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Аннотация. Cемена, полученные путем скрещиваний сомаклонов сортов Сфинкс и Рута с сомаклоном гибридной формы Е-342, 
сортом Мускат Крыма и сеянцем ТТ-2, выделены из ягод на стадии начала созревания, продезинфицированы и разрезаны по-
перек в стерильных условия c целью изучения влияния генотипа и регуляторов роста на развитие растений из зиготических 
зародышей. Затем сегменты семян с зародышами высажены в варианты жидкой среды PG (1995) с добавкой: 10 мг/л тиамина, 
5 мг/л никотиновой кислоты, 5 мг/л парааминобензойной кислоты и 5 мг/л Са-пантотената, которые различались содержа-
нием регуляторов роста: 5 мг/л кинетина, 0,5 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП), 5 мг/л -индолилмасляной кислоты (ИМК) и 
0,2 мг/л гиббереловой кислоты (ГА3) в различных комбинациях (I этап). Развивающиеся проростки пересаживали на твердую 
безгормональную среду PG для развития из них растений-сеянцев (II этап). Растения с недостаточно развитыми побегами сно-
ва пересаживали в жидкую модифицированную среду PG, но с добавкой 1,5 мг/л БАП (III этап). Для образования способных к 
укоренению побегов, развившихся из проростков, агрегаты почек и побегов субкультивировали в безгормональную среду PG 
(IV этап). Затем эти побеги высаживали на твердую безгормональную среду PG для развития из них растений-сеянцев в культуре 
in vitro (V этап). Зиготические зародыши из семян (без эндосперма) (92 дня после опыления) скрещивания сомаклона № 49 Рута 
х Мускат Крыма прорастали и развивали на первом и втором этапах культивирования в вариантах жидких сред. Для развития 
полноценных растений из недоразвитых зародышей из семян (61 день после опыления), полученных в результате скрещи-
ваний, в которых в качестве материнских форм были использованы сомаклоны № 87 и № 89 Сфинкс, требовалось 2–5 этапов.
Ключевые слова: проростки; кинетин; 6-бензиламинопурин; -индолилмасляная кислота; гиббереловая кислота; со-
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Abstract. The seeds obtained in crossing of somaclones of ‘Sphinx’ and ‘Ruta’ varieties with hybrid somaclone E-342, ‘Muscat Kryma’ 
variety and TT-2 seedling, were isolated from berries at the beginning of ripening, disinfected and cross-cuted under sterile conditions in 
order to study the effect of genotype and growth regulators on the development of plants from zygotic embryos. Then seed segments with 
embryos were planted in liquid PG medium variants (1995) with adding 10 mg/l thiamine, 5 mg/l nicotinic acid, 5 mg/l paraaminobenzoic 
acid, and 5 mg/l Ca-pantothenate, which differed in the content of growth regulators: 5 mg/l kinetin, 0.5 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP), 
5 mg/l -indolylbutyric acid (IBA), and 0.2 mg/l gibberelic acid (GA3) in different combinations (stage I). Germinating seedlings were 
replanted into a solid hormone-free PG medium for the development of plants-seedlings from them (stage II). Plants with insufficiently 
developed shoots were replanted again into a modified liquid PG medium, but with adding 1.5 mg/l BAP (stage III). In order to produce 
rootable shoots developed from seedlings, aggregates of buds and shoots were subcultured into a hormone-free PG medium (stage IV). 
Then these shoots were planted in a solid hormone-free PG medium for the development of plants-seedlings from them in the culture 
in vitro (stage V). Zygotic embryos from seeds (without endosperm) (92 days aster pollination) of crossing somaclone No. 49 ‘Ruta’ x 
‘Muscat Kryma’ germinated and developed at the first and second stages of cultivation in liquid media variants. For the development of 
full-value plants from underdeveloped embryos of seeds (61 days aster pollination), obtained as a result of crosses with somaclones No. 
87 and No. 89 ‘Sphinx’ used as maternal forms, 2–5 stages were required.
Key words: germinating seedlings; kinetin; 6-benzylaminopurine; -indolylbutyric acid; gibberelic acid; somaclone; variety; 
callus; shoot.
For citation: Zlenko V.A., Pavlova I.A., Klimenko V.P., Lushchay E.A., Abdurashitova A.S., Grigorenko M.I., Avidzba A.M. The 
eff ect of genotype and growth regulators on the development of plants from zygotic embryos of underdeveloped grape seeds in 
the culture in vitro. Magarach. Viticulture and Winemaking. 2023;25(4):334-340. DOI 10.34919/IM.2023.90.97.002 (in Russian).
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Введение
Различные технологии, позволяющие индуциро-

вать развитие зиготического зародыша, извлечен-
ного из оплодотворенной семяпочки, известны как 
«эмбриоспасение» [1]. Эти технологии в настоящее 
время широко используются в программах селекции 
столового винограда, обеспечивая относительно вы-
сокую частоту развития зародыша (в среднем 50 %). 
Использование технологии эмбриоспасения в селек-
ции столового винограда привело к созданию инно-
вационных сортов и ускорению селекционного про-
цесса. Многие новые сорта были получены методом 
спасения эмбрионов в Соединенных Штатах, Арген-
тине, Китае, Японии, Италии, Индии и Австралии 
[2, 3]. Стеноспермокарпические сорта винограда ис-
пользуют в качестве материнской формы в скрещива-
ниях с семенными и бессемянными опылителями [4–
9]. Эффективность технологии зависит от генотипов 
родительских пар, периода после опыления, среды 
культивирования, биологически активных веществ, 
условий культивирования. В последнее время эти тех-
нологии используют для получения бессемянного по-
томства при скрещивании родительских пар разной 
плоидности. Результаты исследований показывают, 
что использование технологии эмбриоспасения мо-
жет повысить эффективность селекции на тетрапло-
идном и гипотетраплоидном уровне [10, 11].

Покой семян винограда замедляет ход многих се-
лекционных программ, что приводит к низкой одно-
родности и низкому проценту всхожести. Культуру 
семян in vitro используют в качестве эффективной 
системы, способствующей ускорению процессов про-
растания и развития растений [12].

Цель исследования – разработка системы in vitro 
получения растений из зиготических зародышей не-
доразвитых семян на основе изучения влияния гено-
типа и регуляторов роста на процессы развития мор-
фологических структур.

Материалы и методы исследования
Материалом для исследования служили семена 

винограда, полученные в результате гибридизации. 
В качестве материнских форм использованы сома-
клоны (№ 87 и № 89) сорта винограда Сфинкс (обо-
еполый тип цветка), сорта Рута (№ 49) (женский тип 
цветка), полученные путем соматического эмбриоге-
неза из клеток суспензионных культур, обработан-
ных колхицином [13]. В качестве опылителей высту-
пили: сомаклон № 97 бессемянной гибридной формы 
Е-342, сорт Мускат Крыма и гибридная форма ТТ-2 
(Тимур х Ташлы). Семена с недоразвитым зароды-
шем были выделены в фазу начала созревания ягоды. 
У сомаклонов № 87 и № 89 Сфинкс (сверхранний срок 
созревания) семена собраны на 61 день, у сомаклона 
№ 49 Рута (поздний срок созревания) – на 92 день по-
сле опыления соответственно. Для введения в культу-
ру использовали только гибридные семена № 49 Руты 
без эндосперма (при замачивании в воде они всплы-
вают).

Семена были выделены из ягод, продезинфици-
рованы 96  % спиртом-ректификатом в течение 20  с, 

затем диоцидом в течение 12 мин, промыты три раза 
стерильной Н2О в течение 30 мин. В стерильных ус-
ловиях в чашках Петри отсекали халазальную часть 
и сегменты семян с зародышами. Высаживали по 
разработанной ранее методике в разные варианты 
жидкой среды PG с добавкой 10 мг/л тиамина, 5 мг/л 
никотиновой кислоты, 5  мг/л парааминобензойной 
кислоты, 5  мг/л Са-пантотената, 20  г/л сахарозы и 
регуляторов роста: цитокининов 5  мг/л (кинетина 
и 0,5  мг/л 6-бензиламинопурина (БАП)), ауксина 
5 мг/л -индолилмасляной кислоты (ИМК) и 0,2 мг/л 
гибберелловой кислоты в различных комбинациях 
(I этап, табл. 1, 2) [14, 15].

После трех месяцев культивирования, проростки 
были пересажены на твердую безгормональную среду 
PG (1995) с добавкой 20 г/л сахарозы и 7  г/л агара. 
После 40 дней развития на твердой среде была про-
ведена оценка влияния различных регуляторов роста 
в вариантах жидких сред (I этап) на показатели раз-
вития побегов и корней у проростков на твердой без-
гормональной среде PG (II этап).

Зародыши в семенах материнской формы сома-
клона № 49 Рута были на более поздней стадии разви-
тия, поэтому у проростков лучше образовались корни 
и побеги на I и II этапах по сравнению с зародыша-
ми сомаклонов № 87 и № 89 Сфинкс. В зависимости 
от вариантов сред I этапа и отцовской формы, при-
меняемой в скрещиваниях, у зародышей сомаклонов 
№ 87 и № 89 Сфинкс 81 % проростков не образовывал 
полноценных побегов на II этапе. Такие проростки 
пересаживали из твердой безгормональной среды PG 
в жидкую среду PG с добавкой 5  мг/л никотиновой 
кислоты, 5 мг/л Ca-пантотената, 170 мг/л NaH2PO4 х 
H2O, 1,5 мг/л БАП и 20 г/л сахарозы (30 дней куль-
тивирования, III этап, рис.  2.1). Образовавшиеся из 
проростков агрегаты пролиферирующих почек или 
побегов субкультивировали в жидкую безгормо-
нальную среду PG (IV этап, рис.  2.2, 2.3). Затем по-
беги высаживали на безгормональную среду PG для 
их укоренения и развития растений в культуре in vitro 
(V этап, рис. 2.4).

На каждый вариант жидкой среды I этапа выса-
живали по 6–9 зародышей (отрезанных частей семян 
с зародышами) каждого скрещивания. НСР рассчи-
тывали с применением Excel, Р=0,05.

Результаты и их обсуждение
У многих проростков, полученных из зиготиче-

ских зародышей от скрещивания №  49 Рута х Му-
скат Крыма, уже на I этапе в вариантах жидких сред 
(табл. 1, рис. 1.3) развивались побеги и корни. У рас-
тений, полученных из зиготических зародышей, по-
сле пересадки на твердую безгормональную среду PG 
(II этап) наблюдалась сильная зависимость от их ге-
нотипа и в меньшей степени от варианта жидкой сре-
ды, в которой их культивировали первоначально на 
I этапе (табл. 1, рис. 1).

Зародыши различались по их генетически детер-
минированной способности или к образованию еди-
ничных побегов, или единичным почкам, из которых 
не развились побеги, или конгломератом почек и 
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очень коротких побегов у проростков на I и II этапах. 
Поэтому для развития побегов из почек у таких про-
ростков их пересаживали в жидкую модифицирован-
ную среду PG с добавкой 1,5 мг/л БАП (III этап).

Для образования способных к укоренению удли-
ненных побегов с листьями агрегаты почек и укоро-
ченных побегов субкультивировали в жидкую безгор-
мональную среду PG, и только потом побеги отсекали 
от агрегатов (IV этап) и высаживали на твердую без-
гормональную среду PG, на которой из них развива-
лись полноценные растения (V этап, рис. 2.).

Этапы этого процесса у проростков из зароды-
шей семян различных скрещиваний представлены на 
рис. 3: пролиферация побегов в жидкой модифициро-
ванной среде PG с добавкой 1,5 мг/л БАП у пророст-

ка скрещивания № 49 Рута х Мускат Крыма (III этап), 
развившегося в варианте жидкой модифицирован-
ной среды PG с добавкой 0,5 мг/л БАП и 5 мг/л ИМК 
на I этапе (рис. 3.1); образование побегов, способных 
к укоренению, из агрегата почек у проростка скре-
щивания № 87 Сфинкс x ТТ-2 после субкультивиро-
ваний в варианты модифицированных жидких сред 
PG: 0,5 мг/л БАП, 5 мг/л ИМК и 0,2 мг/л ГА3 (I этап) 
→ 1,5  мг/л БАП (III этап) → без регуляторов роста 
(IV  этап, рис.  3.2); у проростка скрещивания №  49 
Рута х Мускат Крыма субкультивирования те же, но 
на I этапе вариант среды с 5 мг/л кинетина и 5 мг/л 
ИМК (IV этап, рис. 3.3); развитие растений скрещи-
вания № 89 Сфинкс х № 97 E-342 после субкультиви-
рований в жидких вариантах сред: 5  мг/л кинетина 

Концентрация регуляторов 
роста (I этап), мг/л

Длина побегов и корней развившихся 
у проростков на I этапе, см

Развитие растений из проростков после их пересадки 
на твердую среду PG без регуляторов роста, II этап

длина побегов, см длина корней, см длина побегов, см доличество корней, шт. длина корней, см

Кинетин-5 2,4 4,5 3,2 3,7 6,3
Кинетин-5; ГА₃-0,2 3,4 6,0 5,0 5,0 14,0
Кинетин-5; ИМК-5 2,8 1,7 4,0 4,3 2,3
Кинетин-5; ИМК-5; ГА₃-0,2 2,3 5,0 3,2 6,3 7,0
БАП-0,5 1,8 2,3 2,1 2,0 3,9
БАП-0,5; ГА₃-0,2 1,7 4,0 2,5 2,0 5,6
БАП-0,5; ИМК-5 2,0 1,5 3,0 1,0 2,0
БАП-0,5; ИМК-5; ГА₃-0,2 0,3 6,2 0,6 6,0 8,0
НСР 0,8 1,6 1,1 1,7 3,2

Таблица 1. Влияние регуляторов роста на развитие растений из зародышей семян с неразвитым эндоспермом 
популяции Рута сомаклон № 49 x Мускат Крыма на I и II этапах культивирования
Table 1. The effect of growth regulators on the development of plants from seed embryos with undeveloped endosperm 
of the population ‘Ruta’ somaclone No. 49 x ‘Muscat Kryma’ at stages I and II of cultivation

Рис. 1. Развитие проростков и растений из зародышей семян (I и II этапы). I этап: 1.1 – № 89 Сфинкс х № 97 Е-342, 
5 мг/л кинетина; 1.2 – № 87 Сфинкс х Мускат Крыма, 5 мг/л кинетина и 0,2 мг/л ГА3; 1.3 – № 49 Рута х Мускат 
Крыма, 5 мг/л кинетина и 5 мг/л ИМК. II этап: 1.4 – №89 Сфинкс х №97 Е-342, 5 мг/л кинетина (I этап) → твердая 
безгормональная среда PG, развитие растений из проростков 
Fig. 1. Development of germinating seedlings and plants from seed embryos (stages I and II). Stage I: 1.1 – No. 89 ‘Sphinx’ 
x No. 97 E-342, 5 mg/l kinetin; 1.2 – No. 87 ‘Sphinx’ x ‘Muscat Kryma’, 5 mg/l kinetin and 0.2 mg/l GA3; 1.3 – No. 49 ‘Ruta’ x 
‘Muscat Kryma’, 5 mg/l kinetin and 5 mg/l IBA. Stage II: 1.4 – No. 89 ‘Sphinx’ x No. 97 E-342, 5 mg/l kinetin (Stage I) → solid 
hormone-free PG medium, development of plants from germinating seedlings 

1.1                                                     1.2                                           1.3                                                     1.4
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развития зиготических зародышей в семенах, необхо-
димо присутствие в среде разных регуляторов роста. 
Добавка БАП и кинетина с ИМК на первом этапе 
оказывала положительный эффект на развитие рас-
тений из зиготических зародышей от скрещивания 
№ 49 Рута х Мускат Крыма.

Присутствовавшие во всех вариантах жидких 

(I этап) → 1,5 мг/л БАП (III этап) → без регуляторов 
роста (IV этап); отчленение побегов от агрегата по-
чек и их высадка на твердую безгормональную среду 
PG (V этап, рис. 3.4).

У сверхранних форм винограда до созревания ягод 
не успевают образоваться полноценные зародыши в 
семенах (недоразвитые зародыши) и поэтому они ха-
рактеризуются низкой всхожестью [16]. Из зароды-
шей семян от скрещиваний, в которых материнскими 
формами были сомаклоны № 87 и № 89 Сфинкс, пол-
ноценные побеги образовывались на II  этапе после 
пересадки проростков на твердую безгормональную 
среду PG. У некоторых проростков наблюдалась про-
лиферация почек вместо развития побегов, поэтому 
требовались последовательные пересадки в жидкую 
модифицированную среду PG, содержащую 1,5 мг/л 
БАП (III этап, рис.  3.1). Способные к укоренению 
побеги выращивали после субкультивирования агре-
гатов почек в жидкую безгормональную среду PG 
(IV этап, рис. 3.2, 3.3). Затем для дальнейшего разви-
тия растений отделяли от этих агрегатов побеги и вы-
саживали их на твердую безгормональную среду PG 
(V этап, рис. 2.4). Совместная добавка гибберелловой 
кислоты в варианты сред с БАП на первом этапе не 
угнетала развитие побегов у проростков на II этапе 
по сравнению с кинетином. В вариантах сред с кине-
тином положительный эффект на развитие побегов 
и корней у проростков оказывала ИМК. Совместное 
добавление ИМК с БАП и  гибберелловой кислоты с 
кинетином и БАП (в меньшей степени) оказало от-
рицательный эффект. Зародыши и проростки превра-
щались в каллус (табл. 2).

Для развития растений из семян с недоразвитым 
эндоспермом или с несозревшими зародышами, взя-
тых из ягод в начале их созревания, может применять-
ся методика культивирования in vitro зиготических 
зародышей путем дезинфекции семян, отсекания ха-
лазальной части и высадки сигментов семян с зароды-
шами в жидкую среду [14]. В зависимости от стадий 

3.1                                                3.2                                                 3.3                                                     3.4
Рис. 3. Этапы получения растений из проростков, у которых не развились почки или побеги из почек на I этапе 
культивирования: 3.1 – пролиферация почек и побегов в варианте жидкой модифицированной среды PG с добавкой 
1,5 мг/л БАП (III этап); 3.2 и 3.3 – соответственно развитие единичных или многочисленных побегов из агрегатов 
почек в жидкой безгормональной среде PG (IV этап); 3.4 – развитие растений-сеянцев на твердой безгормональной 
среде PG из укорененных побегов (V этап)
Fig. 3. Stages of obtaining plants from germinating seedlings that did not develop buds or shoots from buds at stage I of 
cultivation: 3.1 – proliferation of buds and shoots in a modifi ed liquid PG medium with adding 1.5 mg/l BAP (stage III); 3.2 and 
3.3 – respectively, the development of single or numerous shoots from bud aggregates in a liquid hormone-free PG medium 
(stage IV); 3.4 – the development of plants-seedlings in a solid hormone-free PG medium from rooted shoots (stage V)

Рис. 2. Схема получения растений из зиготических 
зародышей винограда в условиях in vitro
Fig. 2. Scheme of obtaining plants from zygotic grape 
embryos in the conditions in vitro
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сред первого этапа цитокинины кинетин или БАП 
стимулировали образование проростков, а также 
индуцировали развитие побегов. Дополнительные 
добавки ГА или ИМК позволяли: улучшить образо-
вание и рост побегов и корней; вызвать превращение 
некоторых зародышей в каллус из гибридных семян 
сомаклонов № 87 и № 89 сорта Сфинкс. Среди полу-
ченного генеративного потомства было настолько 
сильное генетическое разнообразие по способности 
образовывать побеги и корни у проростков, что у не-
которых из них этот процесс проходил на II этапе, а у 
других на III, IV или V этапах.

Выводы
Цитокинины кинетин и БАП стимулируют об-

разование проростков из зиготических зародышей, 
а дополнительные добавки в варианты сред ауксина 
ИМК или гиббереловой кислоты способствуют как 
развитию побегов и корней у проростков, так и вы-
зывают образование каллуса.

Способность к образованию побегов и корней у 
проростков из зрелых зародышей семян (92 дня после 
опыления) с недоразвитым эндоспермом скрещива-
ния сомаклона № 49 Рута х Мускат Крыма в большей 
мере зависела от их генотипа, чем от присутствия раз-
личных регуляторов роста в вариантах сред.

У семян от скрещивания сверхранних материн-
ских форм сомаклонов №  87 и №  89 Сфинкс недо-
развитые зародыши характеризовались не только их 
генетически детерминированной способностью к об-

разованию проростков, побегов, корней и каллуса, но 
и влиянием различных регуляторов роста в вариан-
тах сред на эти процессы. Варианты сред с добавкой 
5 мг/л кинетина, или 5 мг/л кинетина с 5 мг/л ИМК, 
или 5 мг/л БАП не вызывали превращение в каллус 
зародышей из семян скрещиваний материнских форм 
сомаклонов № 87 и № 89 Сфинкс.

Большинство более зрелых зародышей материн-
ской формы сомаклона №  49 Рута превращались в 
проростки и образовывали растения на I и II этапах, 
тогда как для сверхранних материнских форм сома-
клонов № 87 и № 89 Сфинкс для развития растений-
сеянцев требовалось больше субкультивирований на 
различные варианты сред.
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Концентрация 
регуляторов роста 
(I этап), мг/л

Развитие растений из проростков после их пересадки на твердую среду PG без регуляторов роста, 
II этап
длина побегов, см
образование каллуса (к) количество корней, шт. длина корней, см

А Б В Г А Б В Г А Б В Г

Кинетин-5 1,5 0,3 1,8 0,0 4,0 2,0 2,0 0,0 9,0 0,5 0,7 0,0

Кинетин-5; ГА₃-0,2 0,0к 0,0 0,0 0,3к 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Кинетин-5; ИМК-5 0,9 4,0 3,0 0,0 5,0 5,0 3,0 0,0 10,0 5,0 1,0 0,0

Кинетин-5; ИМК-5; 
ГА₃-0,2 0,0к 2,5 0,3 2,3 0,0 2,0 0,0 4,3 0,0 3,0 0,0 3,8

БАП-0,5 3,0 0,0 2,0 0,3 1,0 0,0 1,0 1,0 14,0 0,0 0,5 1,8

БАП-0,5; ГА₃-0,2 7,0 0,0к 3,0 0,3к 4,0 0,0 0,0 0,0 13,0 0,0 0,0 0,0

БАП-0,5; ИМК-5 0,0 0,3 1,0к 0,3 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 1,7

БАП-0,5; ИМК-5; 
ГА₃-0,2 0,3к 2,0 0,6 0,0к 2,0 1,0 1,0 0,0 7,0 12,0 1,0 0,0

НСР 2,0 1,3 1,0 0,6 1,7 1,5 0,9 1,2 4,9 3,5 0,4 1,2

Таблица 2. Влияние регуляторов роста, добавленных в жидкую модифицированную среду PG (I этап), на 
развитие растений из недоразвитых зародышей после пересадки на твердую безгормональную среду PG 
(II этап)
Table 2. The effect of growth regulators added to a modified liquid PG medium (stage I) on the development of plants 
from underdeveloped embryos after re-planting into a solid hormone-free PG medium (stage II) 

Пр и м е ч а н и я :  А – № 87 Сфинкс х № 97 Е-342; Б – № 87 Сфинкс х сеянец ТТ-2; В – № 89 Сфинкс х № 97 Е-342; 
Г – № 89 Сфинкс х Мускат Крыма
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