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АННОТАЦИЯ

Этап введения в культуру in vitro винограда – критический этап клонального микроразмножения, целью которо-
го является получение максимального количества стерильных и жизнеспособных растений-регенерантов. 

Современные сорта – это гибриды между основными видами Vitis vinifera, V. labrusca, V. riparia, V. amurensis,  
V. rupestris, V. berlandieri и V. lincecumii, к которым необходим подбор оптимальных условий культивирования: сро ки 
введения, концентрация и длительность воздействия стерилизующих агентов, минеральный и гормональный состав 
питательных сред, использование дополнительных биологически активных веществ для улучшения регенера-
ционных процессов.
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Клональное размножение является наиболее приемлемым способом получения достаточного 
количества сертифицированного посадочного материала винограда за короткие сроки. Первый 
этап клонального микроразмножения – введение в культуру in vitro – один из важнейших и кри-
тических этапов для дальнейшего размножения растений. Цель этапа введения в культуру  
in vitro – получить максимальное количество стерильных и жизнеспособных эксплантов расте-
ний винограда. Успех данного этапа определяется большим количеством факторов: генотипом 
растения (не только между видами, но и между сортами в пределах одного вида), сроком введе-
ния в стерильные условия, состоянием материнского растения, видом эксплантов, выбором сте-
рилизующего агента и его экспозицией, минеральным и гормональным составом питательных 
сред и т. д.

Влияние генотипа. Большое количество сортов винограда являются межвидовыми гибрида-
ми, что осложняет работу при подборе оптимальных условий культивирования в культуре in vitro. 
В основном это гибриды между видами Vitis vinifera, V. labrusca, V. riparia, V. amurensis, V. rupestris, 
V. berlandieri и V. lincecumii, к которым необходим индивидуальный подход. 

Способность сортов к регенерационным процессам в стерильных условиях отмечалась во всех 
наших экспериментах с сортами Агат донской, Bianca, Зилга, Mars, Marquette, Таежный изум-
руд, Crystall, Платовский, Regent [1].

Исследования А. А. Батукаева с коллегами отмечают, что степень приживаемости апикаль-
ных меристем на этапе введения в культуру in vitro определяется и группой, к которым относят-
ся сорта (сорта столовой и технической групп): у группы столовых сортов (Августин, Восторг, 
Мускат итальянский, Ранний Магарача) доля жизнеспособных эксплантов была в среднем по 
сортам на уровне 50,0 %, а у технических сортов (Подарок Магарача, Виорика, Ркацители) – 
40,0–45,0 % [2].

Отмечалась сортовая специфичность винограда в потребности различных концентрации ци-
токинина (6-бензиладенин (6-БА)) для развития побегов из меристем и пролиферации почек [3]. 
Концентрация 6-БА в питательной среде варьирует от 0,5 до 2 мг/л. При культивировании мери-
стем с листовыми зачатками в жидкой среде для развития побегов для сортов Жемчуг Магарача, 
Альфонс Лавалле, Лимбергер, Цимлянский чёрный оптимальная концентрация 6-БА составила 
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0,5 мг/л; для формы V. rotundifolia, сорта Подарок Магарача – 1,0 мг/л; для гибрида Магарач  
№ 17-81-20 – 2 мг/л [4]. Другая группа исследователей определила, что высокая жизнеспособ-
ность эксплантов сортов Ритон, Лакхеди мезеш, подвоя 16-3 отмечалась на средах с 1,0 мг/л 6-БА, 
для сортов Фиолетовый ранний, Грушевский белый, Росинка, Алан-3 – на средах с 2,0 мг/л [5]. 
Применение комплекса фитогормонов увеличивает долю жизнеспособных эксплантов: для сорта 
Шевченко оптимальным было сочетание 6-БА (2,0 мг/л) и гибберелловой кислоты (ГК) (0,5 мг/л), 
для сорта Фрумоаса албэ – 6-БА (1,0 мг/л) и ГК (0,5 мг/л). Для культивирования эксплантов сорта 
Каберне Совиньон оптимальными были среды и с добавлением 6-БА в концентрации 0,5 мг/л, 
и сочетание 6-БА (1,0 мг/л) с ГК (0,5 мг/л) [6]. 

Таким образом, генотип оказывает влияние на развитие эксплантов на этапе введения в куль-
туру in vitro, поэтому рекомендуется вести подбор фитогормонов и их концентраций индивиду-
ально для каждого сорта. 

Тип экспланта. В качестве эксплантов используются апикальные меристемы, пазушные 
поч ки и междоузлия, несущие почку. Междоузлия и пазушные почки имеют ряд преимуществ: 
легкость в работе, применимы для многих генотипов винограда, характеризуются генетической 
стабильностью и наличием коэффициента размножения уже на этапе введения – 2–5,5 за 4 нед. 
культивирования [7]. 

Апикальные меристемы используются для оздоровления растений от сокопереносимых ви-
русов. При этом очень важное значение имеет размер экспланта: чем меньше его величина, тем 
больше вероятность получения абсолютно здорового материала. Однако чем меньше эксплант, 
тем тяжелее у него проходят регенерационные процессы. Рядом исследований отмечено, что оп-
тимальный размер экспланта может варьировать от 0,2 до 1 мм в зависимости от генотипа [4, 8, 9]. 

Экспланты характеризуются разной регенерационной активностью в зависимости от типа 
почек, в которых они находятся (апикальные и пазушные почки; пасынковые (летние) и зимующие 
почки) [3]. Рост микропобегов из апикальных меристем пасынковых почек у всех исследуемых 
сортов был активнее, чем при использовании апикальных меристем зимующей почки. Вероятно, 
такое явление связано с генетической предопределенностью – пасынковые почки в естественных 
условиях произрастания имеют более короткий период развития и характеризуются более ин-
тенсивным ростом. При культивировании пасынковой почки отмечалось формирование преиму-
щественно одного побега, тогда как при культивировании апикальных меристем зимующих по-
чек отмечалось формирование дополнительных почек у основания побега, хотя на этапе введе-
ния развивался только один побег. Таким образом, эффективность регенерационных процессов 
экспланта обусловливается использованием апикальных меристем из разных типов почек [6].

Отмечают, что доля стерильных и жизнеспособных эксплантов из растений, произраста- 
ющих в поле, низка и предпочтительно брать экспланты из выведенной из состояния покоя вы-
зревшей лозы или из растений, растущих в теплице [4]. 

Сроки инициации культуры in vitro. Отмечают, что регенерационная способность мери-
стематических верхушек зависит от срока их выделения и посадки в условия in vitro. Апексы 
винограда вводят в культуру in vitro в различные сроки: 1-й срок – осенне-зимний период;  
2-й срок – июнь (период активного роста); 3-й срок – август (период вторичного роста) [8–11]. 
Опти мальными сроками введения в культуру in vitro являются февраль – март и июнь, когда вы-
ход регенерантов составляет 97,5 и 96,7 % соответственно. В то время как при посадке экспланта 
в августе выход пробирочных растений составил 49,2 % [8]. 

В осенне-зимний период для введения в культуру in vitro в качестве эксплантов используют 
зеленые побеги, взятые из выведенной из состояния покоя вызревшей лозы. Предварительно вы-
зревшую лозу, заготовленную в конце ноября – начале декабря, нарезают на двух- или трехглаз-
ковые черенки длиной 8–15 см, которые в течение 2–3 сут вымачивают при комнатной темпера-
туре в водном растворе β-индолилуксусной кислоты в концентрации 2 мг/л. Затем черенки ста-
вят на проращивание в растворе того же состава при температуре воздуха 25–30 °С [9]. Данную 
методику рекомендуют использовать при введении в культуру in vitro в феврале – марте [8]. 
Отмечается, что при проращивании спящей виноградной лозы асептический материал получить 
легче, поскольку побеги, вырастающие из спящей лозы в культуральной комнате, содержат мень-
ше грибов и бактерий, чем растения с поля [7]. 
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Для успешного размножения в культуре in vitro в качестве эксплантов могут быть использо-
ваны интенсивно растущие зеленые побеги, взятые с активно вегетирующих кустов винограда 
в мае – июне [9]. Активно регенерирующие экспланты успешно можно получить из лоз, расту-
щих не только на винограднике, но и в теплице (наилучшие результаты дают сборы, сделанные 
с середины июня до 2-й половины июля) [12]. 

Методы стерилизации. Жизнеспособность эксплантов связана с правильным выбором оп-
тимальной схемы стерилизации, при которой не повреждаются растительные ткани и максималь-
но снижается уровень их контаминации. Эффективность стерилизации зависит не только от вида 
стерилизующего агента, но и от ряда таких факторов, как сортовые особенности, сроки изоляции, 
тип и размер эксплантов [13, 14]. В раствор основного стерилизующего агента многие исследова-
тели добавляют специальное смачивающее вещество Tween 20, концентрацию которого под- 
бирают индивидуально, но чаще всего примерно 2 капли на 100 мл стерилизующего раствора. 
После основного стерилизующего агента проводят промывку эксплантов стерильной дистилли-
рованной водой 3–5 раз по 5–10 мин в зависимости от генотипа. Иногда для санации эксплантов 
и питательных сред от инфекции применяют антибиотики [15].

Для поверхностной стерилизации растительных тканей имеется широкий спектр химических 
соединений. Они делятся на две основные группы: вещества, содержащие активный хлор (хло-
рамин, гипохлорит натрия и кальция, хлорная известь), и вещества, содержащие ртуть (двухло-
ристая ртуть – сулема, мертиолат, диоцид). Используются также азотнокислое серебро (AgNO3) 
и перекись водорода (H2O2) [16–18]. 

Для введения в культуру in vitro винограда исследователи используют широкий спектр сте-
рилизующих агентов. 

Сулема (HgCl2) в концентрации 0,1 % экспозицией от 5 до 15 мин используется для стерили-
зации междоузлий с почкой, предварительно погруженных в 70%-ный этанол на 8–10 или 30 сек 
[19–21]. Различное время экспозиции сулемы объясняется различной чувствительностью геноти-
пов винограда к стерилизующему агенту, местом произрастания маточных растений и сроком 
введения. 

Несмотря на высокий процент выхода стерильных и жизнеспособных эксплантов при исполь-
зовании 0,1%-ном растворе сулемы экспозицией 10 мин, отмечается ее последействие в виде 
сдер живая развития эксплантов как на этапе введения, так и на первом пассаже культивирова-
ния [16]. Вероятно, это свидетельствует о более длительном остаточном последействии сулемы 
на растительные ткани, чем других стерилизующих веществ. При этом сулема оказывала тормо-
зящее действие не только на вегетативное развитие эксплантов винограда, но и на рост недиффе-
ренцированных тканей. Обработка данных эксперимента не показала существенных различий 
в приживаемости эксплантов винограда при обработке их стерилизующими веществами:  
0,1%-ной сулемой, 0,1%-ным диоцидом и 2,0%-ным гипохлоритом натрия, поэтому использова-
ние последнего как более щадящего стерилизующего агента оправдано [16]. 

При наличии на эксплантах винограда опушения, чтобы увеличить долю стерильных эксплан-
тов, в раствор 0,1%-ной сулемы добавляли 2,0%-ный раствор этилового спирта [7]. 

Для стерилизации эксплантов винограда используют диоцид экспозицией 5–8 мин [9, 22]. 
Гипохлорит натрия (NaOCl) используют многие исследователи в схемах стерилизации ви-

нограда, но его концентрация и экспозиция определяется видом экспланта, сроками введения. 
Одноглазковые черенки перед выделением меристемы, почки, зеленые междоузлия с теплицы 
или полевых условий стерилизуют в 0,8-, 1,0-, 1,2- и 2,0%-ном растворах гипохлорита натрия 
различной экспозицией: 3, 8, 10 или 15 мин [2, 4, 12, 23–26].

Гипохлорит кальция Ca(OCl)2. Для стерилизации зеленых междоузлий различных сортов 
винограда использовали 3%-ный раствор гипохлорита кальция экспозицией 3 мин и 7%-ный 
раствор экспозицией 15 мин [27–29]. S. Grenan указывает, что экспланты могут стерилизоваться 
гипохлоритом кальция (от 50 до 150 г/л) или гипохлоритом натрия (от 3 до 10 %) более длитель-
ное время – в течение 10–30 мин в зависимости от вида эксплантов [30]. 

Для стерилизации растительного материала возможно использование 0,1%-ного раствора 
йоди да ртути (HgJ2) экспозицией 4 мин [31]. При введении в культуру in vitro растений винограда 



231

Раздел 4. Обзоры и философские проблемы в биологии

Vitis vinifera L. эффективность показал препарат «Брадофен» 50%-ный (12 мин) [6]. Кроме того, 
воз можно использовать дезинфицирующие препараты нового поколения – «Дезефект» и «Дезавит»  
в концентрациях 0,4–3,8 % [32]. 

В наших экспериментах в качестве основного стерилизующего агента использовался  
30%-ный раствор перекиси водорода экспозицией от 7 до 15 мин. В зависимости от сорта, срока 
введения максимальный показатель жизнеспособных и стерильных эксплантов винограда соста-
вил 85,0 % [11, 33, 34].

Несмотря на то, что этанол на первых этапах стерилизации растительного материала вино-
града используется очень многими исследователями, некоторые из них отмечают, что молодые 
побеги чувствительны к нему. Обработка 70%-ным этанолом вызывала повреждения у 32,0–100,0 % 
эксплантов [7]. 

При введении эксплантов непосредственно перед стерилизацией материала его поме щают  
в колбы со стерилизованной водой или с добавлением антиоксиданта – аскорбиновой кислоты 
(1 мас.%) [7, 25]. Это позволяет снизить негативное последействие дезинфицирующих агентов: 
экспланты впитывают достаточное количество воды, что защищает их от дальнейшего воздей-
ствия стерилизующих агентов [7]. 

После стерилизации, непосредственно перед посадкой на питательные среды, рекомендуется 
обновить все срезы экспланта [7, 27, 30]. 

Минеральный состав сред. На этапе введения в культуру in vitro винограда наиболее часто 
используются среды, содержащие соли питательной среды Мурасиге – Скуга (MS), а также сре-
ды G90, M64 и модифицированные среды MS и Nitsch and Nitsch (1969) [19, 27, 35, 36]. 

Лучшие регенерация и развитие растений наблюдались у большинства сортов на модифици-
рованной питательной среде Мурасиге и Скуга (пониженное содержание (3/4) макроэлементов, 
160 мг/л КH2PO4) с чередованием культивирования на твердой среде, а через 3–4 нед. на жидкой 
среде [5]. Применение жидкой питательной среды способствовало ускорению развития микро-
растений из меристем сортов винограда Подарок Магарача, Кобер 5ББ, Жемчуг Магарача и Сверх-
ранний бессемянный на 30 дн. по сравнению с агаризованной средой [4]. 

Оптимальные показатели регенерации эксплантов отмечались на агаризованных средах, со-
держащих ½ или ¾ концентрации макро- и микроэлементов MS и увеличенной концентрацией 
витаминов (тиамин HCl – 10 мг/л, никотиновая кислота – 4 мг/л) [8, 37]. 

Зарубежные коллеги в своих исследованиях также отмечали эффективность среды MS с по-
ниженной концентрацией солей: до ½ концентрации всех солей MS [24] или только до ½ концен-
трации KNO3 и NH4NO3 [20]. 

Использовали питательную среду MS, модифицировав ее витаминный состав: тиамин – 1 мг/л, 
пиридоксин – 1 мг/л, никотиновая кислота – 1 мг/л, мезоинозит – 50 мг/л, с содержанием сахаро-
зы – 2 % и рН до 6,4–6,5 [2]. 

Апикальные меристемы размером 0,5–0,8 мм через 70 дн. регенерировали побеги длиной 
2–4 см на модифицированной cреде MS, где NaH2PO4·H2O составил 170 мг/л, парааминобензой-
ная кислота – 5 мг/л, тиамин – 10 мг/л, никотиновая кислота – 5 мг/л, пиридоксин – 0,2 мг/л, гли-
цин – 10 мг/л, рН до 5,6–5,8 [38]. 

J. L. Zhang с коллегами определили, что для инициации эксплантов V. piasezkii var. pagnucii 
была оптимальной среда ½ MS, на которой развитие побегов проходило на 6 дн. раньше, чем на 
MS с полным набором макро- и микросолей. Кроме того, на ½ MS формировалось больше листо-
вых пластинок, чем на других средах [21]. 

 Гормональный состав сред. Для размножения винограда в культуре in vitro в качестве ци-
токинина чаще всего используется 6-БА. Работы А. Батукаева свидетельствуют о том, что низ-
кие концентрации 6-БА (0,01–0,1 мг/л) слабо стимулируют процессы органогенеза эксплантов, 
а высокие концентрации (5 мг/л) также негативно влияют на развитие микропобегов [16]. Таким 
образом, необходимо подбирать оптимальную концентрацию фитогормона в зависимости от ге-
нотипа. 

Большинство исследователей использовали 6-БА в концентрациях 0,5 мг/л [38] или 1,0 мг/л 
[8, 39]. Примерно через 21–24 дн. у всех растений-регенерантов наблюдали образование побегов 
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высотой около 1,5 см [39]. Иногда концентрацию 6-БА несколько повышают для развития верху-
шечных меристем винограда до 2,0–2,25 мг/л [16, 19, 20] или понижают до 0,1–0,2 мг/л [32] в за-
висимости от генотипа. 

Использование комплекса различных фитогормонов также положительно сказывалось на ак-
тивации регенерационных процессов. Например, для культивирования апикальных меристем из 
пасынковых почек сорта Молдова оптимальным гормональным составом являлось сочетание 
6-БА и кинетина (по 1,0 мг/л), а апикальные меристемы из почек глазка высокие показатели ини-
циации демонстрировали при сочетании 6-БА, кинетина и индолилуксусной кислоты (ИУК)  
(по 1 мг/л) [6]. 

Присутствие в питательной среде гибберелловой кислоты не влияло на индукцию роста и раз-
вития эксплантов [37]. 

Для введения сортов винограда оптимальны были сочетания цитокининов и ауксинов: 0,5–
1,0 мг/л 6-БА, 0,1–0,2 мг/л ИМК [37], а также 1 мг/л 6-БА и 0,01 мг/л   α-нафтилуксусной кислоты 
(НУК) [1, 10, 11, 33, 34], 0,5 мг/л 6-БА и 0,01 мг/л НУК [24, 40].

Улучшает развитие эксплантов и добавление в питательную среду аденин-сульфата 74–147 мг/л 
на фоне 1–4 мг/л 6-БА [19, 36, 41]. 

Салициловая кислота и антибиотики. Лучшей приживаемости меристем подвоев виногра-
да на этапе введения, а также новообразованию узлов и побегов на этапе собственно микрораз-
множения способствовала салициловая кислота в концентрации 1,4 мг/л. По реакции генотипов 
на салициловую кислоту авторы выделили несколько групп растений: слабореагирующие (SO4 
и Кобер 5ББ); среднереагирующие (Гравесак и Феркаль); сильнореагирующие (5С и RCB) [42].

Для подавления бактериального и грибного заражения на этапе введения эксплантов реко-
мендуют вводить в состав питательной среды антибиотики «Карбонициллин» (динатриевая 
соль) в дозе 1 мг/мл или «Клафоран» («Цефотаксим») в дозе 0,1–0,2 мг/мл. Раствор антибиотиков 
добавляют через мембранные фильтры типа Millipore или термические фильтры с размером пор 
не более 0,4 мк методом холодной стерилизации [9]. 

Для поддержания стерильности на всех этапах развития растений-регенерантов в питатель-
ную среду добавляют антибиотик «Цефотаксим» в концентрации 10 мг/л [31]. Отмечают, что 
введение в состав питательной среды препарата «Цефотаксим» оказывало положительное влия-
ние на регенерацию меристем на этапе введения и последующих этапах пролиферации и ризоге-
неза, способствуя оздоровлению растений [43]. 

Освещение. В основном исследователи культивируют экспланты при освещении 2,0–3,0 тыс. лк 
[1, 10, 11, 33, 34]. Некоторые авторы рекомендуют высаженные меристемы первую неделю куль-
тивировать при освещении 0,8–1,0 тыс. лк, а затем увеличивать освещение до 2,0–5,0 тыс. лк [9]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Этап введения в культуру in vitro – критический этап клонального микроразмножения, це-
лью которого является получение максимального количества стерильных и жизнеспособных 
растений-регенерантов. 

Современные сорта – это гибриды между основными видами Vitis vinifera, V. labrusca, V. ri
paria, V. amurensis, V. rupestris, V. berlandieri и V. lincecumii, к которым необходим подбор опти-
мальных условий культивирования. Для успешного размножения в культуре ткани исходным 
материалом могут быть интенсивно растущие зеленые побеги, взятые из кустов винограда в мае – 
июне или из выведенной из состояния покоя вызревшей лозы в осенне-зимний период. В каче-
стве экспланта обычно используются апикальные меристемы, выделенные из апикальных и ла-
теральных почек, различной длины междоузлия с одной почкой.

Стерилизующие агенты, используемые для получения стерильного материала, (гипохлорит 
натрия или кальция, сулема, перекись водорода и т. д.) и их концентрации необходимо подбирать 
в соответствии с генотипическими особенностями сортов винограда, большая часть которых от-
носится к межвидовым гибридам. Для подавления бактериальной и грибной контаминации на 
первом этапе культивирования эксплантов возможно введение в состав питательной среды анти-
биотиков.
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На этапе введения в культуру in vitro винограда чаще используется полная по минеральному 
составу среда MS или с пониженной концентрацией макроэлементов; 6-БА применяют в диапа-
зоне концентраций 0,5–1,0 мг/л как единственный фитогормон в среде, так и в сочетании с аук-
синами (ИМК, НУК), кинетином или аденин-сульфатом. Минеральный и гормональный состав 
питательных сред также обуславливается генотипом винограда.
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INITIATION STAGE OF GRAPES IN VITRO CULTURE AS A CRITICAL STAGE  
OF PLANT CLONAL MICROPROPAGATION

A. A. ZMUSHKO, T. A. KRASINSKAYA

Summary
Initiation stage of in vitro culture of grapes is a critical stage of clonal micropropagation, the purpose of which is to 

obtain the maximum number of sterile and viable regenerative plants.
Modern varieties are hybrids between the main species of Vitis vinifera, V. labrusca, V. riparia, V. amurensis, V. rupestris, 

V. berlandieri and V. lincecumii, which require the selection of optimal cultivation conditions: the timing of initiation, 
concentration and sterilization exposure time, mineral and hormonal composition of nutrient media, the use of additional 
biologically active substances to improve regeneration processes.

Keywords: Vitis L., in vitro culture, explant, nutrient medium, sterilization scheme.
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