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Реферат. Изучена эффективность регенерации микропобегов эксплантами от симптомиро-

ванных и бессимптомных маточных деревьев сливы домашней, вирусоносителей PPV, в ходе 

микроклонирования in vitro. Результаты регенерации микропобегов показывают, что экспланты с 

бессимптомных растений приживаются и регенерируют микропобеги существенно эффективнее, 

чем экспланты с симптомированных растений.  
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генерация микропобегов 
 

Summary. The efficiency of shoots’ regeneration by explants from symptomatic and asymptomatic 

mother plum trees that are PPV carriers in the course of microcloning in vitro is studied. The results of 

microshoots’ regeneration show that explants from asymptomatic plants strike root and regenerate the 

microshoots significantly more efficiently than explants from symptomatic plants.  
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Введение. Современные плодовые агробиоценозы подвержены нарастающему воз-

действию вирусных инфекций [1-6]. Известно, что массовое неконтролируемое распро-

странение вирусов и фитоплазм, других хронических заболеваний является одной из важ-

нейших причин деградации плодовых насаждений. По вредоносности для плодовых куль-

тур вирусы и фитоплазмы занимают третью позицию после грибов и вредителей [7].  

Самым вредоносным вирусным заболеванием сливы во всем мире, и в России в том 

числе, является вирус шарки сливы (PPV) [8], который может привести к потерям урожая 

у восприимчивых сортов до 85-100 %, вследствие ухудшения качества плодов, их преж-

девременного опадения [9-15].  

В целом, вирусные болезни воздействуют практически на все параметры растений: 

состояние и функциональную активность фотосинтетического аппарата, активность фер-

ментных систем, потребление и накопление минеральных элементов, архитектонику и 

скорость прохождения фенофаз [16, 17]. При этом большинство вирусных заболеваний не 

вызывает летальных изменений в растениях. У плодовых вирусные болезни обычно за-

держивают развитие, стимулируют аномальные ростовые процессы, перерождение орга-

нов (из генеративных в вегетативные) [18].  

Решением проблемы широкого распространения вирусных болезней плодовых куль-

тур могут быть радикальные карантинные мероприятия, производство оздоровленного 

посадочного материала, либо создание, отбор и размножение сортов, форм и клонов, в той 

или иной степени устойчивых к вирусам [19], например, толерантных. В научной литера-

туре толерантность трактуется как одно из состояний устойчивости к возбудителям. 

Напомним, что основными типами устойчивости принято считать иммунитет (полная 

устойчивость), толерантность и сверхчувствительность [20]. Толерантность сливы до-
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машней (Prunus domestica) к вирусу шарки сливы (PPV) – явление распространённое. 

Именно благодаря толерантности к шарке в плодоводстве юга России доминируют сорта 

Стенлей и Кабардинская ранняя. В то же время природа толерантности сливы к вирозам 

изучена недостаточно. Например, не ясно, как толерантность сливы к вирусу шарки сли-

вы (PPV) коррелирует с развитием симптомов на листьях заражённых деревьев. 

В полной мере это касается и толерантных растений. У сливы немало сортов, прояв-

ляющих толерантность к заражению вирусом шарки. Эти сорта при заражении в стабиль-

ных условиях внешней среды практически не теряют урожайность и качество плодов [21]. 

Другие проявления толерантности сливы к вирусу шарки исследованы меньше. Считает-

ся, что толерантность определяется изменениями метаболизма растений, вызванными 

проникновением и размножением вирусов.  

При накоплении вирусных частиц в клетках растений происходит использование ре-

сурсов хозяина, функционирования отдельных клеток. При этом активируются различные 

защитные механизмы растения-хозяина, которые работают на ограничение распростране-

ния вируса и требуют определенной перестройки метаболизма [22].  

Известны разные формы толерантности. В одних случаях в толерантных растениях 

вирус распространяется по всему растению и накапливается, при отсутствии четких симп-

томов заболевания [23, 24], в других – размножение вируса ингибируется, но симптомы 

заболевания хорошо выражены, и третья форма толерантности – ослабление (вплоть до 

полного отсутствия) симптомов и слабое накопление вируса [25, 26].  

Для сливы домашней типичный пример толерантного сорта – Стенлей. Вирус шарки 

(PPV) вызывает у него специфическую мозаику на листьях и плодах [21]. Обычно урон, 

наносимый вирусом сорту Стенлей, тем и ограничивается. Толерантны к вирусу шарки 

также Кабардинская ранняя, Анна Шпет и др. У этих сортов толерантность к вирусу про-

является в сохранении близких к среднемноголетним для конкретного сорта урожаев пло-

дов при достоверном вирусоносительстве. Симптоматика заражения, как правило, переда-

ётся вегетативному потомству [15].  

Практика вирусологических исследований показывает, однако, что бывают исклю-

чения – симптомы появляются не у всех вегетативных потомков (саженцев), выращенных 

от инфицированных маточных растений. Культивирование in vitro эксплантов от симпто-

мированных и бессимптомных растений в одинаковых и строго контролируемых услови-

ях позволит установить взаимосвязь симптомированности и уровня толерантности экспе-

риментальных растений. Решение вопроса, связана ли бессимптомность растений сливы – 

вирусоносителей PPV с усилением толерантности в части вегетативного потомства, поз-

волит по-иному подойти, если не к проблеме создания толерантных клонов, то, как мини-

мум, к проблеме выращивания здорового посадочного материала. 

Цель работы – изучить эффективность регенерации микропобегов эксплантами от 

симптомированных и бессимптомных маточных деревьев сливы домашней, вирусоноси-

телей PPV, в ходе микроклонирования in vitro. Мы исследуем ту форму толерантности, 

которая проявляется в ослаблении симптомов или в их полном отсутствии у заражённых 

растений [26]. Согласно этому, у бессимптомных деревьев-вирусоносителей толерант-

ность должна быть выражена сильнее, чем у симптомированных. 

Работа выполнена на примере толерантности к вирусу шарки сливы (PPV) как 

наиболее вредоносному объекту на этой культуре. Актуальность исследования обуслов-

лена большим экономическим значением вируса шарки в питомниководстве и плодовод-

стве. Изучение толерантности сливы в ходе клонального микроразмножения in vitro поз-

воляет провести анализ в контролируемых условиях с максимально возможной достовер-

ностью. В доступной литературе отсутствует информация об изучении толерантности 

сливы к вирусу шарки (PPV) по критерию «эффективность регенерации микропобегов» в 

культуре in vitro, в чём и заключается новизна исследований. 
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Объекты и методы исследований. Работа выполнена в 2011-2017 гг. Исследования 

проведены на сортах сливы Донецкая, Кубанская ранняя. Сорт Стенлей использован в ка-

честве контроля по причине его хорошо изученной толерантности к вирусу шарки сливы 

[14]. Исходные деревья произрастают в ООО «ОПХ «Центральное» (г. Краснодар). Всего 

обследовано на заражение шаркой сливы свыше 10000 деревьев.  

В коллекции инфицированных вирусом растений выделены симптомированные и 

бессимптомные образцы (по 20 деревьев на каждый сорт) и диагностированы на зараже-

ние. Тестирование выполнено в лаборатории генетики и молекулярной биологии 

СКФНЦСВВ с использованием комплекта реагентов для диагностики вируса методом ОТ 

ПЦР с праймерами и реакционными смесями, приготовленными в ООО «АгроДиагности-

ка». Отбор образцов и диагностика проведены в мае – в период максимального накопле-

ния вирусных частиц в листьях деревьев сливы.  

Экспланты опытных сортов были введены в культуру in vitro на питательные среды, 

приготовленные по прописям Мурасиге-Скуга (МС) [27], Гамборга В5 [28], МС модифи-

цированная [29]. В качестве регуляторов роста использованы 6-БАП (0,1 мг/л для МС и 

В5, 0,2 мг/л для МС модифицированная), ГК (0,1 мг/л для всех вариантов) и янтарная кис-

лота 0,1 % (4 мг/л для МС модифицированная), рН среды 5,4-5,6.  

Для интродукции in vitro изолировали апексы вегетирующих терминальных побегов 

размером 1-3 мм и после стерилизации использовали их в качестве эксплантов. В каждом 

варианте эксперимента (сорт х питательная среда х фитосанитарный статус (симптомиро-

ванные или бессимптомные) в культуру in vitro вводилось по 20 эксплантов. 

Высаженные на питательные среды экспланты сливы культивировали при верхне-

боковом освещении при 16-часовом световом дне, освещенности 3,5-5 тыс. лк, темпера-

туре 23-26 ºС и относительной влажности воздуха 70-75 %. 

Полученные результаты обработаны с помощью дисперсионного анализа. Все необ-

ходимые вычисления выполнены с помощью прикладных программ MS Offis (Exel)          

и Stat Soft STATISTICA 7.0. 

За основу использованных нами методических подходов взяты материалы методи-

ческого характера, опубликованные в различных научных изданиях [29-32].  

 

Обсуждение результатов. В ходе исследования толерантности растений сливы к 

вирусу шарки (PPV) симптомированные и бессимптомные исходные деревья этой 

культуры были тестированы на вирусоносительство. По результатам ПЦР-анализа 

установлено, что симптомированные и бессимптомные деревья сливы сортов Донец-

кая, Кубанская ранняя и Стенлей заражены вирусом.  

Наличие или отсутствие симптоматики вирусного заражения само по себе является 

признаком различной восприимчивости сортов сливы к инфекции: более устойчивые 

сорта (клоны) не проявляют симптомов заражения при инфицировании (размножении от 

инфицированных маточных деревьев), менее устойчивые – проявляют [9]. В нашем слу-

чае часть деревьев одних и тех же сортов проявили признаки заражения вирусом шарки 

сливы в форме специфической кольцевой пятнистости, а часть – не проявили, что явля-

ется признаком различной восприимчивости.  

На следующем этапе исследования (in vitro), на фоне прочих равных условий (со-

став питательной среды, влажность воздуха, стерильность, фотопериод, освещение и 

пр.), изучены различия в успешности регенерации микропобегов эксплантами экспери-

ментальных сортов от симптомированных и бессимптомных исходных деревьев-

вирусоносителей PPV. 
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Результаты регенерации микропобегов растений сливы в культуре in vitro представ-

лены в табл. 1-6 и на рисунке.  

 

Таблица 1 – Результаты регенерации микропобегов in vitro из эксплантов  

от бессимптомных и симптомированных деревьев сливы – вирусоносителей PPV,  

сорт Донецкая 

 

Вариант  

питательной  

среды 

Фитосанитарный 

статус 

Посажено 

меристем, 

шт./% 

Успешно регенерировали 

микропобеги 

шт. % 

1. МС Бессимптомные 20/100 15 75 

Симптомированные 20/100 11 55 

2. Гамборга Бессимптомные 20/100 12 60 

Симптомированные 20/100 7 35 

3. Среда МС  

модифицированная 

Бессимптомные 20/100 16 80 

Симптомированные 20/100 12 60 

 

В среднем 
Бессимптомные 20/100 14,3 71 

Симптомированные 20/100 10 50 

 

Анализируя данные табл. 1, видим, что у сорта сливы Донецкая из каждых 20 апек-

сов, посаженных на разные питательные среды, успешно регенерировали микропобеги от 

12 до 16 (в среднем 14,3 шт. или 71 %) эксплантов, изолированных с бессимптомных ма-

точных растений. У эксплантов с симптомированных деревьев прижились и регенериро-

вали микропобеги из каждых 20 посаженных меристем от 7 до 12 шт. (в среднем 10 шт. 

или 50 %). Снижение эффективности регенерации микропобегов симптомированными 

эксплантами в сравнении с бессимптомными составило 21 %.  

 

     

                         а                                                   б                                               в 

Рис. Регенерация микропобегов сливы in vitro эксплантами сортов  

Донецкая (а), Кубанская ранняя (б), Стенлей (в)  
 

Дисперсионный анализ результатов регенерации микропобегов из эксплантов сорта 

Донецкая показал, что фитосанитарный статус (симптомированные или бессимптомные 
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саженцы) достоверно воздействует на изучаемый параметр (Fфакт. > F табл.). Доля влия-

ния у фактора 58,3 (табл. 2). 

 
Таблица 2 – Дисперсионный анализ результатов регенерации микропобегов in vitro  

эксплантами от симптомированных и бессимптомных деревьев сливы, вирусоносителей PPV 

(фактор 1 – среда, фактор 2 – наличие или отсутствие симптомов), сорт Донецкая 
 

Изменчивость 
Степень 

свободы 

Средний 

квадрат 

F-

отно-

шение 

F cт. 

при 

0,05 

Дисперсия 
Доля 

влияния 

Количество регенерировавших меристем 

Между средами 2 22,33 3,72 5,14 0,00 0,0 

Между симптомированными 

и бессимптомными  

(фитосанитарный статус) 

1 56,33 9,39 5,99 8,39 58,3 

Взаимодействие: 

среда х фитосанитарный  

статус 

2 0,33 0,056 5,14 0,00 0,0 

Остаточная 6 6,0 - - 6,00 41,7 

 

У сорта Кубанская ранняя из каждых 20 высаженных меристем успешно регенери-

ровали микропобеги от 13 до 16 (в среднем 14 шт. или 70 %) эксплантов от бессимптом-

ных маточных растений, что близко к выходу микропобегов от бессимптомных эксплан-

тов у сорта Донецкая (табл. 3). У эксплантов с симптомированных деревьев сорта Кубан-

ская ранняя прижились и регенерировали микропобеги из каждых 20 меристем – от 3 до 8 

шт. (в среднем 6 шт. или 30 %), что значительно меньше, чем у сорта Донецкая (50 %, см. 

табл. 1. Снижение эффективности регенерации микропобегов симптомированными экс-

плантами в сравнении с бессимптомными у сорта Кубанская ранняя составило 40 %. 

 

Таблица 3 – Результаты регенерации микропобегов in vitro из эксплантов  

от бессимптомных и симптомированных деревьев сливы, вирусоносителей PP,  

сорт Кубанская ранняя 
 

Вариант 

питательной среды 

Фитосанитарный 

статус 

Посажено 

меристем, 

шт./% 

Успешно 

регенерировали 

микропобеги 

шт. % 

1. МС (st) 
Бессимптомные 20/100 16 80 

Симптомированные 20/100 7 35 

2. Гамборга 
Бессимптомные 20/100 13 65 

Симптомированные 20/100 3 15 

3. Среда МС  

модифицированная 

Бессимптомные 20/100 13 65 

Симптомированные 20/100 8 40 

В среднем  
Бессимптомные 20/100 14 70 

Симптомированные 20/100 6 30 

 

Дисперсионный анализ результатов регенерации микропобегов из эксплантов сорта 

Кубанская ранняя показал, что фитосанитарный статус (симптомированные или бессимп-
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томные саженцы) достоверно воздействует на изучаемый параметр (Fфакт. > F табл.). До-

ля влияния у фактора 89,5 (табл. 4). 
 

Таблица 4 – Дисперсионный анализ результатов регенерации микропобегов in vitro  

эксплантами от симптомированных и бессимптомных деревьев сливы, вирусоносителей 

PPV (фактор 1 – среда, фактор 2 – наличие или отсутствие симптомов),  

сорт Кубанская ранняя 
 

Изменчивость 
Степень 

свободы 

Средний 

квадрат 

F-

отно-

шение 

F cт. 

при 

0,05 

Дис-

персия 

Доля 

влияния 

Количество регенерировавших меристем 

Между средами 2 13,00 3,54 5,14 0,0 0,0 

Между симптомированными 

и бессимптомными  

(фитосанитарный статус) 

1 192,00 52,36 5,99 31,39 89,5 

Взаимодействие: среда х  

фитосанитарный статус 
2 7,00 1,91 5,14 0,00 0,0 

Остаточная 6 3,67 - - 3,67 10,5 

 

Из данных табл. 5 видим, что у сорта Стенлей (контроль) число бессимптомных экс-

плантов, регенерировавших микропобеги, составило от 10 до 15 (в среднем 13 шт. или 65 

%), что незначительно ниже уровня регенерации микропобегов от бессимптомных экс-

плантов у сортов Донецкая (70 %, см. табл. 1) и Кубанская ранняя (71 %, см. табл. 3). У 

эксплантов с симптомированных деревьев прижились и регенерировали микропобеги        

от 5 до 10 шт., (в среднем 8 шт. или 40 %), что существенно меньше, чем у сорта Донец-

кая (50 %), но выше, чем у сорта Кубанская ранняя (30 %). Снижение эффективности ре-

генерации микропобегов симптомированными эксплантами в сравнении с бессимптом-

ными у сорта Стенлей составило 25 %. 

 

Таблица 5 – Результаты регенерации микропобегов in vitro из эксплантов  

от бессимптомных и симптомированных деревьев сливы, вирусоносителей PPV,  

сорт Стенлей 

Вариант  

питательной 

 среды 

Фитосанитарный 

статус 

Посажено 

меристем, 

шт./% 

Успешно регенерировали 

микропобеги 

шт. % 

1. МС (st) Бессимптомные 20/100 14 70 

Симптомированные 20/100 9 45 

2. Гамборга Бессимптомные 20/100 10 50 

Симптомированные 20/100 5 25 

3. Среда МС  

модифицированная 
Бессимптомные 20/100 15 75 

Симптомированные 20/100 10 50 

 

В среднем  
Бессимптомные 20/100 13 65 

Симптомированные 20/100 8 40 

 

Дисперсионный анализ результатов регенерации микропобегов из эксплантов сорта 

Стенлей (табл. 6) показал, что факторы «фитосанитарный статус» и «питательная среда» 
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достоверно воздействуют на изучаемый параметр (Fфакт. > F табл.). Доля влияния факто-

ра «фитосанитарный статус» 52,0, фактора «среда» 25,6 (табл. 6). 

Таким образом, результаты регенерации микропобегов в культуре in vitro показыва-

ют, что экспланты с бессимптомных растений сливы приживаются и регенерируют мик-

ропобеги существенно эффективнее, чем экспланты с симптомированных растений (см. 

табл. 1-5). В ходе культивирования эксплантов сливы in vitro проявились различия в ре-

зультатах регенерации микропобегов между питательными средами.  
 

Таблица 6 – Дисперсионный анализ результатов регенерации микропобегов in vitro  

эксплантами от симптомированных и бессимптомных деревьев сливы,  

вирусоносителей PPV (фактор 1- среда, фактор 2 - наличие или отсутствие симптомов), 

сорт Стенлей 

Изменчивость 
Степени 

свободы 

Средний 

квадрат 

F-

отно-

шение 

F cт. 

при 

0,05 

Дисперсия 
Доля 

влияния 

Количество регенерировавших меристем 

Между средами 2 28,00 5,6 5,14 5,75 25,6 

Между симптомированными и 

бессимптомными  

(фитосанитарный статус) 

1 75,00 15,00 5,99 11,67 52,0 

Взаимодействие: среда х  

фитосанитарный статус 

2 0,00 0,00 5,14 0,00 0,0 

Остаточная 6 5,00 - - 5,00 22,4 
 

Для оценки эффективности питательных сред в регенерации эксплантами опытных 

сортов сливы микропобегов in vitro составлена сводная таблица (табл. 7).  
 

Таблица 7 – Сводные результаты эффективности регенерации in vitro микропобегов  

эксплантов опытных сортов сливы на экспериментальных питательных средах, % 
 

Вариант 

питательной 

среды 

Фито- 

санитарный 

статус 

Успешно регенерировали микропобеги, % 

Донецкая 
Кубанская 

ранняя 

Стенлей 

(контроль) 
В среднем 

Сумма 

значений 

по варианту 

1. МС (st) Бессимптом-

ные 
75 80 70 

75  

120 

Симптомиро-

ванные 
55 35 45 

45 

2. Гамборга Бессимптом-

ные 
60 65 50 

58  

83 

Симптомиро-

ванные 
35 15 25 

25 

3. Среда МС 

модифициро-

ванная 

Бессимптом-

ные 
80 65 75 

73  

123 

Симптомиро-

ванные 
60 40 50 

50 

 

Лучшие результаты по эффективности регенерации in vitro микропобегов сортов 

сливы Донецкая, Кубанская ранняя, Стенлей показали среды, приготовленные по прописи 

Мурасиге-Скуга – суммы значений по варианту (бессимптомные + симптомированные 

экспланты) у них составили 123 % у среды МС модифицированная и 120 % у МС стан-

дартной. Сумма значений в варианте среда Гамборга составила только 83 %. 
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Существенное превышение уровня эффективности регенерации микропобегов на 

средах, приготовленных на основе прописи МС, по сравнению со средой Гамборга (на 37-

40 % суммы значений по бессимптомным и симптомированным эксплантам) можно объ-

яснить различием в составе питательных сред. 

Кроме того, инфицированность эксплантов в большей степени отразилась на регене-

рации микропобегов сорта Кубанская ранняя, у которого разница между бессимптомными 

и симптомированными образцами составила 40 %, у сорта Стенлей – 25 %, у сорта До-

нецкая – 21 % (см. табл. 1-5). Различная эффективность регенерации инфицированных 

эксплантов в зависимости от сорта говорит о генетической опосредованности её природы.  

 

Выводы. В исследовании толерантности сортов сливы к вирусу шарки (PPV) крите-

рием изучения послужила способность эксплантов регенерировать микропобеги in vitro.  

Результаты регенерации микропобегов показывают, что экспланты с бессимптом-

ных растений сливы приживаются и регенерируют микропобеги существенно эффектив-

нее, чем экспланты с симптомированных. Разница между уровнем регенерации микропо-

бегов in vitro, изолированных из симптомированных и бессимптомных растений составля-

ет 21-40 % в зависимости от сорта.  

Выявлено существенное превышение уровня эффективности регенерации микропо-

бегов на средах Мурасиге-Скуга по сравнению со средой Гамборга В5. 
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