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Аннотация. Целью исследования является получение новых знаний в ходе проведения биотехнологических операций по 
оздоровлению растительного материала винограда от возбудителей бактериального рака для их последующего практического 
применения. Объект исследования – культивирование растений винограда in vitro, инфекционные болезни, оздоровление рас-
тительного материала. Получены растения in vitro 18 сортов винограда в необходимом и достаточном количестве для прове-
дения экспериментов по оздоровлению. Проведены комплексные технологические операции по оздоровлению растительного 
материала винограда от бактериального рака, включая термотерапию и электротерапию. Осуществлена молекулярная диагно-
стика латентной формы фитопатогенов в растительном материале после процедур оздоровления. Регенерацию после процедур 
оздоровления в степени, достаточной для проведения тестирования, прошли образцы 5 сортов винограда. Полностью удалось 
элиминировать инфекцию A. tumefaciens в образцах сортов Аврора Магарача и Ркацители Магарача и A. rhizogenes в образцах со-
ртов Альминский и Цитронный Магарача. В значительной степени снизился уровень бактериальной инфекции A. tumefaciens в 
образцах сорта Памяти Голодриги. Растительный материал сорта Цитронный Магарача пока не удалось избавить от инфекции 
A. tumefaciens. Проведенные эксперименты показали, что использование биотехнологических методов позволяет элиминиро-
вать инфекцию или в значительной степени снизить ее уровень в отношении A. rhizogenes и A. tumefaciens. Полученные данные 
являются основой для дальнейших исследований. Результаты выполнения работы могут быть использованы для оздоровления 
растений в научных экспериментах и в производстве посадочного материала винограда для создания насаждений высоких 
биологических категорий качества. В дальнейшем предполагается разработать оптимальную схему оздоровления посадочного 
материала винограда от основных инфекций.
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Abstract. The aim of this research was to obtain new knowledge during biotechnological operations for the recovery of grape plant 
material from Agrobacterium spp. pathogens for subsequent practical use. Study object included cultivating grape plants in vitro, 
infectious diseases, and recovery of plant material. The plants in vitro of 18 grape varieties were obtained in the necessary and sufficient 
quantity to carry out the experiments on recovery. The complex of technological operations for the recovery of grape plant material from 
Agrobacterium spp. was carried out, including thermotherapy and electrotherapy. Aster the recovery procedures, molecular diagnostics 
of the latent form of phytopathogens in plant material were performed. Samples of 5 grape varieties were regenerated aster recovery 
procedures to a degree sufficient for testing. The infection of A. tumefaciens in samples of ‘Aurora Magaracha’ and ‘Rkatsiteli Magaracha’ 
varieties, as well as the infection of A. rhizogenes in samples of ‘Alminski’ and ‘Tsitronnyi Magaracha’ varieties, was completely eliminated. 
The level of A. tumefaciens infection was significantly reduced in the samples of ‘Pamyati Golodrigi’ variety. Plant material of ‘Tsitronnyi 
Magaracha’ variety was not relieved of A. tumefaciens infection. The conducted experiments show that the use of biotechnological methods 
makes it possible to eliminate the infection of Agrobacterium spp. pathogens A. rhizogenes and A. tumefaciens, or significantly reduce the 
level of infection. The data obtained are the basis for further research. The results of work can be used for plant recovery in scientific 
experiments and in the production of grape plant material in order to create the vineyards of high biological quality categories. Further 
on, it is planned to develop an optimal scheme for the recovery of grape planting material from basic infections.
Key words: pathogens; elimination; testing; in vitro; thermotherapy; electrotherapy.
For citation: Klimenko V.P., Lushchay E.A., Pavlova I.A., Abdurashitova A.S., Zlenko V.A., Grigorenko M.I., Spotar G.Yu., 
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Введение
Наблюдаемые в последние десятилетия измене-

ния погодно-климатических условий, недостаточ-
ное использование современных агротехнических 

приемов и селекционно-генетических достижений, 
закладка виноградников импортным, зачастую ин-
фицированным посадочным материалом дестаби-
лизируют производство винограда и существенно 
увеличивают потери урожая от болезней и вредите-
лей [1]. Несмотря на то, что используемые сегодня 
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пестициды обеспечивают эффективную защиту от 
многих заболеваний, распространение некоторых 
возбудителей болезней невозможно контролировать 
традиционными химическими методами. Общая ха-
рактерная черта этих фитопатогенов – это то, что они 
являются системными и в основном бессимптомно 
присутствуют в растениях-хозяевах из-за низкого 
уровня исходной концентрации в растении, неблаго-
приятных условий окружающей среды или защитных 
реакций растения [2]. Бессимптомная системная ин-
фекция Agrobacterium spp. – явление, распространен-
ное у винограда [3]. Патоген генетически трансфор-
мирует клетки растения-хозяина, что приводит к ро-
сту опухоли. Перенос сегмента бактериальной ДНК 
(Т-ДНК) от бактерии к ядру клетки растения-хозяи-
на в основном управляется бактериальными генами, 
тогда как его интеграция в геном растения-хозяина 
определяется генами растения [4]. Бактериальный 
рак, вызываемый агробактериями, является одним из 
наиболее серьезных заболеваний винограда, для ко-
торого до сих пор не разработаны методы эффектив-
ного контроля развития [5]. Срок эксплуатации вино-
градных насаждений во многом лимитируется интен-
сивностью развития бактериального рака, ухудшение 
агробиологических и хозяйственных показателей 
связано с уменьшением объема проводящей системы 
из-за некроза сосудов и увеличением расхода пласти-
ческих веществ на рост раковой опухоли, что приво-
дит к постепенному истощению растения и его гибе-
ли [6]. Агробактерии распространяются при исполь-
зовании инфицированного посадочного материала, 
а также посредством почвы, содержащей заражен-
ные остатки виноградной лозы [7–9]. На миграцию 
Agrobacterium на виноградниках влияет ряд факторов, 
в том числе обрезка и другие агротехнические меро-
приятия, орошение, давление воды в почве, которое 
может воздействовать на перемещение бактерий по 
ксилеме [10]. Использование для размножения рас-
тительного материала, оздоровленного от латентных 
инфекций, является ключевым фактором в предот-
вращении развития и распространения болезней. 
Оздоровленный посадочный материал необходим 
для последующего размножения в питомниках и для 
обмена зародышевой плазмой между странами или 
регионами [11–14]. Изучение особенностей эконо-
мически важных фитопатогенов позволяет развивать 
биотехнологические методы оздоровления растений 
винограда от связанных с ними заболеваний, в том 
числе от биоваров бактериального рака [15–17].

Основная цель данной работы – получение новых 
знаний в ходе проведения биотехнологических опе-
раций по оздоровлению растительного материала ви-
нограда от возбудителей бактериального рака для их 
последующего практического применения. 

Объект исследования – культивирование расте-
ний винограда in vitro, инфекционные болезни, оздо-
ровление растительного материала.

Материалы и методы исследования
Место проведения лабораторных опытов: лабо-

ратория генетики, биотехнологий селекции и раз-

множения винограда; лаборатория молекулярно-ге-
нетических исследований (ФГБУН «ВННИИВИВ 
«Магарач» РАН», г. Ялта), исследования проведены 
в 2022–2023 гг.

Материалом для экспериментов являлись расте-
ния in vitro 18 межвидовых сортов винограда. В основу 
получения, культивирования и клонального микро-
размножения растений винограда положены разра-
ботки института «Магарач» [18]. Методы оздоровле-
ния растений винограда in vitro используются согласно 
рекомендациям, опубликованным в печати [19].

В работе использованы следующие среды: MS – 
питательная среда Murashige, Skoog (1962); M1 – мо-
дифицированная среда MS Голодрига, Зленко (1986); 
M2 – модифицированная среда MS Голодрига, Зленко 
(1986); PG – питательная среда Plant Growth (1993).

Исходным материалом для исследования явля-
ется однолетняя виноградная лоза, заготовленная с 
визуально здоровых кустов на Ампелографической 
коллекции института «Магарач» и на селекционных 
участках. Для получения эксплантов черенки прора-
щивали в стеклянных сосудах с водопроводной водой 
в комнатных условиях (20–22 °C, влажность 60–65 %). 
Образовавшиеся зеленые побеги отсекали, удаляли 
листья, разрезали на одно–двухглазковые эксплан-
ты и помещали в стеклянные биксы. Операции по 
стерилизации материала и дальнейшим посадкам на 
питательные среды проводили в ламинарном боксе. 
Стерилизацию осуществляли 96  %-ным этиловым 
спиртом-ректификатом в течение 40 с и диоцидом в 
течение 8 мин. с последующей трехкратной промыв-
кой автоклавированной дистиллированной водой в 
течение 15 мин. После механических операций экс-
планты высаживали в культуральные сосуды на моди-
фицированную среду MS, дополненную 6-бензилами-
нопурином в концентрации 0,4 мг/л. Для укоренения 
образовавшиеся побеги пересаживали на среду PG, 
содержавшую α-нафтилуксусную кислоту в концен-
трации 0,05 мг/л. Культивирование осуществляли на 
свету при 16-часовом фотопериоде интенсивностью 
1500 люкс и температуре 27 °C.

Экстракцию ДНК выполняли с использованием 
экстрагирующего буфера ЦТАБ [20]. Исследование 
патогенов бактериальной этиологии проводили мето-
дом биоПЦР в два этапа: микробиологический – для 
получения накопительных культур при тестировании 
бактериального рака Agrobacterium spp., и молекуляр-
ный – ПЦР. На заключительном этапе исследования 
для детекции результатов по бактериальному раку 
применяли метод гель – электрофореза продуктов 
ПЦР в 1,2–1,4 %-ном агарозном геле согласно стандар-
ту организации 01580301.031-2021 «Виноград, плодо-
вые, орехоплодные, ягодные, декоративные культуры, 
вода и почва. Определение бактериальных фитопато-
генов на основе полимеразной цепной реакции».

По схеме оздоровления с помощью термотерапии 
применяли климатическую камеру Binder KBWF 240. 
Если в предыдущих работах термотерапию проводили 
на протяжении 284 ч, то в данной работе время культи-
вирования растений в климатической камере состав-
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ляло 624 ч; после выполнения основного программ-
ного цикла совершали дополнительные процеду-
ры без начальных стадий с низкими температура-
ми. Всего термотерапия осуществлена на образцах 
11 сортов.

По схеме оздоровления с помощью электро-
терапии применяли камеру горизонтального 
электрофореза Minie-135. В процессе электротера-
пии исследовали до пяти вариантов воздействия 
электрическим током: 0 (контроль), 30 мА, 40 мА, 
50 мА и 100 мА на протяжении 20 мин. Для элек-
тротерапии использованы зеленые побеги четырех 
сортов винограда. После процедуры экспланты 
вводили в условия in vitro.

Опыты проводили как минимум в трехкратной 
повторности. Различия между вариантами счита-
ли статистически значимыми при уровне досто-
верности p≤0,05.

Результаты и их обсуждение
Введенные в культуру в 2022–2023 гг. эксплан-

ты 18 сортов винограда использованы для размно-
жения и получения материала в необходимом для 
экспериментов по оздоровлению количестве.

При первичном тестировании все испытывае-
мые образцы проанализированы на наличие фито-
патогенов бактериальной природы, а именно: био-
вар Agrobacterium tumefaciens, биовар Agrobacterium 
vitis, биовар Agrobacterium rhizogenes.

По результатам ПЦР в образцах сортов Авро-
ра Магарача, Красень, Памяти Голодриги, Пода-
рок Магарача, Рислинг Магарача, Ркацители Ма-
гарача, Спартанец Магарача, Тавквери Магарача, 
Цитронный Магарача и Ялтинский бессемянный 
выявлен биовар A.  tumefaciens 
(табл. 1). В образцах сортов Аль-
минский, Сафьяновый, Спарта-
нец Магарача, Подарок Магара-
ча и Цитронный Магарача вы-
явлен биовар A.  rhizogenes. При 
этом образцы сортов Подарок 
Магарача, Спартанец Магара-
ча и Цитронный Магарача ин-
фицированы двумя биоварами, 
A. tumefaciens и A. rhizogenes. Все 
проанализированные образцы 
оказались свободными от пато-
генного биовара A. vitis.

Поскольку по результатам 
первичного тестирования об-
разцы сортов Антей магарач-
ский, Артек, Геркулес, Грана-
товый Магарача, Первенец 
Магарача и Южнобережный 
оказались свободными от 
Agrobacterium spp., то эти сорта 
к дальнейшим работам по оз-
доровлению от бактериальной 
инфекции не привлекались, ма-
териал поддерживается в усло-
виях in vitro.

Таблица 1. Результаты первичной молекулярной 
диагностики латентной стадии возбудителей 
бактериального рака в растительном материале 
винограда
Table 1. The results of primary molecular diagnostics of the 
latent stage of Agrobacterium spp. in grape plant material

Сорт винограда
Биовары бактериального рака 
Agrobacterium spp.
Agrobacterium 
tumefaciens

Agrobacterium 
vitis

Agrobacterium  
иrhizogenes

Аврора Магарача + – –
Альминский – – +
Антей магарачский – – –
Артек – – –
Геркулес – – –
Гранатовый Магарача – – –
Красень + – –
Памяти Голодриги + – –
Первенец Магарача – – –
Подарок Магарача + – +
Рислинг Магарача + – –
Ркацители Магарача + – –
Сафьяновый – – +
Спартанец Магарача + – +
Тавквери Магарача + – –
Цитронный Магарача + – +
Южнобережный – – –
Ялтинский 
бессемянный + – –

Пр и м е ч а н и я :  «+» – наличие фитопатогена, «–» – отсутствие 
фитопатогена

Рис. Тестирование фитопатогенов Agrobacterium spp. в растительном материале 
винограда: 1 – отрицательный контроль; 2–4 – сорт Альминский, термотерапия; 
5–6 – сорт Памяти Голодриги, электротерапия; 7 – сорт Цитронный 
Магарача, термотерапия; 8 – сорт Аврора Магарача, термотерапия; 9 – маркер 
молекулярного веса (100 п.н.); 10 – сорт Ркацители Магарача, термотерапия; 11 – 
сорт Южнобережный, термотерапия; 12 – сорт Антей магарачский, термотерапия; 
13 – положительный контроль (A. tumefaciens, A. vitis, A. rhizogenes); 14 – маркер 
молекулярного веса (1000 п.н.)
Fig. Testing for Agrobacterium spp. pathogens in grape plant material: 1 – negative 
control; 2–4 –‘Alminski’ variety, thermotherapy; 5–6 –‘Pamyati Golodrigi’ variety, 
electrotherapy; 7 –‘Tsitronnyi Magaracha’ variety, thermotherapy; 8 –‘Aurora 
Magaracha’ variety, thermotherapy; 9 – molecular weight marker (100 bp); 10 
–‘Rkatsiteli Magaracha’ variety, thermotherapy; 11 –‘Yuzhnoberezhnyi’ variety, 
thermotherapy; 12 –‘Antei Magarachskiy’ variety, thermotherapy; 13 – positive 
control (A. tumefaciens, A. vitis, A. rhizogenes); 14 – molecular weight marker (1000 bp)

1     2    3    4    5     6    7     8    9    1 0   1 1   1 2   1 3   1 4 
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После проведения биотехнологических операций 
по оздоровлению растительного материала вино-
града от инфекций в 2023 г. образцы проанализиро-
ваны на наличие латентной формы фитопатогенов 
бактериальной этиологии. Молекулярная диагно-
стика образцов на наличие бактериального рака вы-
полнена со специфическими праймерами к биоварам 
A. tumefaciens, A. vitis и A. rhizogenes (рис.).

Регенерацию после процедур оздоровления в 
степени, достаточной для проведения тестирования, 
прошли образцы 5 сортов винограда (табл. 2). Резуль-
таты испытаний показали, что после термотерапии 
полностью элиминирована инфекция A. tumefaciens в 
образцах сортов Аврора Магарача и Ркацители Ма-
гарача и A. rhizogenes в образцах сортов Альминский 
и Цитронный Магарача. Ранее сообщалось, что со-
четание термотерапии и методов культивирования 
меристем успешно применяли для оздоровления кло-
нов сортов и подвоев винограда от биовара A.  vitis 
и ряда вирусов [21]. Элиминация биовара A.  vitis из 
инфицированных растений сорта винограда Рислинг 
была также достигнута путем культивирования апи-
кальных и аксиллярных почек и меристем из верху-
шек побегов с последующим микроразмножением в 
культуре тканей, у оздоровленных растений бактерии 
не обнаружены даже после многократного и широко-
го тестирования [17]. Поэтому использование био-
технологических методов является перспективным 
подходом для элиминации инфекции различных био-
варов бактериального рака.

После электротерапии на тестирование переданы 
образцы сорта Памяти Голодриги, результаты пока-
зали снижение уровня инфекции A. tumefaciens. Элек-
тротерапия является относительно быстрой и про-
стой процедурой, может быть полезной стратегией 
оздоровления растений винограда от инфекционных 
болезней, но до сих пор не существует публикаций по 
использованию электротерапии против бактериаль-
ного рака [19]. Этот относительно новый метод пока 

используется только для элиминации вирусов [15].
Растительный материал сорта Цитронный 

Магарача пока не удалось избавить от инфекции 
A. tumefaciens.

Выводы
При первичном тестировании 18 сортов виногра-

да по результатам ПЦР в образцах 10 сортов выявлен 
биовар A.  tumefaciens, в образцах 5 сортов – биовар 
A.  rhizogenes, при этом образцы 3 сортов инфициро-
ваны двумя биоварами. Проведенные эксперименты 
показали, что использование биотехнологических 
методов позволяет элиминировать инфекцию или 
в значительной степени снизить ее уровень в отно-
шении возбудителей бактериального рака. После 
термотерапии полностью элиминирована инфекция 
A. tumefaciens в образцах 2 сортов (Аврора Магарача 
и Ркацители Магарача) и A. rhizogenes в образцах 2 со-
ртов (Альминский и Цитронный Магарача). Установ-
лено снижение уровня инфекции A. tumefaciens после 
электротерапии в образцах сорта Памяти Голодриги.
Полученные данные являются основой для дальней-
ших исследований. 

Результаты выполнения работы могут быть ис-
пользованы для оздоровления растений в научных 
экспериментах и в производстве посадочного мате-
риала винограда для создания насаждений высоких 
биологических категорий качества. 

В дальнейшем предполагается разработать опти-
мальную схему оздоровления посадочного материала 
винограда от основных инфекций.
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