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Представлены результаты оценки  

влияния различных по продолжительности 

коротких сроков стратификации  

на получение здоровых микрорастений  

гибридов черешни из изолированных  

незрелых эмбрионов в культуре in vitro.  

The results of evaluation of short  

stratification periods with different  

durations influence the obtaining healthy 

microplants of sweet cherry hybrids  

from isolated unripe embryos in vitro  

culture are presented. Three sweet cherry 
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Изучались три сорта черешни сверхраннего, 

раннего и среднего сроков созревания.  

Апробирована схема стерилизации 

 незрелых костянок черешни  

с использованием дезинфицирующего  

средства в виде таблеток, содержащих  

натриевую соль дихлоризоциануровой  

кислоты. Применённый метод показал  

высокую эффективность, что проявлялось 

 в низком проценте инфицированных  

пробирок. Было произведено 3 посева  

в различные сроки: сразу после съёма  

плодов, через 1 неделю, через 3 недели  

стратификации. Степень развития растений, 

введённых в культуру in vitro, определяли  

через 2, 3 и 5 недель. Оценку растений,  

имеющих корень и настоящие листья,  

проводили по 5-ти балльной шкале.  

На основании данных учёта степени  

развития растений, введённых в культуру 

in vitro, был построен график,  

показывающий, что наибольший процент 

нормально развивающихся эмбрионов сорта 

черешни Краснодарская ранняя наблюдался  

в группе, прошедшей стратификацию  

в течение трёх недель, по сравнению  

со стратифицированными одну неделю.  

В группе образцов сорта Краса Кубани 

наблюдается противоположная зависимость. 

Темпы и степень развития зародышей сорта 

Ярославна без стратификации находятся  

в среднем диапазоне между другими  

изучаемыми образцами с длительной  

и короткой стратификацией. Исходя  

из полученных данных, можно сделать вывод 

о превалировании сортовых особенностей  

образцов над длительностью стратификации 

в процессе увеличения выхода нормально 

развитых микрорастений, полученных  

из культуры эмбрионов черешни in vitro. 
 

varieties of super early, early and meddle 

term of ripening are studied.  

The sterilization scheme for immature 

sweet cherry embryos using a disinfectant 

in the form of tablets containing  

the sodium salt of dichloroisocyanuric acid 

was tested. The method showed  

the high efficiency, which was manifested 

in a low percentage of infected tubes.  

Three seeding were made at various  

times: after harvesting immediately, 

after 1 week, and after 3 weeks  

of stratification. The degree of plants  

development introduced in vitro culture  

was defined after 2, 3, and 5 weeks.  

Assessment of plants with root  

and leaves was carried out on a 5-point 

scale. Based on the development degree  

of plants introduced in vitro culture,  

a graph was created showing  

that the highest percentage of normally  

developing embryos  

of the Krasnodarskaya Rannya sweet cherry 

was observed in the group 

 stratified for three weeks,  

than that stratified one week.  

In the group of the Krasa Kubani  

specimens, an opposite dependence  

is observed. The rate and degree  

of development of the Yaroslavna  

embryos without stratification  

are in the middle range between  

other studied samples with long  

and short stratification. Based on the data 

obtained, it can be concluded  

that the varietal characteristics of samples 

prevail over the duration of stratification  

in order to increase in the yield  

of normally developed microplants  

obtained in vitro embryo culture. 
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Введение. Культивирование in vitro широко применяется в селекции 

садовых культур для получения жизнеспособных гибридов в основном ко-

сточковых культур при скрещивании сортов раннего срока созревания  
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[1, 2, 3]. Преодоление постгамной несовместимости и увеличение выхода 

гибридного потомства осуществляется методом культуры изолированных 

зародышей на стерильной питательной среде. Современные методики все-

гда принимаются во внимание при размножении особо ценного биологиче-

ского материала. На регенерацию растений при эмбриокультуре, по мнению 

некоторых авторов, влияют условия окружающей среды при закладке за-

вязи, но все-таки решающим фактором являются компоненты питательной 

среды для in vitro, сроки съёма плодов, фаза извлечения зародыша, методы 

стерилизации и стратификация семян и, конечно, сортовые особенности 

конкретных образцов [4-8]. 

Проводились работы по изучению эффективности прямой эмбрио-

культуры и in-ovulo эмбриокультуры. В первом случае, зародыш вместе с 

семядолями извлекается из семенной оболочки и помещается на питатель-

ную среду, при культуре in-ovulo – зародыш вместе с семядолями и оболоч-

кой помещается на питательную среду [9]. 

Удаление семенной оболочки, прямая культура зародышей, значи-

тельно повышает эффективность метода изолированных зародышей, а 

также снижает процент инфекции. Более того, установлена чёткая корреля-

ция со степенью зрелости плодов (от полностью зелёных до максимально 

окрашенных) и уровнем инфицированности: чем более зрелые плоды, тем 

больше процент инфицированных зародышей.  

Изучение влияния различных по своему составу питательных сред 

проводилось рядом исследователей. Хорошо проявили себя различные ва-

риации питательной среды Мурасиге и Скуга (МС) с половинной концен-

трацией макро- и микроэлементов [10, 11].  

Метод эмбриокультуры, также применяемый для расширения генети-

ческой базы садовых растений, позволяет довести каждый зародыш до 

взрослого организма, а при необходимости, получить несколько генетиче-
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ски идентичных организмов от каждого эмбриона [12]. Регенерация расте-

ний из тканей семядолей прямым путём позволяет размножить ценные ге-

нотипы, а через непрямой органогенез даёт возможность получения сома-

клональных вариантов – источника нового исходного материала для селек-

ции. С использованием этих приёмов были получены гибриды вишни, ин-

тересные для дальнейшей селекционной работы [13]. 

Первые успешные попытки культивирования зародышей in vitro были 

предприняты Ханнингом еще в 1904 году. Тогда он отмечал, что культивиро-

вание незрелых эмбрионов часто приводит к слабым, плохо развитым и даже 

нежизнеспособным проросткам [14]. С похожими проблемами сталкивался в 

своих исследования и Стингл [15]. Интерес к культивированию незрелых за-

родышей in vitro возрос, когда в середине ХХ века была показана эффектив-

ность данного метода для ускорения селекционного процесса [16, 17].  

В настоящее время методология in vitro продолжает совершенство-

ваться, и исследователям в ряде случаев удалось получить и сохранить цен-

ные гибриды и перспективные формы с использованием данного метода. 

При этом все же существует необходимость совершенствования лаборатор-

ных протоколов (компонентный состав сред, соотношения фитогормонов, 

длительность периода стратификации, особенности дезинфекции эксплан-

тов), в том числе с учетом генотипспецифичности [18-20].  

В задачу нашей работы входила оценка влияния разных сроков стра-

тификации до введения в культуру in vitro у разных сортов черешни, а также 

оптимизация параметров этапа стерилизации для получения максимального 

количества стерильных жизнеспособных эксплантов.  

 

Объекты и методы исследований. Работа проводилась в биотехноло-

гической лаборатории СКФНЦСВВ весной-летом 2019 года. Были отобраны 

незрелые плоды трёх сортов черешни – Ярославна, Краса Кубани и Красно-

дарская ранняя от свободного опыления. Сорт Ярославна – среднеранний (со-

зревает через 3 дня после Валерия Чкалова) Донецкого филиала Института 

http://journalkubansad.ru/pdf/19/06/10.pdf


Плодоводство и виноградарство Юга России № 60(6), 2019 г. 

http://journalkubansad.ru/pdf/19/06/10.pdf       95 

садоводства УААН, получен от посева семян Дроганы желтой, которая росла 

в окружении мелитопольских сортов черешни в Новоселидовском ГСУ. 

Краса Кубани – сорт раннего срока созревания, скороплодный, получен в 

СКЗНИИСиВ. Краснодарская ранняя – один из наиболее распространённых 

сортов сверхраннего срока созревания. Получен в СКЗНИИСиВ. 

Съем неокрашенных плодов в количестве 60 костянок каждого сорта 

провели 16 мая 2019 года, примерно на 25 день после предполагаемого опы-

ления. Плоды сорта Ярославна были взяты в работу на следующий день, а 

плоды сортов краса Кубани и Краснодарская ранняя были помещены в хо-

лодильную камеру с температурой +4 оС. 

Стерилизацию костянок проводили по следующей схеме: 

– промывка раствором «белизна-гель» (5-15% гипохлорита натрия), 

разведение стерильной водой 1:4 (хлор/вода) с экспозицией 10 минут; 

– двукратная промывка стерильной водой; 

– промывка стерильным раствором марганцовокислого калия (24мг/л) 

в течение 10 минут. 

После стерилизации наружных покровов костяники вскрывались в 

условиях ламинарного бокса стерильным скальпелем. После вскрытия ко-

сточки извлечённые вместе с семядолями зародыши промывались в течение 

3 минут в растворе натриевой соли дихлоризоциануровой кислоты (содер-

жание активного хлора 0,5 %) с последующей однократной промывкой в 

стерильной воде, после чего их высаживали в стеклянные пробирки диамет-

ром 30 мм с питательной агаризованной средой объёмом 25 мл. 

Изолированные зародыши культивировали на питательной среде Му-

расиге-Скуга, содержащей половинную концентрацию минеральных солей, 

6-БАП и дополнительно ИМК в концентрации 0,01-0,03 мг/л. 

Было произведено 3 посева в различные сроки после заготовки плодов 

и стратификации: 44 изолированных эмбриона сорта Ярославна были высе-

яны 17 мая 2019 года, через сутки после сбора; незрелые эмбрионы сортов 
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Краса Кубани и Краснодарская ранняя были высеяны через неделю страти-

фикации при +4 оС – 24 мая (26 и 25 пробирок соответственно) и через три 

недели стратификации – 7 июня (24 и 23 пробирки соответственно). 

Оценку степени развития растений, введённых в культуру in vitro, 

проводили через 2, 3 и 5 недель. Учитывали количество контаминирован-

ных посторонней микрофлорой пробирок, количество непробудившихся не-

зрелых эмбрионов и этиолированных микрорастений, количество растений, 

имеющих отклонения в развитии – деформированные листья и другие ор-

ганы растения с сильным разрастанием каллуса, задержку дифференциации 

каллуса. Также учитывались растения с нормально развитыми настоящими 

листьями, но неразвивающимся корнем. 

Оценку растений, имеющих корень и настоящие листья, проводили по 

5-ти балльной шкале, где 1/5 – растения с наименьшим уровнем развития ор-

ганов, 5/5 – максимально развитые, самые крупные микрорастения (рис. 1). 

 

 
1/5             2/5                3/5                   4/5              5/5 

 

Рис. 1. Степень развития микрорастений 

Как видно из рисунка 1, степень развития растений варьировала в зна-

чительном диапазоне, но все растения имели пропорционально развитые ли-

стья и корень без видимых дефектов в развитии или отставании. 
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Обсуждение результатов. Данные учёта степени развития растений, 

полученных из изолированных незрелых эмбрионов черешни в культуре  

in vitro, для изучения влияния двух разных по длительности периодов стра-

тификации, обобщены в таблице 1. В таблице 2 приведён общий процент 

нормально развивающихся растений по всем вариантам опыта. 

Таблица 1 – Результаты высева незрелых зародышей черешни  

в культуру in vitro после различных сроков стратификации 
 

Сорт Ярославна Краса Кубани Краснодарская ранняя 

Недель 

стратификации 
0 1 3 1 3 

Количество 44 (100 %) 26 (100 %) 24 (100 %) 25 (100 %) 23 (100 %) 

1 учёт - 14 дней после высева 

Инфицировано 1 (2,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (4,0%) 0 (0,0%) 

Нет роста 18 (40,9%) 9 (34,6%) 10 (41,7%) 11 (44,0%) 9 (39,1%) 

Этиолированные 1 (2,3%) 0 (0,0%) 2 (8,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

Недоразвитые 5 (11,4%) 4 (15,4%) 1 (4,2%) 3 (12,0%) 2 (8,7%) 

Не развивается 

корень 

11(25,0%) 10 (38,5%) 9 (37,5%) 8 (32,0%) 7 (30,4%) 

Степень 

развития 

1/5 2 (4,5%) 0 (0,0%) 1 (4,2%) 1 (4,0%) 1 (4,3%) 

2/5 0 (0,0%) 1 (3,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (4,3%) 

3/5 0 (0,0%) 2 (7,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (13,0%) 

4/5 5 (11,4%) 0 (0,0%) 1 (4,2%) 1 (4,0%) 0 (0,0%) 

5/5 1 (2,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 

2 учёт - 21 день после высева 

Инфицировано 1 (2,27%) 0 (0,00%) 1 (4,17%) 1 (4,00%) 0 (0,00%) 

Нет роста 9 (20,45%) 5 (19,23%) 5 (20,83%) 4 (16,00%) 5 (21,74%) 

Этиолированные 1 (2,27%) 0 (0,00%) 2 (8,33%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 

Недоразвитые 8 (18,18%) 4 (15,38%) 1 (4,17%) 3 (12,00%) 2 (8,70%) 

Не развивается 

корень 

12 (27,27%) 8 (30,77%) 10 (41,67%) 10 (40,00%) 8 (34,78%) 

Степень 

развития 

1/5 5 (11,36%) 2 (7,69%) 1 (4,17%) 3 (12,00%) 0 (0,00%) 

2/5 1 (2,27%) 2 (7,69%) 3 (12,50%) 3 (12,00%) 3 (13,04%) 

3/5 0 (0,00%) 1 (3,85%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 3 (13,04%) 

4/5 6 (13,64%) 4 (15,38%) 1 (4,17%) 1 (4,00%) 1 (4,35%) 

5/5 1 (2,27%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1 (4,35%) 

3 учёт - 35 дней после высева 

Инфицировано 1 (2,27%) 1 (3,85%) 1 (4,17%) 1 (4,00%) 0 (0,00%) 

Нет роста 8 (18,18%) 4 (15,38%) 3 (12,50%) 3 (12,00%) 3 (13,04%) 

Этиолированные 1 (2,27%) 0 (0,00%) 2 (8,33%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 

Недоразвитые 9 (20,45%) 5 (19,23%) 2 (8,33%) 3 (12,00%) 3 (13,04%) 

Не развивается 

корень 

10 (22,73%) 5 (19,23%) 8 (33,33%) 8 (32,00%) 7 (30,43%) 

Степень 

развития 

1/5 2 (4,55%) 3 (11,54%) 1 (4,17%) 2 (8,00%) 0 (0,00%) 

2/5 5 (11,36%) 2 (7,69%) 2 (8,33%) 0 (0,00%) 2 (8,70%) 

3/5 1 (2,27%) 2 (7,69%) 2 (8,33%) 3 (12,00%) 5 (21,74%) 

4/5 5 (11,36%) 4 (15,38%) 3 (12,50%) 5 (20,00%) 1 (4,35%) 

5/5 2 (4,55%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 2 (8,70%) 
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Таблица 2 – Процент нормально развивающихся растений  

по всем вариантам опыта 
 

Сорт 
Неделя учёта 2 3 5 

Стратификация % нормально развитых растений 

Ярославна - 18,2 29,5 34,1 

Краса Кубани 
1 неделя 11,5 34,6 42,3 

3 недели 8,3 20,8 33,3 

Краснодарская ранняя 
1 неделя 8,0 28,0 40,0 

3 недели 21,7 34,8 43,5 

 

На основании этих данных построен график (рис. 2), анализируя кото-

рый можно отметить, что наибольший процент нормально развивающихся 

эмбрионов сорта Краснодарская ранняя наблюдался в группе, прошедшей 

стратификацию в течение трёх недель, по сравнению со стратифицирован-

ными одну неделю. Это особо заметно на начальных этапах развития, на вто-

рой неделе учёта. В дальнейшем, на 3-й и 5-й неделе, разница в развитии эм-

брионов, стратифицированных 1 и 3 недели, не так заметна, процент развитых 

зародышей, прошедших короткую стратификацию, начинает возрастать и 

приближается к таковому у зародышей с более длительной стратификацией. 

 

Рис. 2. График соотношения % развитых растений  

на различных этапах культивирования 
 

В группе образцов сорта черешни Краса Кубани наблюдается проти-

воположная зависимость: лучше развиваются образцы после короткой стра-

тификации, чем после длительной. Разница между количеством развитых 

растений в группе с короткой стратификацией и более продолжительной 
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особо заметна на третьей неделе учёта и составляет 34,6 % и 20,8 % соот-

ветственно. Темпы и степень развития зародышей сорта Ярославна без стра-

тификации находятся в среднем диапазоне между другими изучаемыми об-

разцами с длительной и короткой стратификацией. 

 

Заключение. Исходя из полученных данных, можно сделать вывод о 

превалировании сортовых особенностей конкретных образцов над длитель-

ностью стратификации в процессе увеличения выхода нормально развитых 

микрорастений, полученных из культуры эмбрионов in vitro. Таким обра-

зом, зависимость выхода нормально развитых микрорастений сеянцев че-

решни от продолжительности сроков стратификации вероятнее всего свя-

зана с генотипическими особенностями конкретных сортов. 

Показана высокая эффективность дезинфицирующего средства в виде 

таблеток, содержащих натриевую соль дихлоризоциануровой кислоты, для 

обработки извлечённых из семенных оболочек незрелых эмбрионов. При-

менение данного метода не влияло на жизнеспособность зародышей, а ко-

личество инфицированных посторонней микрофлорой пробирок оставалось 

низким – не более одной пробирки в каждом опыте. 

Апробирована шкала визуальной оценки степени развития микрорас-

тений от 1/5 до 5/5, упрощающая и ускоряющая учёт результатов. 
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