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По объему производства виноград занима-
ет первое место в мире среди плодовых и ягод-
ных и седьмое среди всех сельскохозяйственных 
культур. В мировом сборе продукции садоводства 
доля винограда составляет в среднем 32,5%, из 
которых около половины приходится на урожай, 
выращенный в европейских странах.

Все промышленные насаждения винограда 
России сосредоточены в Крымском (Респуб лика 
Крым и город федерального значения Севасто-
поль) и Северо-Кавказском (Краснодарский край, 
Дагестан, Ставропольский край, Ростовская обл.) 
эколого-географических регионах. Природ-
ный потенциал этих территорий в основном 
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 благоприятен для производства столовых, техни-
ческих и универсальных сортов винограда разных 
сроков созревания [1]. Столовые сорта занимают 
всего 15% от общей площади посадок, 60% кото-
рых характеризуются поздними, 25% ранними и 
всего 6% (0,9% от общей площади виноградни-
ков Крыма) очень ранними сроками созревания. 
Виноград очень ранних сортов созревает в конце 
июля – середине августа, и средняя масса ягоды 
у этих сор тов не превышает 6–8 г, что в совокуп-
ности обусловливает необходимость импорта сто-
лового винограда во время курортного сезона [2].

Бессемянные столовые сорта винограда обла-
дают высокой потребительской привлекательно-
стью. Однако их доля среди остальных столовых 
сортов не превышает 1,3%. Это связано с  низким 
показателем транспортабельности и невозможно-
стью длительного хранения, а также небольшим 
размером ягод [3]. Для преодоления мелкоягодно-
сти бессемянных и семенных сортов используют 
два основных подхода. Первый заключается в об-
работке генеративных органов и завязей растения 
физиологически активными веществами (напри-
мер, гиббереллином [4, 5], который обычно син-
тезируется в семенах [6]). Второй путь основан 
на гибридизации или полиплоидизации растений 
[7, 8]. В ряде случаев обработка колхицином ме-
ристемных тканей апикальных почек в культуре 
in vitro приводила к развитию химерных по плоид-
ности растений [9], способных к образованию бо-
лее крупных плодов [10, 11]. Так, в результате об-
работки агрегатов (< 850 мкм) проэмбриогенных 
клеток 0,2%-ным раствором колхицина с  1%-ным 
димексидом были получены тетраплоидные про-
ростки винограда сорта Mencia [12]. Однако кол-
хицин производит сильное стрессовое воздей-
ствие на клетки экспланта, в связи с чем регене-
рация растения является одним из критических 
этапов всей процедуры аутополиплоидизации.

Таким образом, разработка крупноплодного 
бессемянного столового сорта винограда пред-
ставляется сложной и актуальной задачей. Поэто-
му, прежде чем начинать исследования в этой 
сфере, необходимо провести ряд экспериментов, 
направленных на разработку протокола эффек-
тивной и стабильной регенерации целых расте-
ний в культуре in vitro [13].

Ряд авторов отмечают, что для успешного по-
лучения проэмбриогенного каллуса из фрагмен-
тов листовых пластинок или черешков листьев 
винограда наиболее подходящей является сре-
да Нитча–Нитча (НН) [14], дополненная 2,4-Д 
в концентрации 0,5 [15], 1,0 [10−12, 16−19] или 

2,0 мг/л [20] совместно с 6-БАП в концентра-
ции 0,5 [10, 15, 16], 1,0 [20, 21] или 2,0 мг/л [11, 
17, 18] или ТДЗ в концентрации 1,0 мг/л [12, 
16] в присутствии  3%-ной [15, 21] или 6%-ной 
[10−13, 17, 18] сахарозы. Для индукции сомати-
ческого эмбриогенеза каллус пассируют на среде 
НН [14], дополненной 6-БАП в концентрации от 
0,5 [10, 11, 17−19] до 1,0 мг/л [12, 20] с добавлени-
ем НОУ в концентрации от 1,0 [16, 17] до 2,0 мг/л 
[10, 11, 18] или НУК в концентрации 1,0 мг/л [10, 
15, 21] или 1,0 мг/л ИУК [11, 12, 18, 20] в при-
сутствии 3%-ной [15, 19, 21] или 6%-ной [10−12, 
17, 18] сахарозы.

Однако ввиду высокой гетерозиготности ви-
нограда соматический эмбриогенез разных его 
генотипов происходит с существенно различной 
эффективностью. Для повышения эффективно-
сти регенерации ряда сортов исследователи обо-
гащали среду следующими компонентами: гидро-
лизатом казеина (0,1%) [12, 18], активированным 
углем (0,25%) [11, 12, 17, 18, 20], ПВП (0,5%) [22], 
фенилаланином (5,0 мг/л) [23], ГК3 (0,5 мг/л) [20, 
24] и глутамином (50 мг/л) [15].

Широкий круг исследователей отмечают так-
же, что у разных сортов винограда физиологи-
ческие аспекты индукции соматического эмбри-
огенеза могут существенно различаться [10−12, 
14−24], что обусловливает  использование раз-
личных концентраций разнообразных регулято-
ров роста и иных органических добавок для эф-
фективного образования эмбриоидов.

В связи с вышесказанным, целью настояще-
го исследования стала разработка протоколов 
сомати ческого эмбриогенеза в культуре тканей 
in vitro ранее неизученных селекционно-ценных 
для республики Крым сортов винограда зарубеж-
ной (Interlaken seedless, Кишмиш Е-342) и отече-
ственной (Рута, Сфинкс, Бианка и Подарок Мага-
рача) селекции.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Использовали шесть генотипов винограда: два 
технических сорта (Бианка и Подарок Магарача), 
и четыре столовых сорта – Рута и Сфинкс (круп-
ноягодные сорта с развитыми семенами в пло-
дах), а также Кишмиш Е-342 и Interlaken seedless 
(мелкоягодные бессемянные сорта) (табл. 1).

Для исследования вызревшую лозу заготавли-
вали на селекционных и ампелографических участ-
ках ВНИИВиВ «Магарач» и проращивали в сосудах 
с водой. Для введения в культуру in vitro произво-
дили стерилизацию полученных зеленых побегов 
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путем выдерживания в тече ние 10 с в  96%-ном эти-
ловом спирте и затем 10 мин в растворе диоцида 
(1,86 мМ C21H38ClN*∙H2O, 1,25 мМ С2H5HgCl) (Alfa 
Chemicals Ltd, Великобритания) [25]. Далее побе-
ги нарезали на одноглазковые черенки и фрагмен-
ты листовой пластинки, черешков листьев и меж-
доузлий [25]. Полученный растительный матери-
ал помещали в культуральные сосуды на жидкую 
среду НН с добавлением 1 мг/л 6-БАП (Applichem, 
Германия, НН1) для культивирования одноглазко-
вых черенков и 1 мг/л 2,4-Д + 1 мг/л 6-БАП (НН2) 
для индукции каллусогенеза из фрагментов тканей 
растения [26].

После 2 мес. культивирования на среде НН1 
из одноглазковых черенков развивались побеги 
с листьями, из которых получали фрагменты ли-
стовой пластинки, черешков листьев и междоуз-
лий. На среде НН2 наблюдалось утолщение экс-
плантов или образование каллусной ткани. Все 
полученные экспланты (свежеполученные на сре-
де НН1 и культивированные на среде НН2) выса-
живали на различные агаризованые среды (64 ва-
рианта в трехкратной повторности для  каждого 
варианта, три чашки Петри по 10 эксплантов 
в каждой) с целью получения проэбриогенной 

каллусной ткани (I этап индукции соматическо-
го эмбриогенеза). Все варианты сред содержали в 
качестве основы среду НН, дополненную 3%-ной 
сахарозой. Варьировали пять следующих фак-
торов: наличие или отсутствие комплекса вита-
минов НН (0,05 мг/л биотина, 0,5 мг/л фолиевой 
кислоты, 5,0 мг/л никотиновой кислоты, 0,5 мг/л 
пиридоксина, 0,5 мг/л тиамина и 2,0 мг/л глици-
на) (две градации фактора); концентрация 2,4-Д и 
6-БАП, равное 1,0 мг/л + 1,0 мг/л или 2,0 мг/л +  
+ 2,0 мг/л, соответственно (две градации фактора); 
концентрация ТДЗ 0,0, 0,2, 0,5 или 1,0 мг/л (че-
тыре градации фактора); наличие или отсутствие 
комплекса ПВП + Phe (5,0 г/л + 5,0 мг/л, соответ-
ственно) (две градации фактора) и концентрация 
НОУ 0,0 или 1,0 мг/л (две градации фактора).

После 4 мес. культивирования в темноте при 
25−27 °С отбирали гомогенную желтую или свет-
ло-коричневую каллусную ткань и пересаживали 
на жидкие среды для II этапа индукции соматиче-
ского эмбриогенеза – инициации проэмбриоген-
ных клеточных суспензий. Всего таких сред было 
протестировано 18 вариантов (в трехкратной по-
вторности для каждого варианта – три группы по 
30 культуральных стаканов с одной каллусной 

Та бл и ц а  1
Агробиологические показатели использованных сортов винограда

Agrobiological characteristics of grapes varieties used

Сорт Предназначение Окраска
ягод

Диффе-
ренциация 
по сроку 

созревания

Дата 
наступления 
технической 

зрелости

Индекс 
продуктив-

ности*,
г/побег

Средняя 
масса 

грозди, г

Средняя 
масса 

ягоды, г

Пока-
затель 

строения**

Ягодный 
показа-
тель***

Interlaken 
seedless

Столовый
(бессемянный)

Желто-
зеленая

Очень
ранний 5.08 191,0 150 1,7 32,3 67,4

Кишмиш 
Е-342

Столовый
(бессемянный)

Желто-
зеленая

Очень 
ранний 5.08 201,0 248 2,9 30,1 45,0

Рута Столовый Розовая Ранний 17.08 127,0 335 6,5 66,5 27,8

Сфинкс Столовый Темно-
синяя

Ранний 18.08 523,0 340 7,7 41,5 21,7

Подарок 
Магарача

Технический Желто-
зеленая

Средний 15.09 58,3 160 1,8 16,3 60,7

Бианка Технический Желто-
зеленая

Средний 20.09 67,8 120 1,5 19,8 91,5

  * Количество сырой массы грозди в расчете на один развитый побег (Index of productivity is raw mass of grape bunch per devel
oped shoot).

 ** Отношение массы ягод к массе гребней в грозди (Index of structure is ratio of berries mass to bunch crest mass).
*** Число ягод, приходящееся на 100 г грозди (Berry index is number of berries per 100 g of bunch).

*ClN − хлор + азот.
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структурой в каждом), которые различались тре-
мя факторами: концентрация сахарозы 2, 4 или 
6% (три градации фактора); наличие одного из ва-
риантов комплекса регуляторов роста, состояще-
го из 1 мг/л 2,4-Д + 1 мг/л 6-БАП, 2 мг/л 2,4-Д + 
+ 2 мг/л 6-БАП или 2 мг/л 2,4-Д + 0,2 мг/л 6-БАП 
(три градации фактора) и наличие или отсутствие 
комплекса 5,0 г/л ПВП + 5,0 мг/л Phe (две града-
ции фактора). Также в эксперименте был пред-
усмотрен вариант, при котором проэбриогенные 
каллусные ткани переносили со среды I этапа не-
посредственно на среду III этапа, минуя среду 
II этапа индукции соматического эмбриогенеза.

После 8 нед культивирования в темноте в об-
разовавшихся на II этапе суспензионных культу-
рах меняли среду. Для этого в культуральные ста-
каны с суспензией клеток добавляли восьмикрат-
ный объем стерильной воды, около 30 с ожидали 
осаждения агрегатов, затем сливали жидкость и 
к оставшемуся в стаканах осадку добавляли све-
жую среду для III этапа индукции соматическо-
го эмбриогенеза. Было предусмотрено 32 вариан-
та сред (в трехкратной повторности для каждого 
варианта, три группы по 10 культуральных стака-
нов со всеми образовавшимися структурами в ка-
ждом). Все варианты содержали 0,5 мг/л 6-БАП, 
но различались по содержанию следующих ком-
понентов: использовали среду НН с витаминным 
комплексом, НН без витаминов, ПГ или среду 
MS (четыре градации фактора). Среды на основе 
НН имели следующий состав: НН без витаминов 
[14]; НН с витаминами (мг/л) − биотин (0,05), фо-
лиевая кислота (0,5), никотиновая кислота (5,0), 
пиридоксин (0,5), тиамин (0,5) и глицин (2,0); 
ПГ (мг/л) – NH4 NO3 (308,8), KNO3 (922,0), 
MgSO4 ∙ 7H2O (597,0), KH2PO4 (82,0), CaCl2 (331,0), 
FeSO4 ∙ 7H2O (13,9), Na2ЭДТА (18,7), H3BO3 (3,2), 
CoCl2 ∙ 6H2О (0,0125), CuSO4 ∙ 5H2О (0,0125), 
MnSO4 ∙ H2O (8,45), Na2MoO4 (0,125), KJ (0,42), 
ZnS04 ∙ 7H2O (4,3), мезоинозит (20), тиамин (0,1), 
пиродоксин (0,2), никотиновая кислота (0,5), гли-
цин (2,0), и 10,0 г/л сахарозы [27, 28]; MS [29]. 
Кроме того, варьировали содержание ТДЗ (0,0 
или 0,5 мг/л) (две градации фактора), концентра-
цию НОУ (0,0 или 1,0 мг/л) (две градации факто-
ра), содержание Phe (0,0 или 5,0 мг/л) (две гра-
дации фактора), а также концентрацию ПВП 
(0,0 или 5,0 г/л, две градации фактора).

Суспензионные культуры выращивали в те-
чение 4 мес. в темноте. В это время происходи-
ло образование эмбриоидов белого цвета. Затем 
для инициации развития торпедовидных эмбри-
оидов (IV этап) культуры переносили на жид-

кую среду, имеющую следующий состав: ПГ + 
+ 0,1 мг/л ИУК + 5,0 мг/л Phe + 30 мг/л гумата Na.

После 2 мес. культивирования среду снова 
заменяли на ПГ + 0,2 мг/л 6-БАП + 0,2 мг/л ГК3 
(V этап) и культивировали суспензию в течение 
2−3 нед при освещенности 55 мкМ фотонов/(м2∙с) 
для индукции развития проростков из образовав-
шихся торпедовидных эмбриоидов.

Развившиеся проростки и не успевшие раз-
виться эмбриоиды переносили на агаризованую 
среду для VI этапа соматического эмбриогенеза 
(MS с добавлением 0,5 мг/л 6-БАП). Эмбриоиды и 
проростки равномерно распределяли по всей по-
верхности твердой среды, погружали на глубину 
2−4 мм и культивировали в течение 2−3 мес. По-
сле этого развившиеся из проростков побеги раз-
резали на 2−3-глазковые экспланты с листьями и 
высаживали на агаризованую среду для VII этапа 
культивирования in vitro (ПГ + 0,05 мг/л НУК) − 
укоренения регенерантов.

Статистическую оценку данных проводили 
методом дисперсионного анализа (p ≤ 0,05) с по-
следующим кластерным анализом по критерию 
Дункана (p ≤ 0,05). Эффективность тестируемых 
вариантов сред на I, II и III этапах оценивали по 
среднему количеству эмбриоидов, полученных 
для каждого варианта на IV этапе. Так как в ряде 
вариантов соматический эмбриогенез не был от-
мечен, для устранения нулевых значений в дис-
персионном анализе данные преобразовывали 
способом √(Х+1) [30], где Х − количество эмбри-
оидов, полученных в эксперименте.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Было установлено, что предпочтительным ти-
пом экспланта для получения проэмбриогенного 
каллуса являются фрагменты листовой пластин-
ки и черешков листьев, предварительно культи-
вированные в течение 2 мес. на среде НН2. Ста-
тистически достоверно показано, что для фор-
мирования проэмбриогенных тканей у 5 из 
6 исследуемых сортов винограда (Бианка, Пода-
рок Магарача, Рута, Сфинкс и Interlaken seedless) 
необходимо присутствие в среде 2,4-Д и 6-БАП 
в концентрации по 1 мг/л каждого. Формирова-
ние проэмбриогенных структур из эксплантов ви-
нограда сорта Кишмиш Е-342 потребовало до-
бавления в среду 2,4-Д и 6-БАП в концентрации 
по 2 мг/л. Полученные проэмбриогенные ткани 
имели рыхлую консистенцию и обладали жел-
той или светло-коричневой окраской. Также они 
имели сходное гистологическое строение (клетки 
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 шаровидной формы, слабо связанные друг с дру-
гом, с очень малым количеством или полным от-
сутствием плазмодесн и большими межклеточны-
ми пространствами, заполненными жидкостью) 
с описанными ранее в научной литературе про-
эмбриогенными каллусами гречихи, риса и ба-
нана [31−34]. В целом для индукции проэмбрио-
генных структур исследуемых сортов необходимо 
было наличие в среде НН витаминного комплек-
са (см. раздел «Условия эксперимента») и 2,4-Д 
совместно 6-БАП в оптимальных концентрациях 
(табл. 2); ТДЗ, ПВП, НОУ или Phe значимого вли-
яния на процессы каллусогенеза не оказывали.

Два исследуемых сорта винограда Бианка 
и Кишмиш Е-342 в дальнейшем успешно фор-
мировали эмбриоиды (1060 шт и 1333 шт, соот-
ветственно) и проростки только в случае, если 
проэмбрио генные каллусные ткани переносили со 
среды I этапа непосредственно на среду III этапа, 
минуя среду для II этапа индукции соматического 
эмбриогенеза. Сорта Сфинкс и Interlaken seedless, 
наоборот, образовывали соматические эмбрио-

иды менее эффективно (9 и 5, соответственно), 
если в протоколе культивирования отсутствовал 
II этап индукции соматического эмбриогенеза. 
Сорт Подарок Магарача характеризовался срав-
нимыми результатами как при наличии второго 
этапа, так и в его отсутствие. Три сорта, которым 
второй этап действительно был необходим – это 
Сфинкс, Рута и Interlaken seedless. Они требовали 
проведения II этапа культивирования проэмбри-
генных каллусов на среде НН + 2,0 мг/л 2,4-Д + 
+ 0,2 мг/л 6-БАП, обогащенной  2%-ной (Interlak-
en seedless) и 6%-ной (Сфинкс и Рута) сахарозой, 
для формирования эмбриогенной суспензии агре-
гатов клеток (табл. 3). Выход проростков в кон-
це эксперимента у сортов Сфинкс и Interlaken 
seedless в случае устранения II этапа индукции 
эмбриогенеза уменьшался в 3−4 раза (в сред-
нем с 40 до 10 проростков у сорта Сфинкс и с 10 
до 3 у сорта Interlaken seedless). Сорт Рута обра-
зовывал эмбриоиды, а затем и проростки толь-
ко в случае пребывания на II этапе эмбриогене-
за на среде НН + 2,0 мг/л 2,4-Д + 0,2 мг/л 6-БАП, 

Та бл и ц а  2
Среднее число эмбриоидов по изучаемым сортам винограда, образовавшихся из эксплантов на IV этапе 
эксперимента, в зависимости от компонентов среды на I этапе индукции соматического эмбриогенеза

Mean number of embryoids on the studied varieties of grapes formed from explants at IV stage of the 
experiment depending on the components of medium during induction of somatic embryogenesis

Сорт
Среда НН с витаминным комплексом

 + 2,4-Д + 6-БАП, по 1 мг/л, с ТДЗ, мг/л
Среда НН с витаминным комплексом  

+ 2,4-Д + 6-БАП, по 2 мг/л, с ТДЗ, мг/л

0,0 0,2 0,5 1,0 0,0 0,2 0,5 1,0

Подарок Магарача 1670 1080 0 0 0 0 0 0

Interlaken seedless 41 0 0 0 0 0 0 0

Рута 2230 0 0 0 0 0 0 0

Сфинкс 800 9 0 0 0 0 0 0

Бианка 0 0 0 1060 0 0 0 0

Кишмиш Е-342 0 0 0 0 0 0 1333 0

Среднее число эмбриоидов  
на IV этапе со всех сортов 790,2 c 181,5 b 0,0 a 176,7 b 0,0 a 0,0 a 222,2 b 0,0 a

Примечание: здесь и в табл. 3 и 4 среднее число эмбриоидов на IV этапе эмбриогенеза указано для оценки эффективности 
вариантов сред; a, b, c – достоверно различающиеся ранги критерия Дункана для уровня значимости p = 0,95. Приведены 
только эффективные варианты сред; прочие варианты, согласно условиям эксперимента, имеют значение 0,0а (например, 
все варианты с использованием 5,0 г/л ПВП + 5,0 мг/л ФА, а также все варианты с использованием среды НН без витамин-
ного комплекса).

Footnote: here and in Table 3 and Table 4, mean number of embryoids at IV stage of embryogenesis is shown to assess the efficiency 
of medium variants; (a)−(c), distinctly different data clusters according to evaluation of multiple means by the Duncan’s criterion for 
significance level p = 0,95. Effective medium variants are only shown; other variants have values of 0,0 а according to the experimental 
conditions (for instance all variants using 5,0 g/L PVP + 5,0 mg/L Phe, and also all variants with the use of NN medium without vitamin 
complex were inefficient).



40

ЗЛЕНКО и др.

Biotechnology, 2017, V. 33, No. 5

 обогащенной 6% сахарозы. Добавление ПВП со-
вместно с Phe не оказывало статистически значи-
мого влияния на инициацию эмбриогенеза в су-
спензиях исследуемых сортов (см. табл. 3).

Было установлено, что присутствие НОУ и 
ТДЗ в средах III этапа нежелательно, а добавле-
ние ПВП, как совместно с Phe, так и отдельно от 
него, значимого эффекта на процессы соматиче-
ского эмбриогенеза не оказывало. Три исследу-
емые сорта (Сфинкс, Рута и Interlaken seedless) 
массово формировали эмбриоиды и проростки 
при использовании на данном этапе эмбриогенеза 
среды НН без витаминного комплекса (в присут-
ствии 0,5 мг/л 6-БАП); добавление Phe к данной 
среде не оказывало значимого эффекта на сомати-
ческий эмбриогенез (табл. 4).

Другие сорта (Бианка, Подарок Магарача 
и Кишмиш Е-342) наиболее эффективно обра-
зовывали эмбриоиды и проростки на  среде 
ПГ (в присутствии 0,5 мг/л 6-БАП), а добавле-
ние 5,0 мг/л Phe в 2 раза увеличивало их выход 
(см. табл. 4). Так, если из суспензий сорта Киш-

миш Е-342 после пребывания на среде ПГ + 
+ 0,5 мг/л 6-БАП в среднем образовалось 500 эм-
бриоидов и 10 проростков, то на среде ПГ + 
+ 0,5 мг/л 6-БАП + 5,0 мг/л Phe из того же коли-
чества эксплантов развивалось 800 эмбриоидов и 
23 проростка. Использование сред MS и НН с ви-
таминным комплексом вне зависимости от про-
чих добавок (регуляторы роста, фенилаланин, по-
ливинилпиролидон) было нерезультативно.

Таким образом, в результате проведенной ра-
боты были определены наиболее эффективные 
протоколы индукции соматического эмбриоге-
неза селекционно-ценных сортов винограда за-
рубежной (Interlaken seedless, Кишмиш Е-342) и 
отечественной (Рута, Сфинкс, Бианка и Подарок 
Магарача) селекции, что открывает перспекти-
вы их широкого использования в отечественном 
виноградарстве.

Результаты проведенной работы по подбо-
ру условий культивирования in vitro тканей ис-
пользованных сортов винограда суммированы на 
рисунке.

Та бл и ц а  3
Среднее число эмбриоидов по изучаемым сортам винограда, образовавшихся из эксплантов  
на IV этапе эксперимента, в зависимости от содержания сахарозы в среде на II этапе индукции  
соматического эмбриогенеза

Mean number of embryoids of studied grapes varieties formed from explants at IV stage of experiment 
depending of sucrose content at II stage of somatic embryogenesis induction

Сорт
Среда НН без витаминного комплекса, 

обогащенная сахарозой

Среда НН без витаминного комплекса, 
содержащая 5,0 г/л ПВП + 5,0 мг/л Phe  

и обогащенная сахарозой

2% 4% 6% 2% 4% 6%

Interlaken seedless 36 0 0 0 0 0

Сфинкс 0 302 498 0 0 0

Рута 0 0 2230 0 0 0

Подарок Магарача 0 0 0 0 0 1670

Среднее число эмбриоидов, 
полученных на IV этапе 9 b 75,5 b 682,0 c 0,0 а 0,0 a 417,5 c

Примечание: жирным шрифтом выделены показатели среднего количества эмбриоидов, полученных на IV этапе во всех 
повторностях для 4 из 6 сортов (Бианка и Кишмиш Е-342 формировали эмбриоиды только при переносе проэбриогенных 
каллусов со среды I этапа непосредственно на среду III этапа, минуя пребывание на среде для II этапа); а, b, c – см. приме-
чание к табл. 2. Приведены только эффективные варианты сред с использованием 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,2 мг/л 6-БАП, прочие 
варианты были нерезультативны (например, все варианты с использованием 1,0 мг/л 2,4-Д + 1,0 мг/л 6-БАП и 2,0 мг/л 2,4-Д + 
+ 2,0 мг/л –БАП).

Footnote: mean numbers of embryoids obtained at stage IV in all repetitions for 4 varieties of 6 are typed bold (Bianca and Sultana 
grape E-342 varieties only formed embryoids when transferred from stage I medium directly to stage III medium bypassing stage II 
medium). Efficient medium variants are only shown; other variants were inefficient (for instance, all variants using 2,4-D (1.0 mg/L + 
+ 6-BAP (1.0 mg/L) and using 2,4-D (2.0 mg/L + 6-BAP (2.0 mg/L).
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Этапы  
эмбриогенеза

I этап
Проэмбриоген-

ные каллусы

II этап
Эмбриогенная 
суспензионная 

культура

III этап
Развитие  

глобулярных  
эмбриоидов

IV этап
Развитие  

торпедовидных 
эмбриоидов

V этап
Формирование 

проростков

VI этап
Развитие  
побегов

VII этап
Укоренение  

побегов

HH + 1,0 мг/л
2,4-Д + 1,0 мг/л

6-БАП

HH + 2,0 мг/л
2,4-Д + 2,0 мг/л

6-БАП

HH + 1,0 мг/л
2,4-Д + 1,0 мг/л

6-БАП

HH + 6% саха -
розы + 2,0 мг/л
2,4-Д + 0,2 мг/л

6-БАП

HH без вита-
минного ком-

плекса + 0,5 мг/л 
6-БАП

Бианка, Подарок 
Магарача

Кишмиш
Е-342

Сфинкс, Рута, 
Interlaken Seedless

ПГ + 0,5 мг/л 6-БАП + 5,0 мг/л ФА

ПГ + 0,1 мг/л ИУК + 5,0 мг/л ФА + 30 мг/л гумат NA

ПГ + 0,2 мг/л 6-БАП + 0,2 мг/л ГК3

МС + 0,5 мг/л 6-БАП

ПГ + 0,05 мг/л НУК

Схема этапов эмбриогенеза 6 сортов винограда (Бианка, Подарок Магарача, Кишмиш Е-342, Рута, Сфинкс и Interlaken 
seedless) на средах различного состава, разработанная в настоящем исследовании

Scheme of embryogenesis stages of 6 grapes varieties (Bianka, Podarok Magaracha, Sultana grape E-342, Ruta, Sphinx, and 
Interlaken seedless) on media of various compositions designed in this investigation
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Работа частично финансировалась Министер-
ством образования, науки и молодежи Республи-
ки Крым (научный проект № 16-44-910584/16, 
соглашение № 755/2016 от 01.12.2016) и Рос-
сийским фондом фундаментальных исследо-
ваний (региональный Грант РФФИ (Республи-
ка Крым) № 16-44-910584 р_а, ГРН ЦИТиС: 
АААА-А16-116122810057-2).
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Та бл и ц а  4
Влияние различных добавок к средам НН и ПГ, используемым на III этапе индукции  
соматического эмбриогенеза, на эффективность образования эмбриоидов из инициированных  
суспензионных агрегатов изучаемых сортов винограда на IV этапе эмбриогенеза

Effect of various additives to media NN and PG used at stage III of somatic embryogenesis on efficiency  
of embryoid formation from initiated suspension aggregates of grapes studied varieties at stage IV  
of embryogenesis

Органические 
добавки

Среда НН без витаминов с добавлением (мг/л) Среда ПГ без витаминов с добавлением 
(мг/л)

ТДЗ (0,0) ТДЗ (0,5) ТДЗ (0,0) ТДЗ (0,5)

НОУ (0,0) НОУ (1,0) НОУ (0,0) НОУ (1,0) НОУ (0,0) НОУ 
(1,0)

НОУ 
(0,0)

НОУ 
(1,0)

ПВП  
(5,0 г/л)

Phe  
(5,0 мг/л) 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,0 a

178,2 b  
(1060 Бианка + 

9 Сфинкс)
0,0 a 0,0 a 0,0 a

Phe  
(0,0 мг/л) 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,0 a

85,0 a
(510 Кишмиш 

Е-342)
0,0 a 0,0 a 0,0 a

ПВП  
(0,0 г/л)

Phe  
(5,0 мг/л) 0,0 a 0,0 a

176,7 b  
(1060 Подарок 

Магарача)

103,3 a
(620 Подарок

Магарача)

317,2 c  
(1080 Подарок 

Магарача + 
823 Кишмиш 

Е-342)

0,0 a 0,0 a 0,0 a

Phe  
(0,0 мг/л)

202,5 b  
(1215 Рута)

219,5 b  
(1015 Рута + 
302 Сфинкс)

89,8 a
 (41 Interlaken 

seedless + 
498 Сфинкс)

0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,0 a 0,0 a

Примечание: Жирным шрифтом выделены показатели среднего количества эмбриоидов, полученных на IV этапе во всех повтор-
ностях для всех 6 сортов; в скобках указано среднее количество полученных эмбриоидов для каждого сорта; а, b, c – см. примеча-
ние к табл. 2. Приведены только эффективные варианты сред, содержащие 0,5 мг/л 6-БАП; прочие варианты, согласно условиям 
эксперимента, имеют значение − 0,0 а (например, все варианты с использованием сред МС и НН с витаминным комплексом).

Footnote: Values of mean numbers of embyoids for each variety obtained at stage IV in all repetitions for all 6 varieties are typed bold; 
mean number of obtained embryoids for each variety is given in parentheses; (a)–(с), distinctly different data clusters according to 
evaluation of multiple means by the Duncan’s criterion. Effective medium variants are only shown; other variants have values of 0,0 
according to the experimental conditions (for instance, all variants using MS and NN media with vitamin complex).
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Abstract−Fundamental schemes and individual characteristics of subculturing of proembryogenic calluses, 
suspensions and somatic embryos of 4 previously unstudied table grapes varieties, Ruta, Sphinx, Sultana 
grape E-342 and Interlaken seedless, and two wine grapes varieties, Podarok Magaracha and Bianca, have 
been found out. The Sphinx, Ruta and Interlaken seedless grapes massively formed embryoids on the NN 
medium as a result of the three-stage embryogenesis induction. Bianca, Podarok Magaracha and Sultana 
grape E-342 varieties formed embryoids and shoots on the PG medium as a result of a two-stage induction 
of embryogenesis. The development of embryoids in all studied varieties occurred using 2,4-D and 6-BAP 
in various concentrations. Alternative supplements, TDZ, NOA and PVP, suggested by a number of 
researchers had no positive effect on the induction of somatic embryogenesis. 
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