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Актуальность. Виноград – одна из наиболее экономически значимых культур. Объемы производства винограда в Рос-
сии� скои�  Федерации ежегодно увеличиваются. Такие биологические особенности винограда, как длительныи�  юве-
нильныи�  период (5–8 лет), высокая степень гетерозиготности генома и часто встречаемое явление инбреднои�  де-
прессии, когда гомозиготизация при скрещивании приводит к потере жизнеспособности и производственных харак-
теристик сорта, делают вегетативное размножение основои�  размножения и промышленного выращивания виногра-
да. Микроклональное размножение является основои�  омоложения и оздоровления современных виноградников. 
Разработка подходов микроклонального размножения элитных технических сортов винограда является актуальнои�  
задачеи�  для современнои�  индустрии виноделия.
Материалы и методы. Для работы были использованы технические сорта винограда ‘Мальбек’, ‘Мерло’, ‘Шардоне’ 
и ‘Рислинг’ полевои�  коллекции Всероссии� ского национального научно-исследовательского института виноградар-
ства и виноделия «Магарач».
Результаты. В даннои�  работе удалось подобрать универсальныи� , одноэтапныи�  протокол для микроклонального раз-
множения элитных технических сортов винограда, позволяющии�  получить растения, готовые к пересаживанию 
в грунт (ex vitro) через 1-2 месяца после черенкования. 
Заключение. Использование разработанного в даннои�  работе протокола микроклонального размножения техниче-
ских сортов винограда уменьшит трудозатраты и сократит время для получения растения, готового к адаптации 
к открытому грунту, в 2-3 раза.
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Background. The grape is one of the most economically significant berry crops: its cultivation area covers over 6.7 million 
hectares. Due to certain biological characteristics of grapes, such as a long juvenile period (5–8 years), a high degree of genomic 
heterozygosity, and the frequently encountered phenomenon of inbred depression, when homozygotization during hybridiza-
tion leads to a loss of viability and production characteristics of the cultivar, vegetative propagation becomes the basis for grape 
reproduction and industrial cultivation. Microclonal propagation is the foundation for rejuvenation and revitalization of mod-
ern vineyards. Developing approaches for microclonal propagation of elite industrial grape cultivars remains a relevant task for 
the modern wine industry. 
Materials and methods. The industrial grape cultivars ‘Malbec’, ‘Merlot’, ‘Chardonnay’, and ‘Riesling’ from the field collection 
of the All-Russian National Research institute of Viticulture and Winemaking “Magarach” were used for the work.
Results. This research succeeded in devising a universal, one-stage protocol for the microclonal propagation of elite industrial 
grape cultivars, such as ‘Merlot’, ‘Chardonnay’, ‘Malbec’, and ‘Riesling’, making the production of plants ready for adaptation into 
the soil (ex vitro) within 1 months after rooting.
Conclusion. The use of the microclonal propagation protocol developed in this study for industrial grape cultivars will reduce 
labor costs and shorten the time required to obtain a plant ready for adaptation to open ground two to three times.

Keywords: medium, in vitro, universal protocol, ‘Merlot’, ‘Chardonnay’, ‘Malbec’, ‘Riesling’ 

Acknowledgements: the research was funded by the Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation, Sirius 
University of Science and Technology`s project (GNZh-RD-2008).
The author thanks the reviewers for their contribution to the peer review of this work.

For citation: Fizikova A.Yu. Microclonal propagation of elite industrial grape cultivars (Vitis vinifera L.). Proceedings on Ap-
plied Botany, Genetics and Breeding. 2023;184(4):222-231. DOI: 10.30901/2227-8834-2023-4-222-231

BRIEF REPORTS

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ • ORIGINAL АRTICLE

223ТРУДЫ ПО ПРИКЛАДНОЙ БОТАНИКЕ, ГЕНЕТИКЕ И СЕЛЕКЦИИ /
PROCEEDINGS ON APPLIED BOTANY, GENETICS AND BREEDING. 2023;184(4):222-231



Введение

Виноград – это одна из самых древних культур расте-
нии� , возделываемая человеком, по разным оценкам, от 6 
до 8 тысяч лет. Первыи�  описанныи�  сорт ‘Гуэ Блан’ дати-
рован 1283 г. Род Vitis L. (Vitaceae) включает 60 видов, 
культивируемых и произрастающих почти исключитель-
но в Северном полушарии. Вид Vitis vinifera L. – это един-
ственныи�  вид рода, обитающии�  в Евразии, предположи-
тельно появившии� ся около 65 миллионов лет назад, став 
основои�  виноделия (Myles et al., 2011; This et al., 2006). 

В ходе длительнои�  селекции и отбора человечеству 
удалось получить около 12 000 сортов винограда, кото-
рые выращиваются для производства вина (около 60% 
сортов), употребляются в свежем виде (34% столовых 
и универсальных сортов), высушиваются с получением 
изюма (0,7%) и выращиваются для подвоев (8,2%) 
( McGo vern, 2009; Munir et al., 2005). Неудивительно, что 
виноград стал однои�  из экономически важных сельско-
хозяи� ственных культур: площадь его возделывания со-
ставляет более 6,7 млн га (https://www.fao.org/faostat/
en/#data/QCL). Объемы производства винограда в Рос-
сии� скои�  Федерации ежегодно увеличиваются в течение 
последних 10 лет (Usenko, Udalova, 2018).

Ввиду таких биологических особенностеи�  винограда, 
как длительныи�  ювенильныи�  период (5–8 лет), высокая 
степень гетерозиготности генома и часто встречаемое 
явление инбреднои�  депрессии, когда гомозиготизация 
при скрещивании приводит к потере жизнеспособности 
и производственных характеристик сорта, вегетативное 
размножение становится основои�  размножения и про-
мышленного выращивания винограда (Laimer, 2007; Pie-
rozzi, Moura, 2016; Migicovsky et al., 2017; Töpfer, Trapp, 
2022). 

Традиционныи�  метод вегетативного размножения 
винограда требует много времени и сил, а также не поз-
воляет полностью очистить черенки от болезнеи�  (Ng 
et al., 1992). Культура in vitro имеет много преимуществ 
по сравнению с традиционными методами: микрораз-
множение может обеспечить массовое производство 
элитного сорта/генотипа, которыи�  можно акклиматизи-
ровать за короткии�  период с относительно низкои�  стои-
мостью (Ra thore et al., 2004). Микроразмножение вино-
граднои�  лозы осуществляется культивированием микро-
черенков, верхушечных меристем побегов, пазушных 
или адвентивных почек (Heloir et al., 1997; Thomas, 2000; 
Aazami, 2010; Anupa et al.,2016). Различные виды и сорта 
винограда по-разному реагируют на условия культиви-
рования (Anupa et al., 2016). Так, для некоторых сортов 
показано явление некроза верхушки черенка в культуре 
in vitro, что связывают с различными факторами; напри-
мер, для сорта ‘Arka Neelamani’ это явление объясняют 
избыточностью укоренения и формирования большого 
количества пазушных почек (Thomas, 2000). Стабилизи-
ровать ситуацию с одним верхушечным некрозом расте-
нии�  in vitro на разных сортах удавалось по-разному: од-
ним сортам было достаточно более частого пассирова-
ния и проветривания, другим нужны были дополнитель-
ные источники фосфора, третьим – оптимизация соотно-
шении�  концентрации кальция, бора и фосфатов (Al-Aizari 
et al., 2020). 

В подавляющем большинстве промышленных вино-
градников выращивают ограниченныи�  перечень сортов, 
так как они характеризуются уникальным танинным со-
ставом, характернои�  кислотностью и букетом, которые 
невозможно достичь, выращивая гибридные сорта 

(http://www.josevouillamoz.com). Основои�  технического 
виноградарства и зрелого виноделия во всем мире яв-
ляются 11 сортов винограда, так называемые «нобелев-
ские» сорта: ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Chasselas’, ‘Chardonnay’, 
‘Grenache’, ‘Merlot’, ‘Monastrell’, ‘Pinot Noir’, ‘Riesling’, ‘Sauvi-
gnon Blanc’, ‘Syrah’ и ‘Ugni Blanc’ (Cohen et al., 2023).

Большинство публикации�  по подбору оптимальных 
сред для микроклонального размножения описывают 
работу на локальных сортах и гибридах вне «нобелевско-
го» списка (Dalla Costa et al., 2019). Хотя создание методи-
ки микроклонального размножения именно элитных 
технических сортов представляет наибольшии�  интерес 
для омоложения и оздоровления виноградников с сохра-
нением генотипов наиболее ценных технических сортов 
винограда.

Материалы и методы

Растительные материалы
Для работы были использованы технические сорта 

винограда ‘Мальбек’, ‘Мерло’, ‘Шардоне’ и ‘Рислинг’ поле-
вои�  коллекции Всероссии� ского национального научно- 
исследовательского института виноградарства и вино-
делия «Магарач» РАН.

Культуральные среды
Для подбора оптимальнои�  культуральнои�  среды для 

размножения культур винограда in vitro использовали 
пять сред. Составы сред, использованных в работе пред-
ставлены в таблице 1. 

Деконтаминация
Для стерилизации эксплантов и введения их в культу-

ру in vitro использовали 10-процентныи�  раствор гидро-
хлорида полигексаметиленгуанидина. Стерилизацию 
проводили в течение 20 минут в пробирках Falcon при 
осторожном вращении со скоростью 100 об/мин. После 
стерилизации экспланты несколько раз промывали сте-
рильнои�  дистиллированнои�  водои� , сушили на стериль-
нои�  фильтровальнои�  бумаге, а затем высаживали на сре-
ды для культивирования.

Культивирование
Культивирование растении�  проводили в климатиче-

ских камерах при температуре 25°С со световым режи-
мом 16 часов света (интенсивность 60–74 мкмоль м⁻² с⁻¹ 
[4500–5000 Люкс]) и 8 часов темноты. 

Результаты

Для подбора оптимальнои�  методики введения куль-
туры in vitro и культивирования сортов винограда из 
«нобелевского» перечня нами были взяты в работу тех-
нические сорта ‘Мальбек’, ‘Мерло’, ‘Шардоне’ и ‘Рислинг’. 

Для сравнения интенсивности роста и развития рас-
тении�  элитных технических сортов на разных средах 
было проведено черенкование верхушечных почек сор-
тов ‘Мерло’ и ‘Шардоне’ на среды: 1m) 1/2MS 0,5 мг/л BAP 
(рекомендованная среда для инициации культуры 
in vitro по официальным рекомендациям компании Plant-
celltechnology, одного из мировых лидеров продукции 
для микроклонального размножения); 2m) ½ MS 0.5 мг/л 
BAP, 0.1 мг/л IBA (среда, рекомендованная Plantcelltech-
nology для роста и деления черенков винограда);  3m) MS 
4 мг/л IAA (среда, рекомендованная Plantcelltechnology 
для укоренения); 4m) среда для черенкования по патен-
ту 2636030; 5) среда PRM. Каждого сорта брали по 2-3 че-
ренка на один тип среды. Результаты оценивали через 2 
и 3 недели культивирования (рис. 1, 2). 
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Таблица 1. Состав питательных сред

Table 1. Composition of nutrient media

Компоненты
Components

PRM 1m 2m 3m p2636030

Микроэлементы, мг/л /
Microelements, mg/l

CuSO4 5H2O 0,25 0,0125 0,0125 0,025 0,025

H3BO3 6,2 3,1 3,1 6,2 6,2

MnSO4 H2O 22,3 8,45 8,45 16,9 16,9

Na2MoO4 2H2O 0,25 0,125 0,125 0,25 0,25

ZnSO4 7H2O 8,6 4,3 4,3 8,6 8,6

CoCl2 6H2O – 0.0125 0.0125 0,025 0,025

KI – 0,415 0,415 0,83 0,83

Макроэлементы, мг/л /
Macroelements, mg/l

CaCl2 2H2O 96 220 220 440 66,22

Ca(NO3)2 .4H2O 471,26 – – – 450

KH2PO4 170 85 85 170 100

K2SO4 990 – – – –

MgSO4 180,54 90,27 90,27 180,54 200

FeSO4.7H2O 27,8 13,9 13,9 27,8 27,8

Na2ЭДТА.2H2O 37,26 18,63 18,63 37,26 37,26

NH4NO3 400 825 825 1650 150

KNO3 – 950 950 1900 750

Витамины, мг/л /
Vitamins, mg/l

Никотиновая кислота /
Nicotinic acid 0,5 0,5 0,5 0,5 –

Пиридоксин HCl /
Pyridoxine HCl 0,5 0,5 0,5 0,5 0,2

Тиамин HCl /
Thiamine HCl 1 0,1 0,1 0,1 0,5

Аскорбиновая кислота /
Vitamin C 200 – – – –

Углеводы, % /
Carbohydrates, %

Сахароза /
Sucrose 3 3 3 3 3
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Как видно на фотографиях на примере двух сортов 
винограда ‘Мерло’ и ‘Шардоне’, уже через две недели раз-
вития на стандартных средах черенки накопили антоци-
аны, на некоторых листьях появился хлороз и отмирание 
верхнеи�  части побегов, при этом только на однои�  пита-
тельнои�  среде (2m) появился каллус на части побега, по-
груженнои�  в питательную среду; на остальных питатель-
ных средах ни каллуса, ни листьев, ни корнеи�  не образо-
вывалось (рис. 1).

На среде Prm уже через две недели после культивиро-
вания выросли корни и листья, в отличие от других ис-
пользованных сред (рис. 2).

Через 1–1,5 месяца культивирования на однои�  среде 
PRM без переноса на свежие среды происходило актив-
ное укоренение, удлинение побега и наращивание ли-
стьев, растения достигали высоты 13 ± 1 см (рис. 3).

После укоренения черенки на среде Prm начинают 
интенсивно расти (рис. 4). На рисунке видны отличия 
в росте и развитии черенков сорта ‘Мальбек’, высажен-
ных в одно и то же время на разные среды; также приве-
дена фотография подросшего 2-месячного растения. По-
лученные результаты обобщены в таблице 2.

Обсуждение результатов

Создание методики микроклонального размноже-
ния элитных, наиболее капризных в культуре техниче-
ских сортов винограда «нобелевского» списка явилось 
неожиданным результатом, полученным через два 

года поисков оптимальных подходов для микрокло-
нального размножения, основываясь на литературных 
данных (Torregrosa et al., 2015; Malnoy et al., 2016; Nishi-
tani et al., 2016; Ren et al., 2021). По истечении двух лет 
выживших растении�  оставалось очень мало и была 
апробирована среда PRM (Perl et al., 2004). С использо-
ванием даннои�  питательнои�  среды удалось получить 
здоровые растения in vitro и ex vitro из листовых по-
чек винограда сортов ‘Мальбек’, ‘Шардоне’, ‘Рислинг’ 
и ‘Мерло’. При использовании питательнои�  среды уда-
лось размножить коллекцию от четырех до 200–
300 растении�  за пять месяцев. В результате проделан-
нои�  работы вся коллекция растении�  как технических, 
так и столовых сортов винограда размножается с ис-
пользованием только среды PRM, которая на более 
поздних этапах работы используется нами как регене-
рационная среда и среда для укоренения регенеран-
тов.

При использовании нашего протокола выращивания 
с применением единои�  для всех этапов среды растения 
можно через месяц уже акклиматизировать, корни на че-
ренках формируются с разнои�  интенсивностью уже че-
рез две недели, поэтому растения растут значительно 
быстрее. Использование однои�  среды для всех этапов 
и возможность осуществления редких переносов (один 
раз в 1-2 меcяца) облегчает работу и планирование за-
трат в промышленном и лабораторном масштабах, а так-
же ускоряет микроклональное размножение элитных 
сортов технического винограда. 

Таблица 1. Окончание

Table 1. The end

Компоненты
Components

PRM 1m 2m 3m p2636030

Гормоны, мг/л /
Hormones, mg/l

Альфа-нафтилуксусная кислота /
Alpha naphthylacetic acid 0,2 – – – –

Индол-3-масляная кислота /
Indole-3-butyric acid – – 0,1 – 0,2

Индолилуксусная кислота /
Indolylacetic acid – – – 4 –

6-бензиламинопурин /
6-benzylaminopurine 0,2 0,5 0,5 – –

Другие компоненты, мг/л /
Other components, mg/ l

Глицин /
glycine 2 2 2 2 –

Уголь /
Activated Coal 2000 – – – –

Мио-инозитол /
Myo-inositol 100 100 100 100 50

Агар, % 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

pH 5,75 5,6–5,8 5,6–5,8 5,6–5,8 5,6–5,8
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Рис. 1. Сравнение сред для микроклонального размножения винограда:
A – черенки винограда сорта ‘Мерло’ на среде 3m; B – черенки винограда сорта ‘Мерло’ через 2 недели инкубации 
на среде 3m; C – черенки винограда сорта ‘Мерло’ через 3 недели инкубации на среде 3m; D – черенки винограда 

сорта ‘Мерло’ через 3 недели инкубации на среде 1m; E – черенки винограда сорта ‘Мерло’ через 3 недели инкубации 
на среде 2m; F – черенки винограда сорта ‘Мерло’ через 2 недели инкубации на среде 4m; G – черенки винограда 

сорта ‘Шардоне’ на среде 3m; H – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ через 2 недели инкубации на среде 3m; 
I – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ через 3 недели инкубации на среде 3m; J – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ 

через 2 недели инкубации на среде 1m; K – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ через 3 недели инкубации 
на среде 2m; l – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ через 2 недели инкубации на среде 4m

Fig. 1. Comparison of media for microclonal propagation of grapes: A – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ on the 3m medium; 
B – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ after 2 weeks of incubation on the 3m medium; C – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ after 3 weeks 

of incubation on the 3m medium; D – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ after 3 weeks of incubation on the 1m medium; 
E – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ after 3 weeks of incubation on the 2m medium; F – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ after 2 weeks 

of incubation on the 4m medium; G – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ on the 3m medium; H – grape cuttings 
of cv. ‘Chardonnay’ after 2 weeks of incubation on the 3m medium; I – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ after 3 weeks of 

incubation on the 3m medium; J – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ after 2 weeks of incubation on the 1m medium; 
K – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ after 3 weeks of incubation on the 2m medium; l – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ 

after 2 weeks of incubation on the 4m medium
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Рис. 2. Образование корней и листьев винограда на среде PRM: A – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ 
на среде PRM; B – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ через 2 недели инкубации на среде PRM; 

С – черенки винограда сорта ‘Шардоне’ через 3 недели инкубации на среде PRM; 
D – черенки винограда сорта ‘Мерло’ через 2-3 недели инкубации на среде PRM 

Fig. 2. Formation of grape roots and leaves on the PRM medium: A – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ 
on the PRM medium after 1 week; B – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ after 2 weeks of incubation on the PRM medium; 

C – grape cuttings of cv. ‘Chardonnay’ after 3 weeks of incubation on the PRM medium; 
D – grape cuttings of cv. ‘Merlot’ after 2-3 weeks of incubation on the PRM medium
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Рис. 3. Виноград ‘Мальбек’, ‘Шардоне’, ‘Мерло’ и ‘Рислинг’ через 1-2 месяца после черенкования на среде PRM 
без промежуточных переносов на другие/свежие среды: A – виноград сортов ‘Мерло’, ‘Шардоне’ и ‘Рислинг’ через 

2 месяца инкубации на среде PRM; B – черенки винограда сорта ‘Мальбек’ через полтора месяца инкубации 
на среде 4m; C – виноград сорта ‘Мальбек’ через полтора месяца инкубации на среде PRM; D – виноград сорта 

‘Мальбек’ через два месяца инкубации на среде PRM
Fig. 3. ‘Malbec’, ‘Chardonnay’, ‘Merlot’ and ‘Riesling’ grapes 1-2 months after planting the stalks on the PRM medium 

without intermediate transfers to other/fresh media: A – in vitro grape sprouts of cvs. ‘Merlot’, ‘Chardonnay’ and ‘Riesling’ 
after 2 months of incubation on the PRM medium; B – grape cuttings of cv. ‘Malbec’ after 1.5 months of incubation 

on the 4m medium; C – grape cuttings of cv. ‘Malbec’ after 1.5 months of incubation on the PRM medium; D – grape cuttings 
of cv. ‘Malbec’ after 2 months of incubation on the PRM medium

Таблица 2. Сравнение фенотипа черенков винограда, культивированных на разных средах

Table 2. Comparison of the phenotype of grape cuttings cultivated on different media

Среда /
Media

Фенотип через 2 недели культивирования /
Phenotype after 2 weeks of cultivation

Отмирание 
листовых почек /
Drying out of leaf 

buds

Хлороз листьев /
leaf chlorosis

Накопление 
антоцианов /
Anthocyanin 
accumulation

Новые листья /
New leaves

Укоренение /
Rooting

1m – + + – –

2m + – + – – (каллус)

3m + – + – –

4m – – + – – (каллус)

PRM – – – + +
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