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Микроклональное размножение является 
перспективным направлением получения 
оздоровленного, генетически однородного 
посадочного материала винограда.  
Эффективность размножения определяется 
многими факторами, в том числе  
акклиматизацией растений к естественным 
условиям среды. Сложность перевода  
пробирочных растений в нестерильные 
условия связана с рядом физиологических  
и анатомических особенностей растений, 
выращенных в культуре in vitro, среди  
которых особое значение имеет низкий  
уровень фотосинтетических процессов.  
В работе было исследовано влияние  
различных концентраций сахарозы  
в питательной среде и добавок,  
имитирующих стрессы окружающей среды, 
на показатели фотосинтеза винограда  
в процессе акклиматизации. Содержание  
сахарозы 10 г/л в питательной среде было 
наиболее оптимальным для формирования 
фотосинтетического аппарата. Как низкое, 
так и высокое содержание сахарозы  
в культуральной среде негативно  
сказывалось на образовании пигментов,  
эффективности фотосинтетических  
процессов. Введение в питательную среду 
ПЭГ и NaCl приводило к снижению  
общего содержания пигментов, квантового 
выхода фотохимических реакций,  
однако увеличивало экспрессию  
РУБИСКО-активазы. Применение АБК  
в составе питательной среды оказывало  
положительный эффект на образование  
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Micropropagation is a promising  
direction for obtaining a healthy,  
genetically homogeneous grape planting 
material. The efficiency of reproduction 
is determined by many factors, including 
the acclimatization of plants to natural 
environmental conditions. The difficulty 
of transferring in vitro plants  
to non-sterile conditions is associated 
with a number of physiological  
and anatomical features of in vitro 
 plants, among which the low level  
of photosynthetic processes  
is of particular importance. The influence 
of various concentrations of sucrose  
in the culture medium and additives,  
simulating environmental stresses  
on the rates of photosynthesis of grapes 
during acclimatization, was studied.  
The content of sucrose 10g/l  
in the culture medium was the most  
optimal for the formation  
of the photosynthetic apparatus.  
Both low and high sucrose content  
in the culture medium negatively  
affected the formation of pigments  
and the efficiency of photosynthetic  
processes. The introduction of PEG  
and NaCl into the nutrient medium led  
to a decrease in the total content  
of pigments, the quantum yield  
of photochemical reactions, but increased 
the expression of RUBISCO activase. 
The use of ABA as part of the culture 
medium had a positive effect  
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пигментов у растений винограда  
в процессе акклиматизации. Эффекты  
от слабых стрессовых воздействий  
на фотосинтетические показатели винограда  
в культуре in vitro и в период  
акклиматизации идентичны влиянию  
засухи и засоления в естественных условиях. 
В то же время, данные типы воздействия  
оказывают положительный эффект  
на адаптивные «антистрессовые»  
реакции, препятствующие повреждению  
растений в условиях ex vitro,  
что, в конечном счете, повышает уровень  
ростовых процессов и выход саженцев  
при микроклональном  
размножении винограда. 
 

Ключевые слова: ВИНОГРАД,  
ФОТОСИНТЕЗ, ПИГМЕНТЫ, СОСТАВ 
ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ, САХАРОЗА, 
СЛАБЫЕ СТРЕССОВЫЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

on the formation of pigments in grape 
plants during acclimatization.  
The effects of weak stresses  
on the photosynthetic parameters of 
grapes in in vitro culture and during  
the acclimatization period are identical  
to the effects of drought and salinity  
under natural conditions. At the same 
time, these types of influence have  
a positive effect on adaptive «anti-stress» 
reactions that prevent plant damage  
under ex vitro conditions, 
 which ultimately increases the level  
of growth processes and the yield  
of seedlings during micropropagation  
of grapes. 
 

Key words: GRAPES,  
PHOTOSYNTHESIS, PIGMENTS,  
COMPOSITION OF THE CULTURE  
MEDIUM, SUCROSE, WEAK STRESSES 

 
 

Введение. Микроклональное размножение является перспективным 

направлением получения оздоровленного, генетически однородного посадоч-

ного материала, тиражирования необходимого количества растений в корот-

кие сроки, размножения редких и трудно укореняемых растений. Эффектив-

ность размножения определяется подходящим для растений составом пита-

тельной среды, режимом и препаратами для стерилизации эксплантов, усло-

виями культивирования, а также зависит от генотипа сорта. Завершающим 

этапом микроклонального размножения является этап акклиматизации расте-

ний к нестерильным условиям, то есть перевод растений из условий  

in vitro в условия ex vitro [1, 2]. При этом наблюдается высокая гибель расте-

ний, особенно у древесных культур. Сложность перевода пробирочных расте-

ний в нестерильные условия связана с рядом физиологических и анатомиче-

ских особенностей растений, выращенных в культуре in vitro, а именно: недо-

статок кутикулярного воска, высокая активность транспирации, низкий уро-

вень фотосинтетических процессов, пониженная всасывающая способность 

корней, ввиду малого количества или отсутствия корневых волосков [1-5]. 
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Фотосинтез является ключевым метаболическим процессом растений 

и определяет возможность их жизнедеятельности. Конечным продуктом фо-

тосинтеза являются углеводы. Углеводы – субстрат для энергетических про-

цессов и синтеза метаболически и структурно значимых соединений, таких 

как аминокислоты, жирные кислоты и целлюлоза, также это основные за-

пасные вещества в растениях [6]. Углеводы представляют собой регуляторы 

процессов фотосинтеза, роста и развития за счет метаболических изменений 

и действия в качестве сигнальных молекул.  

Для роста растений в культуре in vitro требуется постоянное поступ-

ление экзогенной сахарозы (2-3 %) в качестве источника углерода [2]. Саха-

роза в культуральной среде обеспечивает более интенсивный рост растений, 

накопление аминокислот и других метаболитов [7]. Экзогенное поступле-

ние углеводов позволяет растениям питаться гетеротрофно и тормозит раз-

витие фотосинтетического аппарата, что в дальнейшем приводит к транс-

плантационному шоку, в том числе фотоингибированию и сниженной спо-

собности к автотрофному типу питания в течение определенного времени 

[8-10]. Согласно теории Koch [11], присутствие углеводов в среде снижает 

потребность в их синтезе и, следовательно, должно приводить к снижению 

фотосинтеза. Это было подтверждено несколькими экспериментами, прове-

денными на различных видах растений, культивируемых in vitro  

[12-14]. Однако есть работы, показывающие положительное влияние саха-

ров на фотосинтез табака и арабидопсиса [15, 16].  

Нарушения, связанные с процессом фотосинтеза, у растений, культи-

вируемых в условиях высокообогащённой углеводами среды in vitro, выра-

жаются в низком содержании хлорофилла, низкой активности РУБИСКО 

либо ее полном отсутствии [17, 18], снижении фотохимической эффективно-

сти [19]. Подходы к решению данной проблемы включают переход растений 

к смешанному и фотоавтотрофному способу питания за счет снижения кон-
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центрации сахарозы в питательной среде или ее удаления, повышения кон-

центрации СО2, изменения интенсивности освещения [20-25]. 

Абиотические стрессоры, такие как засоление, засуха и высокая тем-

пература вызывают изменения в широком спектре физиологических, биохи-

мических и молекулярных процессов в растениях. Различная интенсивность 

стрессового воздействия либо приводит к формированию защитных реак-

ций, либо выраженно повреждает растение. В естественной среде засоление, 

засуха, высокие температуры оказывают негативное влияние на фотосинте-

тические показатели неустойчивых растений, или не оказывают влияния на 

параметры устойчивых сортов [26]. В условиях in vitro индуцированная за-

суха, создаваемая различными концентрациями полиэтиленгликоля (ПЭГ) в 

культуральной среде, при микроразмножении винограда и земляники повы-

шала выживаемость растений за счет стимуляции образования кутикулы и 

изменения анатомии листа [27-28].  

Важное значение в повышении эффективности микроклонального 

размножения растений имеет активизация фотосинтетических процессов. 

Целью работы являлось исследование влияния различных концентра-

ций сахарозы в питательной среде и добавок, создающих слабое стрессовое 

воздействие в культуре in vitro, на функциональное состояние фотосинтети-

ческого аппарата в процессе акклиматизации растений винограда. 
 

Объекты и методы исследований. Исследования проводили на этапе 

черенкования микропобегов в культуре in vitro. В качестве объекта исследо-

вания использовали аборигенный крымский сорт Кандаваста. При работе со 

стерильными объектами руководствовались общепринятыми для микрокло-

нального размножения методиками, в том числе разработанными специ-

ально для винограда. Экспланты высаживали на твердую питательную 

среду для укоренения с добавлением агара – 6,0 г/л и ИУК – 0,2 мг/л. Испы-

тывали влияние различных концентраций сахарозы в питательной среде:  

5, 10, 20 и 30 г/л. На каждый вариант опыта высаживали по 50 эксплантатов 
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(одноглазковый черенок с прилежащей листовой пластиной). Культивиро-

вание растений осуществляли при температуре воздуха 23-24 ºС и освещен-

ности 2000-2500 лк. На фоне питательной среды с 10 г/л сахарозы были вы-

полнены варианты, создающие слабые стрессовые воздействия. Они содер-

жали: 0,5 % полиэтиленгликоля высокомолекулярного (марки ПЭГ-600),  

10 мМ хлористого натрия NaCl и 0,1 мМ абсцизовой кислоты. В качестве 

контроля использовали точно такую же питательную среду без добавления 

изучаемых компонентов. На каждый вариант опыта высаживали по 120 экс-

плантатов (одноглазковый черенок с прилежащей листовой пластиной). 

Культивирование растений осуществляли при температуре воздуха 23-24 ºС 

и освещенности 2000-2500 лк. Продолжительность культивирования расте-

ний 8 недель, по окончании которых растения высаживали в специально 

подготовленный и простерилизованный субстрат, состоящий из среднегу-

мусированного чернозема, верхового торфа и просеянного речного песка в 

равных по объему соотношениях. После высадки микрорастений в несте-

рильные условия оценивали последействие изучаемых факторов на прохож-

дение адаптации растений и их развитие в условиях ex vitro.  

Для определения экспрессии генов, связанных с формированием фо-

тосинтетического аппарата, проводили ПЦР в реальном времени. Для этого 

выделяли тотальную РНК, выполняли синтез кДНК и ПЦР-РВ с использо-

ванием специфических пар праймеров генов белка LHCb6 – светособираю-

щего комплекса (прямой праймер: AACTTCTGCTGCTGTGTTGAATG; об-

ратный праймер: CGACGACAATGAGCCTCCTG), РУБИСКО – активаза 

(RuAc) (прямой праймер: GCTCTTGGAGATGCGAACGT; обратный прай-

мер: GGGCTGCCTTGCCATAAA). В качестве референсного гена использо-

вали ген глицеральдегид 3-фосфат дегидрогеназы GAPDH (прямой прай-

мер: TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA; обратный праймер: 

CCACAGACTTCATCGGTGACA). 

Функциональная активность фотосинтетического аппарата растений 

определялась на основе квантового выхода фотохимических реакций ФС2 
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методом PAM-флуориметрии [29]. Концентрация различных классов пиг-

ментов определялась в ацетоновом экстракте по методу Лихтенталера [30]. 
 

Обсуждение результатов. Основу фотосинтетического аппарата 

растений составляют хлорофиллы (Хл) А и Б и каротиноиды (Кар) [29]. Пе-

ред высадкой растений винограда в горшки содержание Хл А в листьях, вы-

ращенных при высокой концентрации сахарозы в культуральной среде, 

было ниже, чем в варианте опыта с 5 г/л сахарозы. Содержание Хл Б было 

максимальным при добавлении в питательную среду 10 г/л сахарозы. В це-

лом, по суммарному содержанию хлорофиллов варианты опыта мало отли-

чались между собой (рис. 1). 

Каротиноиды могут захватывать избыточную энергию возбужденных 

молекул хлорофилла и термически дезактивировать ее, что предотвращает 

образование синглетного кислорода – активной формы кислорода, таким об-

разом обеспечивая стабильность фотосинтетического аппарата при различ-

ных типах стрессового воздействия [29]. Содержание каротиноидов в ли-

стьях винограда in vitro было значительно ниже в вариантах с высокообога-

щенной средой (рис. 1). 
 

Хлорофиллы Каротиноиды 

Рис. 1. Содержание пигментов в листьях винограда в культуре in vitro  
с различными концентрациями сахарозы перед переводом  

в нестерильные условия 
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Концентрация сахарозы в питательной среде оказывала обратное вли-

яние на содержание хлорофиллов и каротиноидов в листьях винограда в пе-

риод акклиматизации. Значительно возрастало относительное содержание 

хлорофилла Б при снижении концентрации сахарозы в питательной среде. 

Общее содержание пигментов было существенно выше в 14-дневный пе-

риод акклиматизации в сравнении с растениями in vitro, что связано с акти-

визацией автотрофного питания (рис. 2). 
 

  

Хлорофиллы Каротиноиды 

Рис. 2. Содержание пигментов в листьях винограда, выращенного  
в культуре in vitro с различными концентрациями сахарозы,  

через две недели акклиматизации  
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сительно низким содержанием хлорофилла Б. После 2-недельной акклима-
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и снижение, соответственно, соотношения ХлА/ХлБ (рис. 3). 
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Рис. 3. Соотношение хлорофилла А и хлорофилла Б в листьях винограда,  
выращенного в культуре in vitro с различными концентрациями сахарозы;  

0 дней – перед высадкой в нестерильные условия; 14 дней – 14 дней акклиматизации 
 

 
Рис. 4. Квантовый выход фотохимических реакций ФС2 винограда  

в листьях винограда, выращенного в культуре in vitro  
с различными концентрациями сахарозы 
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хлорофилла Б. В неоптимальных условиях снижение содержания Хл Б 

больше, чем Хл А [31, 32], что связано с преобразованием ХлБ в Хл А для 

повышения эффективности фотосинтетических процессов при повреждаю-

щем действии внешних факторов [33]. 

Условия освещения при акклиматизации растений всех вариантов 

опыта были одинаковыми, следовательно, в эксперименте на содержание 

хлорофиллов оказывали влияние условия культивирования in vitro. При  

5 г/л сахарозы в культуральной среде прослеживалось высокое содержание 

хлорофилла Б через 14 дней акклиматизации, что косвенно свидетельствует 

о большем размере ССК относительно РЦ. При этом эффективность фото-

синтетических процессов снижена (на основании показателя QY).  

При 10 г/л сахарозы в культуральной среде in vitro общее содержание пиг-

ментов было высоким, а соотношение хлорофиллов сместилось в сторону 

хлорофилла А, что выражалось в высоком квантовом выходе фотохимиче-

ских реакций ФС2. Высокообогащенные питательные среды снижали как 

общее содержание пигментов, так и эффективность фотохимических реак-

ций, что согласуется с исследованиями [17-19].  

Оценка экспрессии генов, участвующих в функционировании фото-

синтетического аппарата у растений винограда, показала, что повышение 

концентрации сахарозы в среде ингибировало экспрессию генов LHCb6. По-

казано, что экспрессия ядерных фотосинтетических генов существенно ин-

гибируется повышением содержания растворимых углеводов в цитоплазме 

[11, 34]. Наиболее существенное снижение экспрессии генов LHCb6 наблю-

далось при 30 г/л сахарозы в среде. Экспрессия RuAct, непосредственно 

участвующей в процессе ассимиляции углекислого газа, была минимальной 

при 5 г/л сахарозы, при более высоких концентрациях имело место повыше-

ние экспрессии данного гена. Таким образом, как дефицит, так и избыток 

сахарозы блокирует формирование пигмент-белкового комплекса ССК. Для 
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развития и формирования эффективного фотосинтетического аппарата оп-

тимальными являются условия низкообогащенной питательной среды на 

этапе укоренения растений (рис. 5). 
 

  
 

Рис. 5. Экспрессия генов, связанных с функционированием  
фотосинтетического аппарата в листьях винограда,  

выращенного в культуре in vitro с различными концентрациями сахарозы 
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тения в культуре in vitro содержали большее количество каротиноидов в ли-

стьях при добавлении в среду ПЭГ, в процессе акклиматизации добавки 

ПЭГ и NaCl ослабляли образование каротиноидов (рис. 7). 

 

 

Рис. 6. Содержание хлорофиллов в листьях винограда в культуре in vitro  
с добавками, создающими слабое стрессовое воздействие; 

0 – перед высадкой в нестерильные условия; 2 – 2 дня акклиматизации,  
14 – 14 дней акклиматизации 

 
 

 

 
Рис. 7. Содержание каротиноидов в листьях винограда в культуре in vitro  

с добавками, создающими слабое стрессовое воздействие; 
0 – перед высадкой в нестерильные условия; 2 – 2 дня акклиматизации,  

14 – 14 дней акклиматизации 
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лов за счет существенного снижения содержания Хл Б. Через 14 дней аккли-

матизации соотношение хлорофиллов в большей степени сместилось в сто-

рону хлорофилла А (рис. 8).  
 

 
Рис. 8. Соотношение хлорофилла А и хлорофилла Б в листьях винограда,  

выращенного в культуре in vitro с добавками,  
создающими слабое стрессовое воздействие;  

0 – перед высадкой в нестерильные условия; 2 – 2 дня акклиматизации,  
14 – 14 дней акклиматизации 

Эффективный квантовый выход ФС 2 был максимальным в контроль-

ном варианте. Добавление АБК в питательную среду не оказывало влияния 

на QY, а ПЭГ и NaCl способствовало снижению QY (рис. 9).  

 

 

Рис. 9. Квантовый выход фотохимических реакций ФС2 винограда  
в культуре in vitro с добавками, создающими слабое стрессовое воздействие 
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Экспрессия генов LHCb6 и RuAct отличалась в зависимости от типа 

обработки. Так, ПЭГ выраженно повышал уровень экспрессии светособира-

ющего комплекса, а на экспрессию РУБИСКО-активазы положительный 

эффект оказывали все обработки, выделился вариант с добавлением соли в 

питательную среду (рис. 10).  
 

  

Рис. 10. Экспрессия генов, связанных с функционированием  
фотосинтетического аппарата в листьях винограда, выращенного в культуре in vitro  

с добавками, создающими слабое стрессовое воздействие 
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фотосинтетических пигментов [39]. В условиях засухи снижение содержания 
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негативное влияние низкой атмосферной влажности в естественных усло-

виях [40]. Обработки растений абсцизовой кислотой способны в разной сте-

пени повышать содержание фотосинтетических пигментов [40, 41]. 
 

Выводы. Дефицит и избыток сахарозы блокирует формирование пиг-

мент-белкового комплекса ССК, синтез пигментов, снижает эффективность 

квантового выхода ФС 2. Для развития и формирования эффективного фо-

тосинтетического аппарата оптимальными являются условия низкообога-

щенной питательной среды на этапе укоренения растений. Эффекты от сла-

бых стрессовых воздействий на фотосинтетические показатели винограда в 

культуре in vitro и в период акклиматизации идентичны влиянию засухи и 

засоления в естественных условиях. В то же время, данные типы воздей-

ствия оказывали положительный эффект на адаптивные «антистрессовые» 

реакции, препятствующие повреждению растений в условиях ex vitro, что в 

конечном счете повышает уровень ростовых процессов и выход саженцев 

при микроклональном размножении винограда.  
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