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В результате исследований с применением культур колхицинированных проэмбриогенных клеточ-
ных суспензий и соматических глобулярных эмбриоидов гибридной формы Е-342 в вариантах жид-
ких сред разработана универсальная методология развития глобулярных, сердцевидных и торпедо-
видных эмбриоидов у различных генотипов винограда. При помощи маркеров бессемянности
MAS-селекции VMC7f2 и p3_VvAGL11 в популяции гибридных сеянцев выявлены гибриды, имею-
щие аллели, сцепленные с признаком бессемянности.
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ВВЕДЕНИЕ
Клеточные технологии, основанные на куль-

тивировании in vitro органов, тканей, клеток и
изолированных протопластов высших растений,
облегчают и ускоряют традиционный процесс со-
здания новых сортов и видов, характеризуются
высоким коэффициентом размножения и эффек-
тивно используются для сохранения генетиче-
ских ресурсов растений [1]. Одним из актуальных
направлений исследований является создание
новых сортов винограда с высокими качествен-
ными показателями и устойчивостью к стресс-
факторам среды для расширения сортимента и
импортозамещения. Вследствие большой гетеро-
генности сортов винограда методики регенера-
ции растений из проэмбриогенного каллуса пу-
тем соматического эмбриогенеза разработаны
для незначительного количества генотипов и
имеют специфичность в применении различных
регуляторов роста [2, 3]. Получены результаты по
созданию биотехнологическими методами круп-
ноягодных бессемянных полиплоидных сортов
винограда [4].

Обработка колхицином меристемных тканей
апикальных и аксилярных почек, а также сомати-
ческих эмбриоидов в культуре in vitro приводит к
развитию химерных по плоидности регенерантов
у представителей различных видов и семейств
растений, в том числе у винограда. Воздействие
колхицина на проэмбриогенные клетки суспензи-
онных культур приводит к регенерации истинных
автополиплоидов. Для столовых сортов методики,

предполагающие получение суспензионной куль-
туры проэмбриогенных клеток, обработку их кол-
хицином и развитие из них соматических эм-
бриоидов в жидкой среде с последующей регене-
рацией полиплоидных растений, не разработаны.
Разработка универсальной методологии индукции
соматического эмбриогенеза у различных геноти-
пов винограда позволит не только создать полип-
лоидные крупноягодные, бессемянные столовые
сорта винограда, но и в будущем использовать в
генной инженерии для получения качественно но-
вых устойчивых к биотическим и абиотическим
факторам внешней среды генотипов винограда [5].

Для снижения затрат и увеличения эффективно-
сти селекционных программ планируется внедре-
ние в селекционный процесс молекулярно-генети-
ческих методов для отбора гибридных форм на ран-
них стадиях развития растения на основе маркеров
МАS-селекции (Marker assisted selection). Благодаря
последним научным достижениям были найдены
маркеры МАS-селекции, сцепленные с локусами и
генами, определяющими хозяйственно-ценные
признаки винограда: бессемянность, вкус, пол, а
также резистентность к грибным и бактериальным
фитопатогенам [10–13].

Цель данного исследования – совершенство-
вание технологий создания новых сортов вино-
града с использованием современных методов.
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МЕТОДЫ
В работе исследовали сорта и гибриды вино-

града как внутривидовые (вид Vitis vinifera L.), так
и сложного межвидового происхождения в преде-
лах рода Vitis L., которые используются в селекци-
онных программах для получения гибридных по-
пуляций и в биотехнологических экспериментах
для создания новых форм, а также виноградные
подвои.

Место проведения опытов: лаборатория гене-
тики, биотехнологий селекции и размножения
винограда (институт “Магарач”) г. Ялта.

Обработку клеток суспензионных культур
колхицином проводили на основании протокола
для сорта винограда Mencia [3]. В связи с геноти-
пической специфичностью различных сортов ви-
нограда на определенных этапах соматического
эмбриогенеза и регенерации растений из клеток
суспензионных культур, обработанных колхици-
ном, использовали различные концентрации ре-
гуляторов роста и других биологически активных
веществ.

Выделение ДНК из свежих листьев винограда
осуществляли модифицированным СТАБ-мето-
дом (2%) [16]. Для генотипирования сортов ис-
пользовали стандартный набор из девяти ядер-
ных (nSSR) маркеров: VVS2, VVMD5, VVMD7,
VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, Vr-
ZAG62 и VrZAG79 [17].

Мультиплексную ПЦР проводили на ампли-
фикаторе T100 (BIO-RAD, США) при следующих
условиях: денатурация при 95°C – 5 мин; 35 цик-
лов при 95°C – 30 с (денатурация), 58.5°C – 30 с
(отжиг), 72°C – 45 с (элонгация); при 72°C –
15 мин (окончательная элонгация). Амплифика-
ция была проведена в общем реакционном объеме
15 мкл c использованием 2.5-кратной реакцион-
ной смеси (ООО “Синтол”), в реакцию брали
20 нг ДНК.

Разделение продуктов амплификации выпол-
няли методом капиллярного электрофореза на ге-
нетическом анализаторе ABI 3130 (Applied Biosys-
tems, США) в полимере ПДМА-6 (ООО “Син-
тол”). Определение длин аллелей проводили в
программном приложении GeneMapper (Version
4.0). Стандартизация размеров аллелей была вы-
полнена с использованием распространенных ре-
ференсных сортов согласно рекомендациям VIVC
[18]. Для идентификации сорта полученный про-
филь формы сравнивали с данными из каталога
VIVC и имеющимися результатами генотипиро-
вания сортов НИИ “Магарач”.

Для выявления однонуклеотидных полимор-
физмов (SNP, Single Nucleotide Polymorphism)
SNP 3_5494608, SNP 7_13408919, SNP 7_4261424
использовали метод секвенирования по Сэнгеру
с помощью специально разработанных пар прай-
меров, фланкирующих последовательности дли-

ной 433–475 пар нуклеотидов (п.н.). Постановку
ПЦР проводили на амплификаторе T100 (BIO-
RAD, США) в общем реакционном объеме 15 мкл
при следующих условиях: 95°С – 5 мин; 36 цик-
лов: 95°С – 30 с, 63–64°С – 30 с, 72°С – 35 с; 72°С
– 15 мин.

Очистку продуктов амплификации проводили
на колонках набора реагентов “ColGen” (ООО
“Синтол”, Россия) согласно инструкции по при-
менению.

Для постановки сиквенсовой (терминирую-
щей) реакции использовали набор BrilliantDye V.
3.1 Cycle Sequencing Kit (NimaGen, Голандия) со-
гласно протоколу производителя. Сиквенсовую
реакцию осуществляли на амплификаторе T100
(BIO-RAD, США). Очистку продуктов сиквенсо-
вой реакции проводили методом этанол/ацетат
Na-преципитации согласно протоколу. После че-
го высушенную пробу растворяли в 10 мкл фор-
мамида и денатурировали 5 мин при 94°С. Секве-
нирование осуществляли на четырехкапилляр-
ном генетическом анализаторе ABI 3130 (Applied
Biosystems, США) в полимере ПДМА-6 (ООО
“Синтол”, Россия).

Результаты секвенирования обрабатывали в
программном приложении Sequencing Analysis Soft-
ware V. 5.3.1. Выравнивание прочтений на рефе-
ренсный геном PN40024 12X (GCF_000003745.3) из
базы данных NCBI и анализ SNP выполняли в про-
грамме Unipro UGENE V. 34.

Статистическую обработку данных осуществ-
ляли с помощью пакета прикладных программ
Statistica 10 (“Statsoft”, Inc., США). Опыты прово-
дили в трехкратной повторности. Достоверность
разницы между вариантами оценивали с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента. Различия между
вариантами считали статистически значимыми
при уровне достоверности p ≤ 0.05 [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Эмбриогенез и полиплоидия винограда

С применением культур колхицинированных
проэмбриогенных клеточных суспензий и сома-
тических глобулярных эмбриоидов гибридной
формы Е-342 в вариантах жидких сред разработа-
ли универсальную методологию развития глобу-
лярных, сердцевидных и торпедовидных эмбрио-
идов у различных генотипов винограда.

Варианты жидких сред с основами сред NN и
PG различались содержанием минеральных ве-
ществ и витаминов (полная концентрация или
25% концентрации); наличием и концентрацией
биологически активных веществ, в частности
BAP (0, 0.2, 0.5 мг/л), IAA (0, 0.1 мг/л), гумата на-
трия (0, 30 мг/л), FA (0, 5 мг/л), витаминов (нали-
чие или отсутствие) и препарата Nutridrink (0, 0.2,
0.4, 1.0, 1.5 г/л).
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Универсальность методологии индукции по-
липлоидии и соматического эмбриогенеза у раз-
личных генотипов винограда обеспечивается до-
бавлением в среды органического азота и других
биологических активных веществ из продукта для
диетического питания Nutridrink в концентрации
0.4–1.5 г/л и FA в концентрации 5.0 мг/л на эта-
пах развития проэмбриогенного каллуса из экс-
плантов (листьев, черешков листьев, междоузлий
и т.д.), клеточных суспензий, колхицинирования
и развития соматических эмбриоидов в жидких
средах.

Для недопущения превращения проэмбрио-
генных колхицинированных клеток в паренхима-
тические и соматических эмбриоидов в каллус
необходимым оказалось четырехкратное разбав-
ление минеральных элементов и витаминов. Од-
ним из определяющих факторов является сниже-
ние концентрации неорганического азота в среде.

Основа среды NN больше подходит для разви-
тия проэмбриогенных каллусов из эксплантов и
колхицинирования суспензий клеток и раство-
ров, а основа среды PG – для превращения зача-
точных глобулярных эмбриоидов в сердцевидные
и затем в торпедовидные.

После колхицинирования клеток в суспензиях
или в случаях культивирования клеток в суспен-
зиях с 2,4-Д для других целей необходимым явля-
ется этап их субкультивирования в среду без регу-
ляторов роста для развития из проэмбриогенных
клеток зачаточных глобулярных эмбриоидов.

Для дальнейшего развития эмбриоидов под-
тверждена необходимость последовательной сме-
ны регуляторов роста в средах в процессе повтор-
ных субкультивирований:

– для развития глобулярных и сердцевидных
эмбриоидов (0.5 мг/л BAP) (рис. 1);

– для развития торпедовидных эмбриоидов
(0.1 мг/л IAA) (рис. 2);

– для выведения эмбриоидов из состояния по-
коя и развития проростков с зелеными гипокоти-
лями и семядолями (0.2 мг/л BAP или 0.2 мг/л
BAP и 0.2 мг/л GA);

– для развития побегов у проростков (0.5 мг/л
BAP).

Геномная и маркер-ассоциированная селекция
Для снижения затрат и увеличения эффектив-

ности селекционных программ планируется
внедрение в селекционный процесс молекуляр-
но-генетических методов для отбора гибридных
форм на ранних стадиях развития растения на ос-
нове маркеров МАS-селекции. В настоящее вре-
мя имеются два наиболее эффективных маркера
MAS-селекции по бессемянности: p3_vVAGL11 и
VMC7F2. В 2021 г. при их помощи были генотипи-
рованы гибридные сеянцы популяции Флора × Ru-

by seedless F1 скрещивания типа “семенной × бес-
семянный”.

Из восьми гибридов популяции у четырех об-
наружены аллели бессемянности по двум марке-
рам. Размер бессемянной аллели для этих марке-
ров составляет 198 п.н. Маркеры p3_vVAGL11 и
VMC7F2 показали идентичный результат. Таким
образом, 50% гибридов имеют аллели бессемян-
ности: 34-11-7-33, 34-11-7-42, 34-11-7-52, 34-11-7-
55. Использование маркеров MAS-селекции в
данной селекционной программе позволило бы
сократить площади посадки и трудо-, энергоза-
траты в 2 раза.

Исследовали возможность использования од-
нонуклеотидных замен (SNP), ассоциированных
с устойчивостью к виноградной филлоксере, для
оценки родительских генотипов. Для выявления
SNP применили метод секвенирования по Сэнге-
ру локусов на хромосомах LG7, LG3.

По результатам исследований SNP 7_13408919
не является информативным и во всех восьми
сортах и формах различного происхождения го-
мозиготен (Т/Т). Наиболее контрастные сорта по
происхождению Дикси (M. rotundifolia) и Ним-
ранг (V. vinifera) различаются только по одному
SNP 3_5494608 – С/C и С/Т соответственно. Из
исследуемых сортов и форм интрогрессию от M.
rotundifolia несут формы 2000-305-143, 2000-305-
163 и сорт Дикси. Указанные формы и сорт Дикси
расходятся по SNP 3_5494608, так как у этих
форм – С/Т. Таких генотипов SNP^, как у сорта
Дикси, в исследуемых сортах больше не встреча-
ется: SNP 3_5494608 (С/С), SNP 7_13408919
(Т/T), SNP 7_4261424 (С/C).

Рис. 1. Развитие глобулярных и сердцевидных эм-
бриоидов в жидкой среде NN, сорт винограда Мускат
Крыма.



396

РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 18  № 3  2023

ЛИХОВСКОЙ и др.

По наследованию SNP в первой родительской
линии сорт Магарач 31-77-10 унаследовал SNP от
сорта Нимранг (V. vinifera), а не от межвидового
гибрида Зейбель 13-666. Во второй родительской
линии Регент унаследовал SNP от сорта Шамбур-
сен, однако потомкам – формам 2000-305-143,
2000-305-163 – генотип SNP 7_4261424 не пере-
дался: у сорта Регент – С/Т, у форм – С/C.

При прочтении последовательности у сорта
Регент возле локализации SNP 7_13408919 выяв-
лен характерный только для этого сорта SNP
(Т/С), отстоящий на 17 п.н. У сорта Дикси по
сравнению с другими изучаемыми сортами в ис-
следованных локусах выявлено наибольшее чис-
ло различий с референсным геномом PN40024,
что вполне согласуется с различным генетиче-
ским расстоянием.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В области совершенствования селекционного

процесса особое внимание уделяется выявлению
генетических закономерностей наследования
ценных признаков винограда с использованием
методов геномной и маркер-ассоциированной
селекции, геномного редактирования, аутбри-
динга, индукции полиплоидии. В дальнейшей ра-
боте планируются тестирование локусов, ассоци-
ированных с генами резистентности к фитопато-
генам, и локусов, определяющих хозяйственно-
ценные признаки; внедрение практики геноти-
пирования исходных форм перед гибридизацией

для оценки чистосортности; исследования по со-
зданию маркеров и обнаружению SNP, ассоции-
рованных с ценными признаками, при отборе ги-
бридов на ранних стадиях развития.
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