
Субтропическое и декоративное садоводство (84)

102

Субтропическое и декоративное садоводство (88)

Раздел 2 
СЕЛЕКЦИЯ, СЕМЕНОВОДСТВО

И БИОТЕХНОЛОГИЯ

УДК 634.8:57.085.2
DOI: 10.31360/2225-3068-2024-88-102-122
EDN UQBLAC

СПОСОБЫ ЗАМЕДЛЕНИЯ 
РОСТОВЫХ ПРОЦЕССОВ ДЛЯ СОЗДАНИЯ КОЛЛЕКЦИИ 

ГЕНОФОНДА ВИНОГРАДА IN VITRO

Дорошенко Н.П., Пузырнова В.Г. 

Всероссийский научно-исследовательский институт 
виноградарства и виноделия имени Я.И. Потапенко – филиал 

«Федеральный Ростовский аграрный научный центр», 
г. Новочеркасск, Россия, e-mail: valentina.puzirnova@yandex.ru

Дорошенко Н.П. orcid.org/0000-0003-3930-1639
Пузырнова В.Г. orcid.org/0000-0002-7284-120X

Для длительного депонирования растений винограда в коллекции генофон-
да in vitro исследованы способы замедления ростовых процессов: изменение 
условий культивирования и модификация состава питательных сред. Для из-
менения условий осуществляли культивирование в условиях пониженной по-
ложительной температуры и освещённости, увеличения плотности питатель-
ной среды. Модификация питательных сред заключалась в изменении состава 
макросолей, введения в состав питательных сред природных ингибиторов, 
регуляторов роста Эмистим, Лигногумат калийный, Мелафен, салициловая 
кислота, антибиотика Гентамицин, углеводов с осмотическим действием: са-
хароза, сорбит и фруктоза. При пониженной температуре (11−17 оС) на свету 
интервалы между пересадками увеличиваются вдвое и становится возмож-
ным делать одну пересадку в полгода. Добавление в питательную среду се-
мян винограда в повышенных концентрациях позволяет в 4−5 раз увеличить 
промежутки времени между пересадками растений на свежую питательную 
среду. Доказана возможность беспересадочного культивирования в коллекции 
in vitro в течение 490 дней при введении в состав питательной среды нитрата 
кальция. Мелафен способствует продолжительному беспересадочному культи-
вированию в течение 260 дней. Возможно беспересадочное культивирование 
растений в течение 450 дней и отдельных растений: 540 и 630 дней. При 
применении антибиотика Гентамицин продолжительность беспересадоч-
ного хранения увеличивалась в среднем до 7−10 месяцев. Отмечена воз-
можность беспересадочного культивирования в течение 13−15 месяцев. 
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Осмотик сорбит может быть применен для создания генетической коллекции 
винограда in vitro в концентрации 10,0 и 30,0 г/л. Разработан новый способ 
хранения вызревших микрочеренков при пониженной температуре, обеспе-
чивающий продолжительность беспересадочного культивирования до 3 лет.

Ключевые слова: виноград. коллекция in vitro, Эмистим, Мелафен, салицило-
вая кислота, Гентамицин, сахароза, сорбит, фруктоза.

Введение. Генетические ресурсы растений служат стратегической 
базой эффективного стабильного развития не только сельского хозяй-
ства, но и всех отраслей экономики и социальной сферы Российской 
Федерации и мира в целом.

Проблема сохранения генофонда растений в условиях глобального 
экологического неблагополучия приобретает особое значение. Разра-
ботка методов микроклонального размножения является одним из пер-
спективных направлений сохранения биоразнообразия и основой для 
создания генетических банков in vitro [13].

Коллекции in vitro (биоресурсные коллекции) – это искусственно 
созданные и длительно поддерживаемые в контролируемых асептиче-
ских условиях (in vitro) образцы живого растительного материала (ме-
ристемы, каллуса, эмбриогенных культур, микропобегов, целых микро-
растений и др.), которые соответствуют конкретным генотипам разных 
видов растений и предназначены для их сохранения и воспроизводства. 
В коллекции in vitro, как правило, сохраняют уникальные и/или хозяй-
ственно ценные генотипы, редкие и исчезающие виды растений, преи-
мущественно те, которые трудно размножаются вегетативно или теряют 
ценные признаки при семенном размножении [8, 15]. Такие «живые» 
коллекции, включающие уникальные образцы генетических ресурсов, 
чаще всего создаются при ботанических садах, научно-исследователь-
ских институтах и университетах. Они представляют собой только часть 
генетического разнообразия, однако особо ценную для сохранения, кон-
сервации и воспроизводства, всестороннего изучения и использования.

Создание и поддержание коллекций представителей ценного гено-
фонда относится к приоритетным направлениям в нашей стране, что 
отражено в ряде стратегических документов Российской Федерации, 
последним из которых является Федеральная научно-техническая 
программа развития генетических технологий на 2019–2027 гг. [14]. 
Один из запланированных результатов данной программы − созда-
ние и функционирование биоресурсных коллекций, обеспечивающих 
хранение и предоставление образцов коллекций в соответствии с миро-
выми стандартами. В настоящее время в России зарегистрировано около 
250 коллекций растений, 82 коллекции микроорганизмов, 44 коллекции 
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животных, 32 коллекции биоматериалов и клеточных линий человека 
(15 коллекций) и других живых объектов [7]. 

«Ноев Ковчег» представляет из себя уникальный научный проект 
МГУ, цель которого − создание банка данных всех существующих на 
Земле живых организмов. По состоянию на 2020 год включает 1,2 млн 
образцов биологических материалов всех живых организмов Земли. 
Проект включает криосохранение различного клеточного материала, 
который может затем репродуцироваться, информационные системы 
− не всё ведь можно держать в пробирке [9]. Будет создана система, 
объединяющая этот банк данных с другими, которые есть в России и, 
может быть, даже за рубежом.

В этом ракурсе возрастает значение исследований по винограду, ко-
торые начаты в 1979–1987 гг. [18, 16, 19], и в настоящее время проис-
ходит их дальнейшее развитие. Отечественные и зарубежные учёные 
рассматривают сохранение зародышевой плазмы виноградной лозы in 
vitro как альтернативу полевой коллекции и считают, что разработка 
эффективных способов ее хранения in vitro может обеспечить сбереже-
ние ценного биоразнообразия [21, 25, 22].

В настоящее время коллекции винограда in vitro созданы в лабора-
тории биотехнологии ВНИИВиВ им. Я.И. Потапенко [10, 1]. Разраба-
тываются методы создания и сохранения коллекции генофонда вино-
града in vitro в Институте «Магарач» [2].

Наиболее часто используемым подходом сохранения растений in 
vitro является депонирование (сохранение живых растений без частых 
пересадок) в условиях пониженной температуры при слабом уровне 
освещения. Для торможения роста растений помимо снижения темпе-
ратуры в питательную среду добавляют осмотики (сорбит, маннит, по-
вышают концентрацию сахарозы и др.), ретарданты (например, хлорхо-
линхлорид), гормоны (регуляторы роста), уплотняют питательную среду 
(путём повышения в ней содержания агара) и др. Главный методический 
подход при проведении этих исследований – достижение состояния за-
медленного роста при сохранении жизнеспособности тканей экспланта.

Цель настоящей работы − проанализировать и обобщить матери-
алы исследований процесса замедления роста мериклонов под влияни-
ем различных условий культивирования и модификации питательных 
сред для разработки способов долгосрочного хранения и создания кол-
лекции генетических ресурсов винограда в культуре in vitro.

Объекты и методы исследований. Исследования проводились по 
общепринятым в биотехнологии методикам в стационарных лаборатор-
ных условиях ВНИИВиВ им. Я.И. Потапенко. Все исследования осу-
ществляли на питательной среде Мурасиге и Скуга, модифицированной 
П.Я. Голодригой [20] для различных этапов культивирования.
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Питательная среда (мг/л). Макроэлементы: NH4NO3 212; KNO3 903; 
MgSO4

.7H2O 72; KH2PO4 51; CaCl2 366. Микроэлементы: H3BO3 1,6; 
MnSO4

.5H2O 6,0; СuSO4
.5H2O 0,006; CoCl26H2O 0,006; ZnSO4

.7 H2O 2,2; 
Na2MoO42H2O 0,6; KJ 0,21; Хелат железа: FeSO4 

.7H2O 7,0; Na2 ЭДТА.2H2O 
9,3; Витамины: Мезоинозит 50; Никотиновая кислота 0,2; ИУК 0,1; Саха-
роза 10 г/л; рН 5,0–5,2.

Одним из ключевых моментов создания коллекции in vitro являет-
ся разработка приёмов введения растительного материала в стериль-
ную культуру. Чтобы достигнуть большего эффекта при длительном 
хранении фонда, необходимо освободить растительный материал от 
патогенов и быстро размножить его. Для повышения эффекта оздо-
ровления растений сочетали культуру апикальных меристем, при от-
носительном размере эксплантов 0,1−0,2 мм, с хемотерапией, прово-
димой салициловой кислотой, рибавирином и с антибактериальной 
хемотерапией, основанной на применении антибиотика Цефотаксим. 
Антибиотики вносили в питательную среду после автоклавирования 
и охлаждения её до 50 оС.

В коллекции in vitro сохранялись микрорастения, восстановленные 
из оздоровленных микрочеренков. Одно микрорастение высаживают в 
одну пробирку, то есть коллекция была «живой» или, как ещё называют 
такие коллекции, «зелёной».

При проведении учётов оценивались такие параметры, как гибель 
растений из-за инфекции и отсутствия развития с последующим не-
крозом, приживаемость и сохранность растений, число и длина корней, 
высота, количество листьев, коэффициент полярности.

Жизнеспособность растений оценивали с периодичностью один раз 
в месяц по количеству некрозов тканей листьев и побегов: 

0 баллов – визуальная гибель растения, 
1 балл – некроз более 50 % тканей растения, 
2 балла – некроз менее 50 % тканей, 
3 балла – растения без некроза.
Результаты и их обсуждение. Коллекция генофонда винограда 

ВНИИВиВ им. Я.И. Потапенко in vitro развивается за счёт пополнения 
новыми сортами и совершенствования условий длительного хранения. 
Замедления интенсивности ростовых процессов мы добивались, изме-
няя условия хранения и осуществляя модификацию питательных сред.

Культивирование в условиях пониженной положительной тем-
пературы. Чтобы повысить эффективность хранения in vitro, облег-
чить уход за коллекцией, необходимо увеличить интервал между пе-
ресадками и уменьшить их количество. Нашими исследованиями [3] 
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установлено, что при пониженной температуре (11−17 оС) на свету у 
пробирочных растений уменьшаются число корней и их длина, число 
листьев и высота побегов, то есть наблюдается минимальный рост, что 
способствует увеличению продолжительности хранения. Интервалы 
между пересадками увеличиваются вдвое и становится возможным де-
лать одну пересадку в полгода.

При изучении культивирования растений in vitro в течение 10 меся-
цев (4 оС) после депонирования осталось живыми 100 % растений (из 
20) сорта ‘Восторг’. Из 11 растений винограда ‘Агат донской’ погибло 4.

Данные, приведённые в таблице 1, показывают возможность депониро-
вания растений винограда in vitro в течение продолжительного времени на 
специальной среде при 4 оС и непрерывном освещении в 500 лк (табл. 1).

Таблица 1. Продолжительность депонирования при различных 
условиях культивирования
Table 1. Duration of deposition under various cultivation conditions

Условия культивирования

Живые растения (%) 
при продолжительности 
культивирования, месяц
3 9 12

20 оС, освещение 5−8 клк,16 ч/сутки,
среда Мурасиге-Скуга 100 22 13

20 оС, освещение 5−8 клк,16 ч/сутки,
специальная среда для хранения 100 35 28

4 оС, освещение 0,3−0,5 клк, 24 ч/ сутки,
специальная среда для хранения 100 80 76

Полученные данные показывают, что при температуре 4 оС и низ-
кой освещённости сохранилось 76 % растений в течение 12 месяцев, 
26 растений остаются живыми более года.

В данных условиях растения сохраняют жизнеспособность, и ми-
крочеренки, полученные из них, способны регенерировать при обыч-
ном режиме культивирования. Различные сорта винограда по-разному 
реагируют на такие условия депонирования. Более устойчивым к пони-
женной температуре оказался сорт ‘Восторг’, у которого регенерирова-
ло 79,7 % растений, в то время как у сорта ‘Агат донской’ только 58 %.

Таким образом, проведённые исследования позволяют предло-
жить условия хранения коллекционного генофонда винограда in vitro 
до 10−12 месяцев и более за счёт использования специальной среды 
и температуры 4 оС. Вероятно, для сохранения пробирочных растений 
некоторых сортов винограда, больше подойдет температура 8−10 оС. 
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Исходя из этого, осуществлялось хранение пробирочных растений 
в фармацевтическом шкафу при пониженной положительной темпе-
ратуре +1…+8 оС. Растения хранили в плотно закрытых пробирках с 
твёрдой питательной средой в течение года, а затем их черенковали и 
высаживали на свежую питательную среду. Выявлено, что в процессе 
хранения произошло вызревание растений, а вызревшие микрочеренки 
сохраняли регенерационную способность. Таким образом, установлена 
возможность регенерации in vitro растений из вызревших микрочерен-
ков, что способствует продлению сроков беспересадочного хранения и 
созданию «живой» коллекции вызревших микрочеренков.

Выявлена возможность сохранения растений без пересадки в тече-
ние 210−240 дней, используя питательную среду для длительного хра-
нения и понизив освещённость до 400−500 лк, не изменяя при этом па-
раметры температурного режима. Несмотря на некоторое ослабление 
растений в процессе хранения, пожелтение листьев, увядание, установ-
лено, что они сохранили жизнеспособность и обеспечили при пересад-
ке хорошую регенерационную способность [4].

На ростовые процессы оказывает влияние плотность питатель-
ной среды. Максимальные показатели ростовых процессов сорта 
‘Фиолетовый ранний’ отмечены при содержании агар-агара 6,0 мг/л. 
В вариантах с содержанием агар-агара 8,0 мг/л и выше происходит 
уменьшение длины ризогенной зоны, роста и облиственности расте-
ний в 1,1–1,2 раза. То есть, происходит замедление ростовых процессов 
при высокой приживаемости растений, что необходимо для создания 
коллекции генофонда винограда in vitro.

На протяжении 8 месяцев хранения лучшие показатели сохранно-
сти и жизнеспособности зафиксированы у растений на питательной 
среде с плотностью 10,0 г/л агар-агара. Таким образом, целесообразно 
при содержании коллекции винограда в культуре in vitro увеличить со-
держание агар-агара в питательной среде до 10,0 г/л. [5].

Модификация питательных сред. Впервые осуществлено при-
менение природных ингибиторов для депонирования растений ви-
нограда. Добавление в питательную среду семян винограда в повы-
шенных концентрациях (1,0%-ный порошок тонкоразмолотых семян 
или 20%-ная вытяжка) создаёт в ней такой уровень естественных ин-
гибиторов, при котором наблюдается снижение ростовых процессов 
и можно в 4−5 раз увеличить промежутки времени между пересадками 
растений на свежую питательную среду [12].

Замена в составе питательной среды СаСl2 на Са (NO3)2, уточ-
нение его концентрации. Выявлено, что замена в составе питательной 
среды СаСl2 на Са (NO3)2 при содержании нитрата кальция 1,5‒7,5 мМ 
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способствует улучшению ростовых процессов, которое на 45 день 
культивирования выражается в увеличении числа корней в 2,4‒2,9 раза, 
ризогенной зоны в 1,9‒2,1 раза, высоты растений в 1,3‒1,8, числа ли-
стьев 1,6‒2,1 раза (табл. 2). На 90 день культивирования эта закономер-
ность сохраняется [6]. 

Таблица 2. Показатели жизнеспособности растений при 
культивировании их на питательной среде с Са (No3)2, 
Пухляковский, 2012‒2013 гг.
Table 2. Indicators of plant viability when cultivating them on a 
nutrient medium with Ca (No3)2, Pukhlyakovsky, 2012‒2013

Са (No3)2,
мМ

Сохранилось, 
шт./%

Листьев, шт. Жизнеспособ-
ность,
баллызелёных сухих + пожел-

тевших
Культивирование в течение 243 дней

0 11/39,2 3,2 13,7 1,0
1,5 26/92,9 5,1 10,8 1,0
3,0 26/92,9 5,7 12,8 1,0
4,5 25/89,2 6,7 10,4 1,0
6,0 23/82,1 7,9 9,6 1,0
7,5 28/100 7,6 6,3 1,0

НСР0,95 2,2 3,4

Культивирование в течение 270 дней 

0 8/28,5 6,2 7,5 1,0
1,5 26/92,9 7,3 7,4 1,0
3,0 26/92,9 7,2 8,6 1,0
4,5 25/89,2 6,2 11,1 1,0
6,0 23/82,1 8,4 6,3 2,0
7,5 28/100 5,3 6,2 1,0

НСР0,95 1,1 4,2

Культивирование в течение 385 дней 

0 0 − − −
1,5 16/57,7 10,7 11,8 1,0
3,0 17/60,7 11,1 11,7 1,0
4,5 9/32,1 11,7 11,7 2,0
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Са (No3)2,
мМ

Сохранилось, 
шт./%

Листьев, шт. Жизнеспособ-
ность,
баллызелёных сухих + пожел-

тевших
6,0 9/32,1 10,2 9,4 2,0

7,5 13/46,4 10,7 9,9 2,0

Культивирование в течение 490 дней,

0 0 − − −

1,5 12/42,8 2,7 11,0 /19,7 1,0

3,0 13/46,4 3,2 11,9/21,1 1,0

4,5 7/25,0 2,6 12,7/17,2 1,0

6,0 5/17,9 5,0 10,2/32,8 1,0

7,5 10/35,7 4,5 1,0

При культивировании в течение 385‒490 дней наибольшее коли-
чество жизнеспособных растений сохранялось при концентрациях Са 
(No3)2‒ 1,5; 3,0 и 7,5 мМ. Таким образом, при более продолжительном 
хранении (19 месяцев) сохранились единичные растения: 2 растения в 
варианте с содержанием Сa (NO3)2 ‒ 3,5 мМ/л и по одному растению в 
вариантах с содержанием Сa (NO3)2 7,5 и 9,0 мМ/л. 

Эмистим. Анализ применения препарата Эмистим в разведении от 
10-6 до 10-10 при микрочеренковании 6 сортов винограда (привойных – 
‘Дружба’, ‘Каберне северный’, ‘Цветочный’ и подвойных – ‘Кобер 5ББ’, 
‘Рупестрис дю Ло’, 1615-2) показал, что Эмистим стимулирует развитие 
корней и побегов у всех изучаемых сортов. У сорта ‘Дружба’, подвоев 
‘Кобер 5ББ’, 1615-2 лучшее развитие растений произошло при разведе-
нии Эмистима 10-7- 10-8, у сорта ‘Цветочный’ при разведении 10-10.

Кроме этого, следует отметить торможение ростовых процессов 
растений: происходит уменьшение числа и длины корней, роста 
растений и образования листьев. Замедление роста растений сорта 
‘Кобер 5ББ’ отмечено при разведении 10-7, у сорта ‘Цветочный’ при 
10-8, у сортов ‘Дружба’ и подвоя 1615-2 при разведении Эмистима 
10-9 (рис. 1). Таким образом, Эмистим замедляет рост растений и 
может быть использован при создании коллекции in vitro.

Продолжение таблицы № 2
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Рис. 1. Развитие растений сорта ‘Кабашный’
 при добавлении в питательную среду препарата Эмистим: 

А − Эмистим в разведении 10-7; В − Эмистим добавлен в разведении 10-5

Fig.1. Development of Kabashny cultivars within Emistim 
is added to the nutrient medium: 

A − Emistim at a dilution of 10-7; B − Emistim is added at a dilution of 10-5

Совместное применение препаратов Эмистим и Лигногумат 
калийный. Установлено, что совместное применение лигногумата ка-
лийного в концентрациях 10, 50 и 90 мг/л и Эмистима в разведении 
10-12, 10-10, 10-9, 10-8 и 10-6 вызывает не только стимулирование, но и ин-
гибирование ростовых процессов. 

При разведении Эмистима 10-10 и концентрациях лигногумата 90,0; 
10,0 и 50,0 мг/л в питательной среде у микрорастений увеличивается 
длина корней и, длина ризогенной зоны, но замедляется рост побегов, 
ухудшается соотношение между ростом корней и побегов, что отрица-
тельно сказывается на сохранности растений (рис. 2).

Более значительное угнетение растений отмечено при применении 
лигногумата в количестве 10,0−50,0, мг/л с Эмистимом в разведении 
10-6. В этом случае отмечено уменьшение числа корней, их длины и 
длины ризогенной зоны, снижение роста растений и числа листьев. Со-
стояние растений было угнетённым, отмечена гибель и снижение со-
хранности растений. 

Введение в состав питательной среды регулятора роста Мела-
фен. Установлена возможность длительного беспересадочного хране-
ния растений в культуре in vitro на питательной среде с Мелафеном. 
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Рис. 2. Приживаемость пробирочных растений сорта ‘Фиолетовый ранний’ 

при различном соотношении фитогормонов: 
а) через 25 дней; б) через 45 дней; в) через 65 дней культивирования

Fig. 2. Survival of test tube plants of the ‘Fioletovy ranny’ cultivar 
with a different ratio of phytohormones:

 a) after 25 days; b) after 45 days; c) after 65 days of cultivation
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Наблюдения, проведённые за растениями, находящимися на хранении 
260 дней, показали, что Мелафен способствует продолжительному беспе-
ресадочному культивированию. При концентрациях препарата 10-5 и 10-11 

сохранилось больше, чем в контроле жизнеспособных растений с зелёны-
ми и пожелтевшими листьями и меньшее число растений с высохшими ли-
стьями. При культивировании в течение 300 дней сохранились единичные 
растения с единичными зелёными листьями. Во всех вариантах с Мелафе-
ном положение было лучше, чем в контроле. Оптимальное состояние рас-
тений отмечено в вариантах с концентрациями препарата 10-5 и 10-9.

Выявлена хорошая сохранность растений при беспересадочном 
культивировании растений сорта ‘Баклановский’ в течение 270 и 450 
дней и возможность хранения отдельных растений в вариантах с Мела-
феном без пересадки в течение 540 и 630 дней.

Салициловая кислота, добавленная в состав питательной среды на 
этапе ввода, способствует улучшению адаптации меристем к условиям 
культивирования и регенерации из них растений; на этапе микрочеренко-
вания применение СК в диапазоне концентраций 0,14−1,0 мг/л улучшает 
приживаемость микрочеренков, стимулирует корнеобразование, но ин-
гибирует рост растений. Отмечена различная реакция отдельных сортов 
винограда на её применение: для подвойных сортов винограда лучшей 
оказалась концентрация – 1,4 мг/л; для сорта ‘Красностоп золотовский’ 
– 0,14 мг/л. Салициловая кислота способствовала улучшению состояния 
растений сорта ‘Крестовский’, регенерированных из меристем.

Введение в состав питательной среды антибиотика Гентами-
цин. Гентамицин способствует улучшению приживаемости растений, 
которая при введении его в состав питательной среды, повышается по 
сравнению с контрольным вариантом в 2−3 раза. При этом проявля-
ется токсическое влияние антибиотика на образование и рост корней, 
рост побегов и образование, и рост листьев. При концентрациях 0,01 
и 0,03 мл/л произошло улучшение корнеобразования, высоты и облис-
твенности растений, скорости их роста. Благодаря этому, увеличилась 
продолжительность беспересадочного хранения в среднем до 7‒10 ме-
сяцев. Это отмечено, как при культивировании подвойных, абориген-
ных, так и межвидовых гибридных сортов винограда.

Сорт ‘Каберне Совиньон’ ‒ продолжительность хранения 15 меся-
цев. Сохранилось 2 растения в варианте с содержанием гентамицина 
0,005 мл/л и 1 растение в варианте с концентрацией 0,01мл/л.

Сорт ‘Золотинка’ ‒ продолжительность хранения на питательной 
среде с гентамицином составила 13 месяцев. В контроле (без ГМ) со-
хранилось 1 растение при концентрации ГМ 0,03 мл/л ‒ 6 растений, 
при концентрации 0,05 мл/л ‒ 9 растений.
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Сравнительная оценка Мелафена, Гентамицина, Цефотаксима, 
салициловой кислоты. Проведена сравнительная оценка препаратов, 
применяемых для депонирования (табл. 3). 

Таблица 3. Сравнительная характеристика различных препаратов 
при культивировании растений винограда в культуре in vitro, 
Баклановский, 2014 г. 
Table 3. Comparative characteristics of various preparations within 
the cultivation of grapevine plants in vitro, Baklanovsky, 2014
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Учёт через 50 дней культивирования

Мелафен 10-7 100,0 2,7 2,7 7,2 5,3 3,4 0,11 1,3

Гентамицин 0,05 100,0 1,4 0,7 1,0 1,3 2,4 0,03 0,7

Цефотаксим 100 85,7 2,3 2,8 6,4 3,4 3,4 0,06 1,7

Са (NО3)2 3,5 96,4 2,6 3,2 8,3 4,8 3,3 0,10 1,7

СК* 0,14 100,0 2,3 1,8 4,1 3,0 3,8 0,06 1,3

СК 1,4 100,0 2,5 1,6 4,0 2,8 2,8 0,06 1,4

НСР0,95 1,3 0,7 2,5

Учёт через 80 дней культивирования

Мелафен 10-7 96,4 3,0 3,5 10,5 8,9 5,6 0,11 1,2

Гентамицин 0,05 100,0 1,5 1,0 1,5 2,4 2,3 0,03 0,6

Цефотаксим 100 78,6 2,7 3,0 8,1 5,5 4,2 0,07 1,4

Са (NО3)2 3,5 89,3 2,7 3,3 8,9 7,5 4,7 0,10 1,1

СК 0,14 85,7 2,8 2,4 6,7 5,8 4,3 0,07 1,1

СК 1,4 57,1 2,6 2,6 6,7 6,0 4,1 0,08 1,1

НСР0,95 1,4 1,1 2,1
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Учёт через 110 дней культивирования

Мелафен 10-7 89,3 3,3 3,3 10,9 10,4 7,1 0,10 1,0
Гентамицин 0,05 75,0 1,7 1,5 2,6 3,2 3,5 0,03 0,8
Цефотаксим 100 71,4 3,0 3,2 9,6 7,8 6,4 0,08 1,2

Са (NО3)2 3,5 71,4 2,9 4,2 12,1 9,1 6,5 0,08 1,2

СК 0,14 71,4 2,7 2,7 7,3 8,5 6,0 0,08 0,9
СК 1,4 32,1 2,7 2,8 7,6 8,1 6,5 0,07 0,9

НСР0,95 1,1 1,4 4,8

Примечание:  *СК – салициловая кислота       

Отмечена высокая приживаемость микрочеренков и сохранность 
растений в течение 50‒110 дней культивирования. Исключение пред-
ставляет салициловая кислота в концентрации 1,4 мг/л. В этом варианте 
произошло резкое снижение сохранности растений через 80 и, особенно, 
через 110 дней культивирования.

На протяжении всего периода культивирования более высокие по-
казатели морфогенеза отмечены под действием Мелафена, самые низ-
кие под влиянием Гентамицина. Низкие показатели также отмечены 
при применении салициловой кислоты.

При хранении в течение 270 дней (табл. 4) отмечена достаточно 
высокая сохранность растений, особенно, при добавлении в пита-
тельную среду Мелафена. Положительным является тот факт, что у 
растений был определён высокий коэффициент жизнеспособности в 
вариантах c Мелафеном, Са (NО3)2 и салициловой кислотой в концен-
трации 0,14 мг/л, что позволило продлить депонирование этих растений.

Аналогичные результаты получены на сорте ‘Пино нуар’. В опыте че-
рез 5 месяцев культивирования отмечена достаточно высокая сохранность 
растений – 41,0‒46,4 % и высокий коэффициент жизнеспособности – 
1,6‒2,0 балла. Лучшие показатели получены в вариантах с салициловой 
кислотой в концентрациях как 0,14, так и 1,4 мг/л, также с Мелафеном и 
Цефотаксимом. Низкие показатели оказались в варианте с сахарозой 60 г/л. 

Опыт на сорте ‘Денисовский, в отсутствии Мелафена, также пока-
зал преимущества при депонировании с Цефотаксимом и салициловой 
кислотой, при низких показателях сахарозы в количестве 60 г/л.

Применение углеводов (сахароза, сорбит, фруктоза) для депони-
рования винограда в коллекции in vitro. Помимо того, что углеводы яв-
ляются источником энергии для культивируемых растений, они оказы-
вают на них осмотическое действие, в результате которого происходит 
имитация недостатка влаги и замедление ростовых процессов.
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Таблица 4. Состояние растений через 270 дней хранения в 
коллекции на питательных средах с различными препаратами, 
Баклановский, 2014 г.
Table 4. The plants state after 270 days of storage in the collection on 
nutrient media with various preparations, Baklanovsky, 2014

Вариант Сохра-
нилось,
шт./%

Высо-
та, 
см

Число ли-
стьев, шт.

Коэф-
фициент 
жизне-
способ-
ности

Остав-
лено 

на хра-
нении, 

шт.
препарат

кон-
цен-

трация
зелё-
ных

подсох-
ших

Мелафен 10-7 24/42,8 16,5 6,6 6,7 1,5 19
Гентамицин 0,05 21/37,5 10,0 6,7 7,2 0,8 15
Цефотаксим 100 19/33,9 18,5 6,7 7,6 1,1 15

Са (NО3)2 3,5 20/35,7 15,8 7,1 8,6 1,5 16
Салициловая 
к-та 0,14 19/33,9 16,8 8,3 8,5 1,6 16
Салициловая 
к-та 1,4 9/16,0 18,0 7,9 10,8 1,4 8

НСР0,95 4,8 1,6 2,1

Сахароза – лучший субстрат для роста изолированных культур и, в 
частности, для винограда. Универсальными концентрациями сахарозы 
являются 10,0‒40,0 г/л, которые обеспечивают интенсивный рост рас-
тений. Для условий депонирования необходимы концентрации замед-
ляющие ростовые процессы.

Продолжительность хранения на питательной среде с различным 
содержанием сахарозы растений сорта ‘Варюшкин’ составила 11 ме-
сяцев. Наибольшее число растений сохранилось при содержании саха-
розы 10 г/л – 13 шт., по 7 растений сохранилось при концентрациях 50 
и 60 г/л, единичные растения сохранились при высоких концентрациях 
сахарозы – 70… 80… 90 г/л.

Снижение концентрации сахарозы до 5,0 мг/л обеспечивает, по 
сравнению с общепринятой концентрацией (20,0 г/л), уменьшение дли-
ны корней и ризогенной зоны в 1,7‒2,2 раза, снижение высоты, умень-
шение облиственности растений в 1,6 раза и скорости роста в 1,8 раза, 
то есть наблюдается торможение ростовых процессов необходимое для 
долгосрочного хранения растений в коллекции. 

В процессе продолжительного беспересадочного хранения проби-
рочных растений на питательной среде с повышенными концентрация-
ми сахарозы (50‒60 г/л) проявляется осенняя окраска листьев и проис-
ходит вызревание побегов (табл. 5).
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Таблица 5. Вызревание in vitro растений сорта ‘Баклановский’ при 
различном содержании сахарозы в составе питательной среды 
после 330 суток хранения, 2014 г.
Table 5. In vitro maturation of Baklanovsky cultivars with different 
sucrose content in the nutrient medium after 330 days of storage, 2014

Сахароза, 
г/л

Вызревших растений, 
шт.

Длина вызревшей части побегов, 
см

20,0 1 6,0
30,0 2 2,5
40,0 3 5,3
50,0 6 5,5
60,0 1 4,0

НСР0,95 1,0 2,6

Вызревание лозы отмечено у растений 12 сортов. Вызрело по 11 рас-
тений сортов ‘Сыпун чёрный’ и Виерул, 8 растений сорта ‘Цимлянский 
чёрный’ (клон 2-3), по 5‒6 растений сортов ‘Каберне Совиньон’, ‘Кум-
шацкий’, ‘Рупестрис дю Ло’, ‘Цимладар’. Более слабое вызревание от-
мечено у растений сортов ‘Красностоп золотовский’, ‘Баклановcкий’, 
‘Сибирьковый’ (рис. 3).

Рис. 3. Вызревание растений сорта ‘Сибирьковый’ в процессе хранения
Fig. 3. Maturation of ‘Sibirkovy’ cultivars during storage
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Дополнительно к культивированию при повышенном содержании 
сахарозы, осуществляли хранение вызревших пробирочных растений 
в фармацевтическом шкафу при пониженной положительной темпера-
туре +1…+8 оС. Растения хранились в плотно закрытых пробирках с 
твёрдой питательной средой МС. Вызревшие растения после хранения 
в течение года в холодильнике, были расчеренкованы и высажены на 
свежую питательную среду. Выявлено, что микрочеренки сохранили 
регенерационную способность. Таким образом, установлена возмож-
ность регенерации in vitro растений из вызревших микрочеренков, что 
способствует продлению сроков беспересадочного хранения до 3-х лет.

Сорбит. Исследования проведены на растениях сорта ‘Каберне Со-
виньон’ в диапазоне концентраций: 5,0; 7,5; 10,0; 30,0; 60,0 г/л. 

Начиная с пятого месяца культивирования отмечено увеличение 
роста растений при концентрации 5,0 г/л и, особенно, 7,5 г/л. В вари-
антах с концентрацией 10,0; 30,0 и 60,0 г/л наблюдалось снижение ско-
рости ростовых процессов в течение всего периода культивирования. 
Минимальная высота растений зафиксирована в варианте с наиболь-
шей концентрацией сорбита 60,0 г/л.

При концентрации 60 г/л положение усугубилось слабым развитием 
ризогенной зоны. Сохранность растений после 10 месяцев наблюдений 
была низкой – 7,1 %, что почти в 10 раз ниже контрольного варианта. 
Поэтому мы считаем большую концентрацию неприемлемой для ис-
пользования в целях сохранения растений в вегетирующей коллекции 
с замедленным ростом. 

Анализ экспериментального материала даёт основание считать, что 
сорбит может быть успешно применен в составе питательных сред для 
регулирования скорости ростовых процессов при культивировании in 
vitro, как для массового тиражирования посадочного материала (кон-
центрации 5,0 и 7,5 г/л), так и для создания генетической коллекции 
винограда in vitro (концентрации 10,0 и 30,0 г/л).

Фруктоза. При введении в состав питательной среды фруктозы в 
количестве 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 и 60,0 г/л лучшая сохранность расте-
ний в течение 7 месяцев культивирования выявлена при минимальной 
концентрации фруктозы – 5,0 г/л. Больше половины растений (60,0 %) 
сохранилось при концентрациях фруктозы 10,0 и 20,0 г/л. Резко снизи-
лась приживаемость с содержанием фруктозы 40,0 и особенно 60,0 г/л, 
что указывает на токсичность для растений такого количества углевода 
в питательной среде.

При сравнении сахарозы (контроль – 20,0 г/л) и фруктозы (20,0 г/л) 
видно, что сахароза больше способствовала сохранности растений 
(86,7 %), чем фруктоза (60,0 %).
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Наблюдения за образованием корней, их ростом, длиной ризогенной 
зоны показало положительное влияние фруктозы на ризогенез. Особенно 
чётко оно проявилось при концентрации 20,0 г/л – самая большая длина 
ризогенной зоны на протяжении всего периода культивирования.

Торможение роста побегов было отмечено уже через 3 месяца куль-
тивирования. Наиболее явным оно было при концентрациях фруктозы 
20,0; 40,0 и 60,0 г/л.

При концентрациях 5,0 и 10,0 г/л рост побегов был близок к кон-
трольному. При концентраци 20,0 г/л выявлена самая развитая в опыте 
ризогенная зона, хорошая сохранность (60 %) и статистически значи-
мое торможение роста побегов.

В таблице 6 сведены показатели по трём исследуемым углеводам на 
момент завершения беспересадочного хранения.

Таблица 6. Эффективность источников углеводного питания для 
хранения растений винограда в коллекции in vitro, 2018−2020 гг. 
Table 6. Efficiency of carbohydrate nutrition sources for storing 
grapevines in the collection in vitro, 2018−2020

Углевод Сохранность, 
%

Продолжительность культивирования, 
суток

Сахароза 53,6 301
Фруктоза 83,0 210
Сорбит 93,0 316

Длительность культивирования на сахарозе и сорбите была на 3 месяца 
больше, чем на фруктозе ‒ 301 и 316 суток, соответственно. Наибольшее 
число сохранившихся растений было на среде с сорбитом ‒ 93 %.

Заключение. Все изучаемые способы изменяют кинетику росто-
вых процессов, как в сторону стимулирования, так и в сторону их тор-
можения в зависимости от их количества в составе питательной среды. 

По степени влияния на замедление ростовых процессов и увеличе-
ние продолжительности беспересадочного культивирования исследуе-
мые способы можно расположить в следующем порядке: культивиро-
вание при пониженной положительной температуре и освещённости; 
добавление в питательную среду семян винограда в повышенных кон-
центрациях; замена макросолей в составе питательной среды (CaCl2 
на Ca (NO3)2; введение в состав питательной среды регулятора роста 
Мелафен, антибиотика Гентамицин, осмотика Сорбит. Более слабое 
действие отмечено при увеличении плотности питательной среды, вве-
дении в состав питательной среды препарата Эмистим, совместного 
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применения Эмистима и Лигногумата калийного, салициловой кисло-
ты. Причём при совместном применении этих фитогормонов и салицило-
вой кислоты возможно угнетение растений и снижение их жизнеспособ-
ности, в связи с чем необходимо тщательно подбирать их концентрации.

Дополнительно к культивированию при повышенном содержании 
сахарозы, осуществляли хранение вызревших пробирочных растений 
в фармацевтическом шкафу при пониженной положительной темпера-
туре +1…+8 оС. Выявлено, что микрочеренки сохранили регенераци-
онную способность. Таким образом, установлена возможность реге-
нерации in vitro растений из вызревших микрочеренков, на основании 
чего разработан новый способ беспересадочного хранения растений в 
коллекции до 3 лет.

Проведён расчёт экономической эффективности содержания в кол-
лекции растений винограда при классической технологии и с учётом 
приёмов депонирования, позволяющих увеличить межпересадочный 
период до 12 месяцев. Прогнозируемый экономический эффект скла-
дывается из снижения расходов на оплату труда и расходных матери-
алов. Предлагаемые мероприятия позволят сделать содержание расте-
ний в коллекции экономичнее на 29,4 %.
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WAYS TO SLOW DOWN GROWTH PROCESSES 
FOR CREATING A GRAPEVINE GENE POOL COLLECTION 

IN VITRO
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For long-term deposition of grapevine plants in the in vitro gene pool collection, 
the following methods of slowing down growth processes were studied: change of 
cultivation conditions and modification of nutrient media composition. To change 
the conditions, cultivation was carried out under conditions of reduced positive tem-
perature and illumination, and an increase in the nutrient medium density. The modi-
fication of the nutrient media consisted in changing the composition of macro salts, 
introducing natural inhibitors, growth regulators Emistim, potassium Lignohumate, 
Melafen, salicylic acid, the antibiotic Gentamicin and carbohydrates with osmotic 
action: sucrose, sorbitol and fructose into the nutrient media. At low temperatures 
(11–17 оC) in the light, the intervals between transplants are doubled and it becomes 
possible to do one transplant every six months. The addition of grape seeds to the 
nutrient medium within increased concentrations provides 4–5 times longer intervals 
between transplanting the plants to a fresh nutrient medium. The possibility of non-
stop cultivation in the in vitro collection for 490 days with the calcium nitrate introduced 
into the nutrient medium was proved. Melafen promotes continuous non-stop cultivation 
for 260 days. It is possible to cultivate the plants continuously for 450 days and indi-
vidual plants: 540 and 630 days. When using the antibiotic Gentamicin, the duration 
of non-stop storage increased to 7–10 months on average. The possibility of non-
stop cultivation for 13–15 months was noted. Osmotic sorbitol can be used to create 
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a genetic collection of grapevine in vitro at concentrations of 10.0 and 30.0 g/l. A 
new method was developed for storing mature microshoots at a reduced temperature, 
which ensures the duration of non-stop cultivation up to 3 years.

Key words: grapevine, in vitro collection, Emistim, Melafen, salicylic acid, 
Gentamicin, sucrose, sorbitol, fructose.
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Устойчивость к грибным патогенам – важная характеристика агробиоло-
гического потенциала сорта. К числу наиболее распространённых грибных 
заболеваний земляники садовой относится мучнистая роса (Sphaerotheca mac-
ularis Mag. f. fragariae Jacz.). Контроль распространения патогена в насаждени-
ях земляники в основном обеспечивается применением синтетических фунги-
цидов. Однако широкое использование химических средств защиты приводит 
к появлению резистентности у некоторых изолятов S. macularis f. fragariae. 
В связи с этим актуальным направлением является создание новых сортов 
земляники с генетически детерминированной устойчивостью к мучнистой 
росе. У сортов земляники садовой выявлено несколько крупных локусов ко-
личественных признаков (QTLs) устойчивости к мучнистой росе. Для локу-
са 08 To-f разработаны диагностические ДНК-маркеры, пригодные для ис-
пользования в программах маркер-опосредованной селекции. Цель исследований 
– молекулярно-генетический анализ отборных форм земляники по локусу 08 To-f 
для выявления перспективных сеянцев с генетически детерминированной устой-
чивостью к мучнистой росе. За годы исследований отсутствием признаков пора-
жения мучнистой росой характеризовалось 57,9 % форм (сложные межвидовые 
гибриды: 928-12, 932-29, 35-1, 35-5, 35-16; межсортовые гибриды 911-16, 
72-71, 69-29, 62-41, 56-17). Из них маркер IB535110, сцепленный с локусом 
устойчивости 08 To-f, идентифицирован у 4 отборных форм межсортового 
происхождения: 72-71 (‘Привлекательная’ × ‘Былинная’), 69-29 (‘Фейерверк’ 


