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Explants of leaves, petioles and internodes of grape varieties ‘Bianca’, ‘Podarok 
Magaracha’, ‘Interlaken Seedless’, ‘Ruta’, ‘Sphinx’ and hybrid form E-342 were 
taken from green shoots grown on a ripened vine removed from dormancy and 
planted in vitro, in the liquid NN medium with 2,4-D and BAP (by 1 mg/l each) 
added. Various basic media (NN, MS and PG), growth regulators (2,4-D, BAP, 
IAA, NOA and GA3) and biologically active substances (FA, PVP and Na humate) 
were used to obtain proembryogenic calli and cell suspensions and to develop 
somatic embryoids and plant regeneration, depending on genotypic specificity 
and stages. Cell suspensions were treated with a solution of 0.02% colchicine, 
0.02 and 1% DMSO, 0.5 and 1 mg/l BAP, 20 g/l sucrose with or without NN me-
dium  (concentration in a total solution with cell suspension) for 1 and 2 days at 
+ 27–30 ° C. Adapted from in vitro to the in vivo conditions and grown in open 
ground, somaclone plants of  ‘Sphinx’, ‘Ruta’ varieties and hybrid form E-342 
differ (somaclonal variation) in increment and maturation of the vine at the end 
of the growing season.
Key words: Vitis; in vitro; somatic embryogenesis; proembryogenic cells; 
embryoid; colchicine; polyploidy; ripened vine.
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В настоящее время актуальным становится увеличение доз 
генов на уровне целых хромосом: создание дигаплоидов [1] 
и полиплоидов [2, 3], обеспечивающих увеличение экспрес-

сии генов для синтеза вторичных веществ [4–6], которые могут 
определять устойчивость к биотическим и абиотическим факто-
рам внешней среды и улучшать качество продуктов. Искусствен-
ная полиплоидизация позволяет повысить физиолого-агроно-
мические показатели у винограда [7–9] и проводить отдалённую 
(межродовую) гибридизацию между видами с различным количе-
ством хромосом [10].

Объектом полиплоидизации с применением колхицина или 
оризалина были меристемные ткани почек у видов Vitis [9, 11, 12], 
что приводит к развитию миксоплоидных растений с последую-
щей необходимостью их расхимеривания [9], эмбриогенные кал-
лусы [13], соматические эмбриоиды [11, 14], клетки в суспензион-
ных культурах у Sucarcane [15] и у V. vinifera [16]. 

Экспланты листьев, черешков листьев и меж-
доузлий сортов винограда Бианка, Подарок 
Магарача, Interlaken seedless, Рута, Сфинкс 
и гибридной формы Е-342 были взяты из 
зеленых побегов, выросших на выведенной 
из состояния покоя вызревшей лозе, и вы-
сажены в культуру in vitro, в жидкую среду 
NN с добавкой 2,4-D и BАP (по 1 мг/л). Как 
для получения проэмбриогенных каллусов и 
клеточных суспензий, так и развития из них 
соматических эмбриоидов и регенерации рас-
тений, в зависимости от генотипической спец-
ифичности и этапов, использовали различные 
базовые среды (NN, MS и PG), регуляторы 
роста (2,4-D, BАP, IAA, NOA и GА3) и биоло-
гически активные вещества (FА, PVP и гумат 
Na). Клеточные суспензии обрабатывали рас-
твором 0,02% колхицина, 0,02 и 1% DMSO; 0,5 
и 1мг/л BАP; 20 г/л сахарозы с добавкой или 
без среды NN (концентрации в общем растворе 
с суспензией клеток) в течение 1 и 2 сут. при 
+27–30°C. Адаптированные из in vitro к усло-
виям in vivo и выросшие в условиях открытого 
грунта растения-сомаклоны сортов Сфинкс, 
Рута и гибридной формы Е-342 различаются 
(сомаклональная изменчивость) по приросту 
и вызреванию лозы в конце вегетации.
 Ключевые слова: Vitis; in vitro; соматиче-
ский эмбриогенез; проэмбриогенные клет-
ки; эмбриоид; колхицин; полиплоидия; вы-
зревшая лоза.



191

Сомаклональная изменчивость растений винограда, 
регенерировавших из колхицинированных клеток ...

Зленко В.А., Клименко В.П., Павлова И.А., Лущай Е.А., 
Петухова А.В., Абдурашитова А.С., Лиховской В.В. 

“Магарач”. Виноградарство и виноделие    2020·22·3

СЕЛЕКЦИЯ и
ПИТОМНИКОВОДСТВО

Регенерация растений из проэмбриогенных кле-
ток каллусных и суспензионных культур приводит к 
широкому спектру геномной, генной и эпигенетиче-
ской сомаклональной изменчивости у разных видов 
растений [17, 18] и у винограда [13], что является ве-
сомым фактором генетической изменчивости и отбо-
ра [19] дополнительно к искусственной полиплоиди-
зации [15, 16].

В данной работе были поставлены задачи обрабо-
тать проэмбриогенные клетки суспензионных культур 
шести генотипов винограда раствором колхицина, 
путем соматического эмбриогенеза адаптировать их 
из in vitro к условиям открытого грунта in vivo, в конце 
вегетации установить пределы сомаклональной из-
менчивости по генетически детерминированным при-
знакам прироста и вызревания лозы у растений-реге-
нерантов сортов Сфинкс, Рута и гибридной формы 
Е-342 с целью выделения среди них перспективных 
форм сомаклонов винограда.

Материалы и методы. Растительный материал и 
индукция развития проэмбриогенного каллуса. В исследо-
ваниях использовали шесть генотипов винограда: два 
технических сорта (Бианка и Подарок Магарача), два 
столовых бессемянных (Interlaken seedless и гибрид-
ная форма Е-342) и два столовых крупноягодных с раз-
витыми семенами в ягодах (Рута и Сфинкс). Для этих 
генотипов ранее разработаны методики регенерации 
растений из клеток суспензионных культур путем со-
матического эмбриогенеза: для двух технических [20, 
21] и четырех столовых [22].

Вызревшую лозу шести генотипов винограда за-
готавливали на ампелографической коллекции и се-
лекционном участке «ВННИИВиВ Магарач» РАН и 
проращивали в сосудах с водой для развития на них 
зеленых побегов. Зеленые листья, черешки листьев 
и междоузлия дезинфицировали в течение 10–15 се-
кунд в 96%-ном этиловом спирте и 10 мин. в растворе 
диоцида (1,86 мМ С21Н38C1N·H2O; 1,25 мМ C2H5H-
gCl) в воде. Затем их промывали в дистиллированной 
стерильной H2O несколько раз в течение 20–30 мин., 
нарезали на экспланты, удаляя поврежденные при де-
зинфекции части. Экспланты высаживали в жидкую 
среду NN [23] с добавкой как 1 мг/л BAP (6-бензи-
ламинопурин) (для сортов Interlaken seedless, Рута 
и Сфинкс), так и 2,4-D (2,4-дихлорфеноксиуксусная 
кислота) и BAP по 1 мг/л (для сортов Бианка, Пода-
рок Магарача и гибридной формы Е-342; табл.1; этап 
введения эксплантов в культуру in vitro).

После двух месяцев культивирования экспланты 
с начавшим образовываться каллусом (среда NN с 1 
мг/л 2,4-D и 1 мг/л BAP) или с меристематическими 
бугорками (среда NN и 1 мг/л BAP) субкультивиро-
вали на твердую или жидкую среду NN с добавками 
2,4-D (1 и 2 мг/л), BAP (1 и 2 мг/л), TDZ (тидиазурон; 
0,5 и 1 мг/л), NOA (ß-нафтилоксиуксусная кислота; 
1 мг/л), FA (D,L-фенилаланин; 5 мг/л) и PVP (поли-
винилпиролидон м.в. 40000; 5 г/л) в зависимости от 
генотипа (табл. 1).

Суспензия проэмбриогенных клеток. Образовавшие-
ся в жидких или на твердых средах каллусы отделяли 
пинцетом от эксплантов, экспланты удаляли, а каллус-

ные ткани размельчали в жидкой среде для проэмбри-
огенных суспензий. Для разных генотипов исполь-
зовали различные концентрации 2,4-D (1 и 2 мг/л) и 
BAP (0,2 и 1 мг/л), добавки FA (5 мг/л) и PVP (5 г/л). 
Проэмбриогенный каллус гибридной формы Е-342, 
образовавшийся на твердой модифицированной сре-
де NN, отделяли от эксплантов и сразу переносили в 
жидкую среду для обработки колхицином, измельчая 
агрегаты каллуса пинцетом в этой среде.

Обработка колхицином проэмбриогенных клеток. По-
сле двух месяцев культивирования клеточные суспен-
зии отстаивали, сливали жидкую среду и к оставшему-
ся осадку клеток с жидкой средой добавляли такой же 
объем в два раза более концентрированного раствора 
колхицина. В табл. 1 указаны концентрации веществ 
и колхицина в общем объеме суспензии с клетками и 
добавленным раствором колхицина. Растворы колхи-
цина и DMSO (диметилсульфоксид) дезинфицирова-
ли путем фильтрования через мелкопористый фильтр. 
Для улучшения делений в суспензии клеток с колхи-
цином (0,02% в общем объеме) и DMSO (0,02%; 1%), 
были добавлены BAP (0,5;1 мг/л), сахароза (20 г/л) 
или жидкая среда NN. Суспензии клеток с добавлен-
ным раствором колхицина выдерживали при темпера-
туре +27–30 °C 1 или 2 сут. Суспензии клеток с раство-
ром колхицина отстаивали, сливали раствор, к осадку 
клеток добавляли стерильную H2O, снова отстаивали 
и сливали H2O для отмывки клеток от колхицина. К 
осадку клеток добавляли различные варианты жид-
ких сред для развития из них глобулярных эмбриои-
дов (табл.1). 

Развитие соматических эмбриоидов из колхициниро-
ванных клеток суспензионных культур и регенерация из 
них растений сомаклонов. Для развития глобулярных и 
сердцевидных эмбриоидов использовали основы сред 
NN и PG (plant growth) [24] с добавками BAP, TDZ, FA 
и PVP в зависимости от генотипа (табл. 1).

У генотипов Interlaken seedless и гибридной фор-
мы Е-342 на этом этапе также образовывались и тор-
педовидные эмбриоиды. Для массового превращения 
сердцевидных эмбриоидов в торпедовидные суспен-
зии со смесью глобулярных и сердцевидных эмбриои-
дов субкультивировали в жидкую среду PG с добавкой 
0,1 мг/л IAA (ß-индолилуксусная кислота), 30 мг/л гу-
мата Na и 5 мг/л FA, культивировали 2-3 месяца.

Суспензии со ≈100-1000 торпедовидными эмбри-
оидами размером 1–3 мм (обычно в суспензиях нахо-
дились также глобулярные 0,1–0,4 мм и сердцевидные 
0,5–0,9 мм эмбриоиды) в 20 мл жидкой среды иноку-
лировали в жидкую среду PG с добавкой BAP и GА3 
(гибберелловая кислота, по 0,2 мг/л), и культивиро-
вали 2–3 месяца до превращения торпедовидных эм-
бриоидов в проростки размером 5–10 мм с зелеными 
гипокотилями и семядолями. Затем их брали пинце-
том в жидкой среде и высаживали на твердую среду 
MS [25] с 0,5 мг/л BAP, на которой у проростков раз-
вивались побеги (табл. 1).

Адаптация растений-сомаклонов из in vitro к услови-
ям in vivo и их выращивание в условиях открытого грун-
та. Развившиеся из проростков побеги нарезали на 
экспланты с 2-мя листьями (нижний лист удаляли), 
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оставляя две почки на остатке побега на проростке и 
этот проросток с остатком побега и нарезанные на нем 
2-глазковые экспланты высаживали на твердую среду 
PG с добавкой 30 мг/л гумата Na и 0,1 мг/л IAA для 
их укоренения и развития растений в культуре in vitro.

Перед пересадкой растений в условия открытого 
грунта проводили их предадаптацию в культуре in vi-
tro. После одного месяца культивирования на твердой 
среде PG с добавкой 30 мг/л гумата Na на культураль-
ных сосудах заменяли в ламинарном боксе  крышки из 
фольги на стерильную целлофановую пленку, которая 
пропускает пары H2O, CO2 и О2, а также ультрафиоле-
товое излучение и выдерживали в течение 2-х недель в 
тени [20, 26]. Затем растения пересаживали из in vitro 
в условия in vivo, в субстрат. На первом этапе их на-
крывали сверху полиэтиленовой пленкой на высоте 

40–50 см и создавали частичное притенение от пря-
мых солнечных лучей [26].

В конце вегетации измеряли общий прирост и 
характеристики вызревания лозы у сомаклонов для 
установления степени изменчивости в сумме как сома-
клональной так и полиплоидизации под воздействием 
колхицинирования клеток суспензионных культур, из 
которых развились соматические эмбриоиды и реге-
нерировали растения (отдельная клетка в суспензии + 
колхицин → соматический эмбриогенез → проросток 
→ побег у проростка → растение-сомаклон).

Статистическая обработка результатов. Про-
эмбриогенные культуры каллуса, суспензий клеток, 
соматических эмбриоидов и проростков для каждо-
го из 6-ти генотипов и каждого варианта среды были 
представлены в 3-х повторностях (табл.1), а растения-

Генотип, экспланты: 
листья (л.),
черешки листьев (ч. л.), 
междоузлия
 (м. у.);
среда для введения в 
культуру  in vitro

Состав жидких (ж.) и твердых (тв.) питательных сред с добавкой веществ (мг/л) для 
индукции соматического эмбриогенеза № растений-

регенерантов в 
культуре
 in vitro (сомаклонов)

→ Развитие 
проэмбриогенного 
каллуса →

→ Суспензии 
проэмбриогенных 
клеток →

→ Обработка клеток 
в суспензиях 
0,02% колхицином 
и другими 
веществами →

→ Развитие 
глобулярных и 
сердцевидных 
эмбриоидов →*

Бианка, ч. л.;
NN (ж);
2,4-D – 1 мг/л;
BAP – 1 мг/л.

NN (тв);
2,4-D – 1;
BAP – 1;
TDZ – 1.

NN(ж);
2,4-D – 1;
BAP – 1.

0,02 % DMSO,
NN (ж);
BAP – 1;
2сут. +27-30 °C.

PG (ж);
BAP – 0,5;
FА – 5;
PVP – 5 г/л.

№  38, 39, 40, 41, 42

Подарок Магарача, л.;
NN (ж);
2,4-D – 1 мг/л;
BAP – 1 мг/л.

NN(ж);
2,4-D – 1;
BAP – 1.

NN (ж),
сахароза 60г/л;
2,4-D – 2;
BAP – 0,2;
FА – 5;
PVP – 5 г/л.

1 % DMSO;
BAP – 0,5;
сахароза 20 г/л;
1 сут. +27-30 °C.

NN (ж),
без витаминов;
BAP – 0,5;
TDZ – 0,5.

№  47

Interlaken seedless, л.;
NN (ж);
BAP – 1мг/л.

NN(ж);
2,4-D – 1;
BAP – 1.

NN (ж);
2,4-D – 1;
BAP – 0,2.

1% DMSO;
BAP – 0,5;
сахароза -20 г/л;
1 сут. + 27-30 °C.

NN (ж),
без витаминов;
TDZ – 0,5.

№  44, 45

Рута,
л., ч. л., м. у.;
NN (ж);
BAP – 1 мг/л.

NN(ж);
2,4-D – 1;
BAP – 1.

NN (ж),
сахароза 60 г/л;
2,4-D – 2;
BAP – 0,2;
FА – 5;
PVP – 5 г/л.

1 % DMSO;
BAP – 0,5;
сахароза -20 г/л;
2 сут. +27-30 °C

NN (ж),
без витаминов;
BAP – 0,5.

№  48, 49, 50, 51, 52, 
55, 56, 57, 58, 59, 60, 
61, 62, 63, 64, 65, 
66,67, 69,70, 71, 72, 
73, 74, 80, 81, 82, 83, 
85,96

Сфинкс,
л., ч. л., м. у.;
NN (ж);
BAP – 1 мг/л.

NN(ж);
2,4-D – 1;
BAP – 1.

NN (ж),
сахароза 60 г/л;
2,4-D – 2;
BAP – 0,2;
FА – 5;
PVP – 5 г/л.

1 % DMSO;
BAP – 0,5;
сахароза -20 г/л;
1 сут. +27-30 °C.

NN (ж),
без витаминов;
BAP – 0,5;
TDZ – 0,5.

№  87, 88, 89, 90

Гибридная форма 
Е-342,
л., ч. л., м. у.;
NN (ж);
2,4-D – 1 мг/л;
BAP – 1 мг/л.

NN (тв), 
без витаминов;
2,4-D – 2;
BAP – 2;
TDZ – 0,5.

0,02% DMSO;
NN (ж);
BAP – 0,5;
1 сут. +15-17 °C;
2 сут. +27-30 °C.

PG (ж);
BAP – 0,5;
FА – 5.

№  30,31,32,76, 91

NN (тв.);
2,4-D – 1;
BAP – 1;
NOA - 1;
FА – 5;
PVP – 5 г/л.

Раствор и экспози-
ция те же.

PG (ж);
BAP – 0,2. №   93, 94, 95, 97

Таблица 1. Схема введения в культуру in vitro эксплантов 6-ти генотипов винограда, обработки 0,02% раствором 
колхицина клеток в суспензиях, развития из них соматических эмбриоидов и регенерации растений-сомаклонов
 Table 1.  Scheme for introducing to in vitro culture the explants of 6 grape genotypes, treatment with 0.02% colchicine solution 
of cells in suspensions, development of somatic embryoids from them and regeneration of somaclone plants

* - В дальнейшем проводили последовательные субкультивирования: развитие торпедовидных эмбриоидов (PG ж., 0,1 мг/л IAA, 30 
мг/л гумата Naи 5мг/л FA) → проростков (PG ж., BAP и GA3 по 0,2 мг/л) → побегов у проростков (MS тв., 0,5 мг/л BAP)
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сомаклоны – в 4-11-ти повторностях (табл. 2). До-
верительные границы средних величин показателей 
вызревания лозы (общий прирост лозы, длина вы-
зревшей лозы, % вызревания лозы, диаметр и средняя 
длина междоузлий вызревшей лозы) у сомаклонов 
рассчитаны с Р=0,05 (табл.2).

Результаты и обсуждение. Для исследуемых 6-ти 
генотипов винограда применяли заранее разрабо-
танные методики регенерации растений из клеток 
суспензионных культур путем соматического эмбри-
огенеза [20–22]. Обработка в течение суток агрега-
тов клеток (< 850 μm) в суспензионной культуре со-
рта Mencia раствором 0,02% колхицина и 1% DMSO 
в H2O привела к развитию 25% тетраплоидных про-
ростков [16]. Мы также использовали для колхици-
нирования клеток суспензионных культур концен-

трации 0,02% колхицина и 1% DMSO в общем объеме 
суспензии. Для увеличения жизнеспособности и сти-
мулирования деления клеток мы применяли варианты 
растворов с 0,02% колхицином, но с низкой концен-
трацией DMSO (0,02%), а также с дополнительными 
добавками BAP (0,5 и 1 мг/л), сахарозы (20 г/л), сре-
ды NN (концентрации в общем объеме суспензии с 
добавленным раствором). В табл. 1 приводятся кон-
центрации растворов  колхицина, время обработки и 
субкультивирования суспензий на вариантах сред для 
развития глобулярных (рис., А), сердцевидных (рис., 
B), торпедовидных (рис., С) эмбриоидов, проростков 
(рис., D) и побегов у них (рис., E) у генотипов вино-
града, которые привели к развитию жизнеспособных 
растений-сомаклонов после их размножения в культу-
ре in vitro (табл. 1).

A.                                                                                                          B.

C.                                                                                                                      D. 

E.                                                                                             F. 

Рис. Регенерация растений-сомаклонов различных генотипов винограда из колхицинированных клеток суспензионных 
культур: A- Глобулярные эмбриоиды гибридной формы Е-342; B- Глобулярные и сердцевидные эмбриоиды сорта Подарок 
Магарача; С- Торпедовидные эмбриоиды сорта Подарок Магарача; D- Проросток с зеленым гипокотилем и семядолями сорта 
Подарок Магарача; E- Развитие побега из проростка сорта Рута; F- Выращивание в ящиках с субстратом адаптированных из in 
vitro к условиям in vivo сомаклонов 6-ти генотипов винограда сортов Бианка, Подарок Магарача, Interlaken seedless, Сфинкс, Рута 
и гибридной формы Е-342
Fig. Regeneration of somaclone plants of various grape genotypes from colchicinated cells of suspension cultures: A- Globular embryoids 
of the hybrid form E-342; B - Globular and heart-shaped embryoids of ‘Podarok Magaracha’ variety; C- Torpedo-shaped embryoids of the 
variety ‘Podarok Magaracha’; D- Germinant with green hypocotyl and cotyledons of the variety ‘Podarok Magaracha’; E- Development 
of shoot from the germinant of the variety ‘Ruta’; F- Growing of somaclones of 6 grape genotypes of ‘Bianca’, ‘Podarok Magaracha’, 
‘Interlaken Seedless’, ‘Sphinx’, ‘Ruta’ grape varieties and hybrid form E-342 in containers with substrate and adapted from in vitro to in 
vivo conditions.
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Адаптированные из in vitro к условиям in vivo со-
маклоны 6-ти генотипов винограда культивировали в 
субстрате в открытом грунте (рис., F). Были установ-
лены достоверные отличия между сомаклонами по 
приросту и вызреванию лозы как межсортовые (со-
маклоны 6-ти сортов), так и внутрисортовые между 
сомаклонами каждого из сортов Сфинкс, Рута, и ги-
бридной формы Е-342 (табл. 2).

Полиплоидные сомаклоны сорта Сфинкс №87 и 
№89 достоверно различались по длине лозы: общей 
(118,0±14,5 см и 72,5±4,4 см) и вызревшей (95,5±10,4 
см и 55,7±3,6 см) и средней длине междоузлий вы-
зревшей лозы (4,3±0,3 см и 3,2±0,2 см).

Сомаклоны гибридной формы Е-342 различались 
по общей и вызревшей длине лозы: сильнорослые 
№94, №95 и среднерослые №91, №97,  слаборослый 
№76. Сомаклоны сорта Рута можно разделить на 3 
группы: с высокими, средними и низкими показате-
лями общего прироста и вызревания лозы. Высокие 
показатели по общему приросту, длине вызревшей 
лозы и длине междоузлий вызревшей лозы были у по-
липлоидных сомаклонов сорта Рута № 67 и № 49. Наи-
лучшее вызревание лозы отмечено у сомаклонов № 61 
(68,3±1,3%, но средний ее прирост), № 96 (60,3±4,6%, 
но очень слабый ее прирост) и № 67 (58,4±6,0%, самый 
высокий ее прирост). Полиплоидный сомаклон № 49 с 
высоким приростом лозы характеризовался средним 
ее вызреванием (52,7±3,3%). Среди всех сомаклонов 
сорта Рута выделялся полиплоидный сомаклон № 72 с 

очень плохим вызреванием лозы (25,3±0,8%), неболь-
шой длиной междоузлий (2,1±0,3 см), средним общим 
ее приростом (71,8±16,6 см), но большой толщиной 
вызревшей лозы (3,8±0,3 мм). Сомаклоны № 82 и № 96 
с небольшой длиной (14,3±2,3 и 10,0±0,9 см) и толщи-
ной (2,3±0,3 и 2,0 ±0,1 мм) вызревшей лозы являются 
неперспективными для дальнейшего  культивирова-
ния и изучения в условиях открытого грунта (табл. 2).

Выводы. Данные исследования показали, что 
растения-сомаклоны, регенерировавшие из колхи-
цинированных клеток суспензионных культур путем 
соматического эмбриогенеза, различаются широким 
спектром сомаклональной изменчивости по генети-
чески определяемым признакам прироста (длина и 
толщина) и вызревания (%) лозы. Планируется даль-
нейшее изучение их агробиологических признаков 
количества и качества урожая в полевых условиях. 
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