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Аннотация: С помощью иммуноферментного анализа 

(ИФА) выявлено содержание в образцах вируса мраморности 
винограда. Для оздоровления растительного материала от виру-
сов методом культуры апикальных меристем использовали апи-
кальные меристемы почек глазка размером 0,2 – 0,3, 0,5 – 0,7  
и 0,8 – 1,0 мм. Для термотерапии in vitro использовали микро-
побеги винограда размером 12 – 15 мм, полученные методом 
культуры апикальных меристем. Термотерапию осуществляли 
при температуре 38 ± 1 °С в течение 18 – 20 суток, с увеличени-
ем длительности обработки жизнеспособность существенно 
снижалась. 

В результате повторного ИФА установлено, что культура 
апикальных меристем размером 0,2 – 0,3 и 0,5 – 0,7 мм позво-
лила существенно снизить концентрацию вируса в тканях – по-
казатель экстинкции составил 0,002 – 0,004 опт. ед. при значе-
нии положительного контроля 0,187 – 0,223. Сочетание метода 
культуры апикальных меристем с термотерапией in vitro в тече-
ние 18 – 20 дней не дало существенного эффекта. 

 
 

Введение 
 
Поражение растений инфекционными болезнями различной этиоло-

гии (грибной, микоплазменной, вирусной, бактериальной) является одной 
из основных причин снижения урожайности виноградников. Потери уро-
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жая винограда вследствие поражения насаждений болезнями варьируют  
в пределах 30 – 80 % [1 – 3]. Особое место занимают вирусные и вирусо-
подобные заболевания, которые наиболее широко распространены в зоне 
привитой культуры. Распространяются вирусные болезни различными пу-
тями: почвенными нематодами, тлями, цикадами и т. д. Вредоносность 
вирусных заболеваний заключается в снижении массы прироста, количе-
ства и качества урожая, уровня приживаемости растений, а также ухудше-
нии других агробиологических показателей [4 – 6]. Кроме того, вирусные 
болезни являются хроническими и системными, то есть растения болеют 
до конца жизненного цикла и поражаются все органы растения [6, 7].  

Флоэмоограниченный, механически непереносимый изометрический 
вирус мраморности винограда – Grapevine fleck virus (GFkV) – имеет раз-
мер 28 – 30 нм. Распространен во всех виноградарских районах и входит  
в четверку наиболее распространенных вирусов в ряде стран [4, 7 – 9]. 
При этом переносчик вируса либо отсутствует, либо не установлен. Забо-
левание протекает латентно, симптомы вируса мраморности проявляются 
только на привое Рупестрис дю Ло, в виде просветления жилок третьего  
и четвертого порядков и прилегающих к ним тканей [10]. В случае силь-
ного проявления симптомов происходит угнетение растения-индикатора, 
на листьях верхнего яруса сильнее проявляются симптомы хлороза, на-
блюдается значительное пасынкообразование [10, 11]. Болезнь отрица-
тельно влияет на развитие корней подвоя, а также на его способность  
к прививке. 

Вследствие латентного характера болезни санитарная селекция и аг-
робиологический контроль не могут выбраковывать инфицированные 
данным вирусом растения. Агротехнологические и химические меры 
борьбы не способны обеспечить эффективную систему защитных меро-
приятий, а средств, позволяющих излечить больные вирусами растения,  
в настоящее время не существует. Пораженные растения используются 
для размножения, вследствие чего инфекция распространяется на значи-
тельных площадях [7]. Альтернативой является использование для оздо-
ровления метода культуры апикальных меристем растений. На сегодняш-
ний день это одно из наиболее перспективных направлений в борьбе  
с системными и хроническими заболеваниями винограда [1, 12]. Оздоров-
ление от вирусов особенно актуально для многолетних культур, в которых 
концентрация вирусов с каждым годом увеличивается. Ценность оздоров-
ленного материала обусловлена тем, что во время его репродукции синтез 
вирусного белка в растениях осуществляется медленно, в результате за-
медляется накопление вирусной инфекции [6]. 

Цель работы – определить эффективность метода культуры апикаль-
ных меристем, а также сочетание его с термотерапией для получения оздо-
ровленного посадочного материала. 
 

Материал и методы 
 

Материалом для исследования служили растения винограда Vitis  
vinifera L. сорта Каберне Совиньон, произрастающие в коллекционных 
насаждениях Академии биоресурсов и природопользования ФГАОУ ВО 
«Крымский федеральный университет им. В. И. Вернадского», располо-
женных в Предгорной зоне Крыма. 
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Тестирование исходных растений и растений после терапии на нали-
чие GFkV проводили с использованием метода иммуноферментного ана-
лиза прямым (DAS) и непрямым (DASI) сендвич-методом (ELISA)  
[13, 14]. Для диагностики использовали наборы фирмы «Агритест» (Ита-
лия). Образцы ткани (соскобы кортикального слоя донорных растений, 
растения-регенеранты) растирали в экстракционном буфере из расчета  
1 : 15 (масса / объем). Все реагенты и образцы наносили на микроплату  
по 150 мкл в двухкратной повторности. После каждого этапа микроплаты 
промывали промывочным буфером. Учет результатов проводили с помо-
щью анализатора иммуноферментных реакций «Униплан», определяя оп-
тическую плотность при длине волны 405 нм. 

Учет результатов проводили после инкубации с раствором субстрата 
в течение 30 минут при комнатной температуре. Для каждого образца на-
личие или отсутствие вируса определяли путем сравнения оптической 
плотности тестируемого образца со значением оптической плотности не-
гативного контроля. Варианты, имеющие значение оптической плотности 
выше значения негативного контроля, считали инфицированными. 

Для получения оздоровленного посадочного материала использовали 
метод культуры апикальных меристем и сочетание его с методом термоте-
рапии. В работе применялись общепринятые биотехнологические методи-
ки [15, 16], в качестве эксплантов использовали апикальные меристемы 
размером 0,2 – 0,3, 05 – 0,7 и 0,8 – 1,0 мм, которые выделяли из зимующих 
почек винограда. Поверхностную стерилизацию проводили последова-
тельной обработкой фрагментов зеленых побегов 70%-м этанолом в тече-
ние 35 с и 50%-м раствором препарата «Брадофен» (Benzoxonium chloride, 
Венгрия) в течение 12 мин с последующей трехкратной промывкой в сте-
рильной воде. Культивирование меристем осуществляли на модифициро-
ванной питательной среде Мурасиге и Скуга с добавлением бензиламино-
пурина (БАП) в концентрации 1,0 мг/л и гибберелловой кислоты (ГК3) – 
0,5 мг/л. Экспланты культивировали при температуре 24 – 26°С, относи-
тельной влажности воздуха 60 – 70 %, 16-часовом фотопериоде и осве-
щенности 2 – 3 клк. 

Для термотерапии отбирали микропобеги, полученные после регене-
рации и переносили их на питательную среду с пониженным содержанием 
БАП (0,1 мг/л) и повышенным – ГК3 (1,0 мг/л). Для адаптации растений  
к повышенной температуре растения в пробирках помещали в термокаме-
ру с температурным режимом 26 ± 1 °С и постепенно, в течение 7 суток 
повышали температуру до 38 ± 1 °С. В период адаптации к термотерапии 
и на этапе собственно термотерапии соблюдали 16-часовой фотопериод. 

Для статистической обработки экспериментальных данных использо-
вали пакет прикладных программ Excel 7.0 для Windows 97. В таблицах 
представлены средние значения и их стандартные ошибки. 

 
Результаты и обсуждение 

 
Основными элементами системы освобождения растений от вирусов 

и получения высококачественного оздоровленного посадочного материала 
являются 4 блока-метода, составляющие единый биотехнологический 
процесс: 
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1) тестирование исходных растений на наличие вирусной инфекции; 
2) терапия больных растений; 
3) культивирование растительных тканей и регенерация растений; 
4) ретестирование растений-регенерантов на наличие вирусов [5]. 
Выделенные исходные растения винограда были подвергнуты лабора-

торному анализу для выявления наиболее вредоносных вирусов: скручи-
вания листьев 1-го и 3-го серотипов (GLRaV1, GLRaV3), короткоузлия 
винограда (GFLV) и GFkV. Показатель экстинкции растительных экстрак-
тов с сыворотками, специфичными к GFLV, GLRaV1, GLRaV3 находился 
на уровне отрицательного контроля (Е405 = 0,003 – 0,033 опт. ед.). В то же 
время, полученные в результате проведенного ИФА данные показали,  
что исследуемые образцы содержат антигены GFkV. Показатель экстинк-
ции растительных экстрактов с сыворотками, специфичными к GFkV, бли-
зок к положительному контролю (Е405 = 0,250 ± 0,012 опт. ед.). 

Визуально выявить поражение растений GFkV практически невоз-
можно ни на подвойных, ни на привойных сортах, поскольку симптомы 
заболевания отсутствуют на всех европейских сортах и на большинстве 
американских сортов и гибридов. Таким образом, единственным способом 
выявления скрытого поражения растений GFkV является лабораторный 
анализ. 

Для оздоровления растительного материала от вирусов использовали 
метод культуры апикальных меристем размером 0,2 – 1,0 мм и сочетание 
его с термотерапией in vitro. При использовании метода культуры апи-
кальных меристем анализировали интенсивность регенерационных про-
цессов апикальных меристем глазка винограда размером 0,2 – 0,3 мм с од-
ним–двумя листовыми примордиями, 0,5 – 0,7 мм с двумя-тремя парами 
примордиальных листочков и 0,8 – 1,0 мм – с одним-двумя кроющими 
листочками. Более успешно этап введения в культуру in vitro осуществлен 
для эксплантов большего размера по сравнению с меристематическими 
верхушками (табл. 1). 

Анализ полученных данных позволяет проследить тенденцию к уве-
личению частоты регенерации эксплантов с увеличением их размера. Ис-
пользование апикальных меристем размером 0,8 – 1,0 мм было более  
 

Таблица 1 
 

Развитие эксплантов винограда сорта Каберне Совиньон  
в условиях in vitro в зависимости от размера меристем  

(60 суток культивирования) 
 

Размер  
экспланта, мм 

Биометрические показатели 
Частота  

регенерации, % 
Высота основного 

побега, мм 
Число 

побегов, шт. 
0,2 – 0,3 37,0 ± 2,7 4,08 ± 0,22 1,35 ± 0,11 

0,5 – 0,7 42,5 ± 5,0 5,11 ± 0,14 1,33 ± 0,14 

0,8 – 1,0 47,5 ± 2,5 5,63 ± 0,23 1,27 ± 0,08 
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эффективным, чем при использовании апикальных меристем 0,2 – 0,3 мм, 
уровень регенерации эксплантов составил 47,5 ± 2,5. Следует отметить, 
что высота побегов при использовании эксплантов размером 0,5 – 1,0 мм 
была существенно выше, чем при использовании меристем меньшего раз-
мера. В то же время не выявлено существенных различий между варианта-
ми использования эксплантов размерами 0,5 – 0,7 и 0,8 – 1,0 мм. 

В период культивирования апикальных меристем происходило фор-
мирование дополнительных побегов, которое отмечалось во всех вариан-
тах эксперимента и незначительно варьировало в зависимости от размера 
экспланта от 1,27 ± 0,08 до 1,35 ± 0,11 шт. 

Таким образом, наиболее целесообразным является культивирование 
апикальных меристем размером 0,5 – 0,7 мм, при котором высота форми-
рующегося побега выше (5,11 ± 0,14 мм), чем при использовании эксплан-
тов меньшего размера (4,08 ± 0,22 мм), а вероятность проникновения ви-
руса ниже, чем при использовании эксплантов бо́льшего размера. 

Для термотерапии in vitro использовали микропобеги винограда раз-
мером 12 – 15 мм, полученные методом культуры апикальных меристем. 
При анализе количества жизнеспособных микропобегов винограда в пери-
од воздействия повышенными температурами отмечено, что в течение  
18 суток термотерапии сохранялась 100 % жизнеспособность побегов,  
после чего наблюдалось постепенное снижение этого показателя. Так,  
на 22 – 24 день термообработки количество жизнеспособных побегов со-
ставляло 78 – 75 % от общего числа побегов, на 30-й день – 55 %, а даль-
нейшее воздействие повышенными температурами снижало количество 
жизнеспособных побегов до 30 – 25 % (рис. 1). 

Таким образом, для микропобегов сорта Каберне Совиньон опти-
мальной экспозицией термотерапии in vitro является 18 – 20 дней, в тече-
ние которых сохраняется значительное количество визуально жизнеспо-
собных побегов (86 – 100 %). 

Следует отметить, что в течение первых 16 суток культивирования  
у микропобегов отмечено формирование в среднем 1,5 – 2,1 узлов,  
но в дальнейшем интенсивность роста побегов снижалась. Отмечено, что  
  

 
 

 

Рис. 1. Число жизнеспособных микропобегов сорта Каберне Совиньон 
в зависимости от длительности термотерапии in vitro 

Число жизнеспособных 
побегов, % 

Длительность  
обработки, сут. 
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за период термотерапии междоузлия побегов были короче, чем в вариан-
тах без термообработки. Такое явление, очевидно, связано с угнетающим 
действием стрессового фактора на растения, препятствующее росту клеток 
растяжением и снижающее интенсивность интеркалярного роста. 

Сразу после снятия температурного стресса у растений, подвергнутых 
термотерапии, отделяли и культивировали верхушки побегов высотой  
3 – 4 мм и микрочеренки побега с одной пазушной почкой. 

Приживаемость оказалась высокой в обоих вариантах и составила  
98 – 100 %. Интенсивность роста побегов также существенно не отлича-
лась при культивировании верхушек побегов и микрочеренков, но уступа-
ла интенсивности роста микропобегов, не подвергавшихся термотерапии. 
За 30 суток культивирования растения, подвергнутые термообработке, 
достигали высоты 10 – 12 мм, тогда как в контроле этот показатель со-
ставлял 18 – 22 мм. Очевидно, в этом сказалось последействие темпера-
турного стресса. 

Детекцию антигенов GFkV у растений после оздоровления проводили 
также методом ИФА. В результате установлено, что культура апикальных 
меристем размером 0,2 – 0,3 и 0,5 – 0,7 мм позволила существенно снизить 
концентрацию вируса в тканях – показатель экстинкции составил  
0,002 – 0,004 опт. ед. Сочетание метода культуры апикальных меристем  
с термотерапией в течение 18 – 20 дней не дало существенного эффекта, 
поскольку показатель экстинкции практически не изменился (табл. 2). 

Таким образом, использование метода культуры апикальных мери-
стем было эффективным для оздоровления растений винограда сорта  
Каберне Совиньон от вируса мраморности винограда. 

 
Таблица 2 

 
Результаты тестирования после применения методов оздоровления 

винограда сорта Каберне Совиньон 
 

Варианты 
Показатель 

экстинции, опт. ед. 

Контроль: 
отрицательный 0,000 – 0,001 
положительный  0,187 – 0,223 

Донорные растения 0,250 ± 0,012 
Растения после терапии:  
1) методом культуры апикальных меристем, мм:  

0,2 – 0,3  0,002 ± 0,0000 
0,5 – 0,7  0,004 ± 0,0001 
0,8 – 1,0  0,018 ± 0,0004 

2) сочетанием метода культуры апикальных меристем 
и термотерапии in vitro: 

верхушки оздоровленных побегов 0,003 ± 0,0001 
узлы оздоровленных побегов 0,003 ± 0,0002 
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Выводы 
 
1. Выявлено поражение вирусом мраморности винограда коллекцион-

ных насаждений сорта Каберне Совиньон в Предгорной зоне Крыма.  
Показатель экстинкции растительных экстрактов с сыворотками, специ-
фичными к GFkV составил 0,250 ± 0,012 опт. ед. 

2. Установлена высокая эффективность метода культуры апикальных 
меристем для оздоровления винограда сорта Каберне Совиньон от вируса 
мраморности винограда. Показатель экстинкции при культивировании 
апикальных меристем размером 0,2 – 0,3 мм и 0,5 – 0,7 мм составил  
0,003 – 0,004 опт. ед.  

3. Установлено, что количество жизнеспособных микропобегов сорта 
Каберне Совиньон при термотерапии in vitro (38 ± 1°С) сохраняется  
на уровне 100 % в течение 18 – 20 дней. 
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Abstract: With the help of enzyme immunoassay, the content  

of grape calico virus in the virus samples was detected. For the recovery  
of plant material from viruses using the culture of apical meristem, apical 
meristem buds of ocelli sized 0.2-0.3, 0.5-0.7 and 0.8-1.0 mm were used. 
For in vitro thermotherapy, micro-shoots of grapes, 12 to 15 mm in size, 
obtained by culture of apical meristems, were used. Thermotherapy was 
carried out at a temperature of 38 ± 1 °C for 18-20 days, with an increase in 
the duration of treatment, the viability decreased significantly. 

As a result of the repeated enzyme immunoassay, it was established 
that the culture of apical meristem of 0.2-0.3 and 0.5-0.7 mm in size 
allowed to significantly reduce the virus concentration in tissues - the 
extinction index was 0.002-0.004 opt. units with a positive control value of 
0.187-0.223. The combination of the apical meristem culture method with 
in vitro thermotherapy for 18-20 days did not produce a significant effect. 
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