0 БАП 4,54e 5,45e 

MС + 1,5 БАП 3,76d 5,85f 

MС + 2,0 БАП 3,48c 6,45g 

LSD0,05 0,26 0,21 

П р и м е ч а н и е : разные строчные буквы означают значительное отличие друг от друга при p = 0,05. 

 

Рис. 4. Влияние кинетина и БАП на регенерацию побегов после 6 недель культивирования: A – кинетин 0,0 мг/л; B – кинетин 0,5 
мг/л; C – кинетин 1,0 мг/л; D – кинетин 1,5 мг/л; E – кинетин 2,0 мг/л; F – БАП 0,0 мг/л; G – БАП 0,5 мг/л; H – БАП 1,0 мг/л; I – БАП 
1,5 мг/л; K – БАП 2,0 мг/л) 
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При увеличении концентрации БАП в пита-
тельной среде, коэффициент размножения умень-
шался, но рост побегов в этих вариантах постоян-
но увеличивался. Визуальные наблюдения позво-
лили установить, что при повышенных концен-
трациях БАП формировались побеги с тонким 
стеблем и ланцетовидными листовыми пластин-
ками, светло-желтого цвета. Этот результат пол-
ностью согласуется с исследованиями других ав-
торов с A. subulatum Roxb. [11–13] и A. longi-
ligulare T.L.Wu. [14]. 

Добавление в питательную среду кинетина 
также приводило к образованию адвентивных по-
бегов. Однако среднее количество их на один экс-
плант было ниже, чем при использовании БАП. 
Так, в варианте с использованием кинетина в кон-
центрации 1,0 мг/л все изучаемые показатели име-
ли максимальные значения (среднее количество 
побегов на эксплант – 3,45 шт., высота побегов – 

3,12 см). Микропобеги имели толстые и крепкие 
стебли, а также листья правильной морфологии и 
темно-зеленого цвета (рис. 4).  

Таким образом, в результате исследований 
установлено, что БАП и кинетин в концентрации  
1 мг/л оказывают высокий стимулирующий эф-
фект на индукцию образования адвентивных по-
чек и их дальнейший рост и формирование микро-
побегов для A. tsao-ko in vitro. 

Третий этап клонального микроразмножения 
– укоренение микропобегов. Это важный этап, на 
котором формируются корни, что позволяет мик-
роклонам легко переносить адаптацию к условиям 
ex vitro за счет поглощения минеральных солей и 
воды из почвенного субстрата. Наиболее часто 
при укоренении микропобегов рода Amomum при-
меняют такие ауксины, как ИМК и НУК [11, 14]. В 
нашем эксперименте эти ауксины также были ис-
следованы (табл. 4).  

Таблица 4. Влияние ИМК и НУК на укоренение побегов, размноженных in vitro,  
после 8 недель культивирования 

Регулятор роста растений,  
мг/л 

Укоренение,  
% 

Среднее количество корней на побег,  
шт. 

Средняя длина корня,  
см 

MС 75 2,1a 2,3a 

MС + 0,25 ИМК 100 4,5d 5,2c 

MС + 0,50 ИМК 100 5,6e 6,2e 

MС + 0,75 ИМК 100 4,2c,d 5,5c,d 

MС + 1,00 ИМК 100 4,4d 5,9d,e 

MС + 0,25 НУК 100 3,5b,c 3,8b 

MС + 0,50 НУК 100 3,8b,c,d 4,1b 

MС + 0,75 НУК 100 3,5b,c 3,7b 

MС + 1,00 НУК 100 3,2b 2,5a 

LSD0,05  0,73 0,48 

П р и м е ч а н и е : разные строчные буквы означают, что они значительно отличаются друг от друга при p = 0,05. 
 
На основании проведенных исследований 

установлено, что присутствие в составе питатель-
ной среды исследуемых ауксинов приводило к 
увеличению выхода укоренившихся микропобе-
гов. Показано, что ИМК проявляла более выра-
женный эффект на изучаемые показатели, по 
сравнению с НУК. Так, в варианте с применением 
ИМК в концентрации 0,5 мг/л было получено 
наибольшее количество корней (5,6 корня/побег), 

на которых формировалось множество корневых 
волосков. Однако с повышением концентрации 
ИМК в питательной среде среднее количество 
корней на один побег уменьшалось (4,2–4,4 кор-
ня/побег), а сформировавшиеся корни были тон-
кими и не имели корневых волосков. Полученные 
результаты полностью согласуется с данными дру-
гих авторов, работающих с A. longiligulare и A. su-
bulatum Roxb. [13, 14]. 
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Как и в случае с ИМК, добавление НУК так-
же стимулировало укоренение микропобегов в 
100% случаев. Наилучшие результаты были полу-
чены в варианте с добавлением НУК в концентра-
ции 0,5 мг/л. Однако на 0,05% уровне значимости 
существенных различий по вариантам не было об-
наружено. Только визуальные наблюдения позво-
лили выявить различия по морфологии корней по 
вариантам. Так, на среде с НУК 0,5 мг/л формиро-
валось множество толстых корней, имеющих кор-
невые волоски. С увеличением концентрациии 
НУК в среде формировались тонкие корни без 
корневых волосков. Полученные результаты пол-
ностью согласуется с данными других исследова-
телей [13, 14], которые показали, что для Amomum 
sp. среда MС с добавлением НУК была более эф-
фективной в индукции корнеобразования, их чис-
ла и длины по сравнению с ИМК.  

ВЫВОДЫ 
На основании проведенных исследований 

установлены оптимальные условия культивирова-
ния семян и верхушек побегов. Впервые для чер-
ного кардамона (A. tsao-ko) разработан протокол 
клонального микроразмножения. 
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Relevance. A promising area of research in the field of biotechnology is the in vitro study of endemic plants used in folk medicine. 
Such plants include black cardamom (Amomum tsao-ko Crevost & Lemarie) – a medicinal plant. Extracts and essential oil are used in 
the treatment of respiratory diseases, have an antimicrobial effect, and also inhibit the development of human cancer cells. The main 
method of reproduction of A. tsao-ko is seed and vegetative. However, these methods have both advantages and disadvantages. 
Therefore, it is necessary to develop a technology for rapid reproduction of this culture in vitro. 
Purpose of the study. To study A. tsao-ko Crevost & Lemarie in vitro. 
Material and methods. The object of the study was A. tsao-ko seeds collected in the cardamom forest in the village of Sin Cau (22° 
23'04.5"N 103 ° 32'44.0" VD), Giang Ma commune, Tam Duong district, Lai Chau province, Northwestern region of Vietnam. The seeds 
were superficially sterilized with 0.1% sulema solution for 10 minutes, then scarification was performed, after which the seeds were 
cultivated on a nutrient medium containing various concentrations of mineral salts according to Murashige and Skoog (MS). At the 
breeding stage, the effect of BAP (0.5–4 mg/l) and kinetin (0.5–2 mg/l) in combination with NAA (0.5–1 mg/l) on the proliferation of 
shoots and the formation of adventitious buds was studied. At the third stage of clonal micropropagation, the effect of NAA and IBA 
(0.25–1 mg/L) on the rooting of A. tsao-ko microbeads was studied. 
Results. It was found that scarification leads to an increase in seed germination by 12% compared to the control variant. Cultivation 
of isolated explants on a nutrient medium containing 1/16 of the norm of mineral salts according to MS, BAP 4 mg/l and NAA 0.5 mg/l 
contributed to obtaining the highest rates in terms of the number of adventitious shoots, their growth and the number of roots per ex-
plant. The best result for rooting microshoots was obtained on a medium containing 0.5 mg/l of IBA. 
Key words: black cardamom, morphogenesis, clonal micropropagation, in vitro, medicinal plants. 
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