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Целью данной работы является оценка встречаемости клеток с патологией митоза и отклонением
от диплоидности в меристематической ткани экспериментальных растений рода Vitis (Tournef.)
Linn., полученных из стеноспермокарпических семян. Материалом для цитогенетического иссле-
дования являлись растения винограда, полученные от скрещивания бессемянных сортов с бессе-
мянными и семенными опылителями. Всего было осуществлено 11 скрещиваний. Цитогенетиче-
ский анализ проводили по рекомендуемым для плодовых культур и винограда методикам. Всего ис-
следовали 11039 клеток. В клетках растений винограда in vitro наблюдали патологию митоза, в
частности, полую метафазу, трехгрупповую метафазу и метафазу с полярными хромосомами, а так-
же гаплоидные, триплоидные и тетраплоидные клетки. Суммарная частота аномальных клеток со-
ставила 0.15. Патология митоза наблюдается и в меристематической ткани сортов винограда. Оце-
нивали встречаемость аномалий митоза в меристематической ткани растений. Определяли соответ-
ствие фактического распределения аномалий по экспериментальным популяциям теоретическому
распределению, степень относительной приуроченности их к популяциям, показатели абсолютно-
го, относительного и внутрипопуляционного разнообразия. В результате исследования полиэмбри-
онного гибридного потомства винограда выявлена дифференциация в равномерности распределе-
ния и приуроченности 5 аномалий митоза к 11 популяциям, обнаружены отличия эксперименталь-
ных популяций по разнообразию. Максимальная степень относительного разнообразия популяций
достигала величины 0.503. В целом невысокая величина относительного разнообразия свидетель-
ствует об отсутствии полной выравненности аномалий по наличию в популяциях.
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трехгрупповая метафаза, метафаза с полярными хромосомами, миксоплоидия, разнообразие
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ВВЕДЕНИЕ
Любая из фаз процесса митотического деления

подвергается риску возникновения и развития
патологических изменений. Цитогенетические
нарушения в клетках меристемы растений ис-
пользуются как показатели генотоксичности в
экологической генетике при оценке качества сре-
ды обитания (Kalaev, Butorina, 2006; Korshikov,
Lapteva, 2013; Медведева, Болсуновский, 2016).
Установлено, что в условиях действия стрессовых
факторов возрастает уровень патологий митоза и
расширяется их спектр в основном за счет увели-
чения частоты нарушений на стадии метафазы
(Калаев, 2009).

В виноградарстве цитогенетические методы
применяют для изучения кариотипов видов и
сортов, идентификации мутаций, создания по-
липлоидных форм, исследования пыльцы (Jásek,

Hpudák, 1989; Viljoen, Spies, 1995; Клименко и др.,
2008; Pierozzi, 2011; Топале, 2015; Pierozzi, Moura,
2016). Исследователи провели цитогенетический
анализ более 1000 сортов, гибридов и видов вино-
града. Следует отметить, что митоз у винограда
имеет некоторые особенности. В частности, яд-
рышко в конце профазы не исчезает, а остается в
течение всего митотического цикла.

Цитогенетический анализ растений, получен-
ных из эмбриоидов в культуре ткани винограда,
показал, что большинство из них имеет диплоид-
ные наборы хромосом, но обнаружены и миксо-
плоидные популяции клеток (Марченко и др.,
1987). Подсчет хромосом показал, что часть рас-
тений винограда, полученных путем соматиче-
ского эмбриогенеза, была идентифицирована как
полиплоиды, остальные были диплоидными
(Kuksova et al., 1997). Сообщается об индукции
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in vitro тетраплоидов путем обработки колхицином
соматических эмбриоидов диплоидного винограда
(Yang et al., 2006). Установлено, что полиэмбрион-
ное потомство винограда неоднородное и может
отличаться по плоидности (Клименко, 2010).

Хромосомы винограда очень мелкие, часто
слипаются концами, лежат плотно друг к другу,
поскольку большое их количество расположено
на небольшой площади и в разных оптических
плоскостях, это значительно затрудняет подсчет
и детальное изучение (Топале, 2011). Поэтому ви-
ноград принадлежит к трудным для кариологиче-
ских исследований объектам. В клетках корневой
меристематической ткани винограда на стадии
метафазы идентифицированы метацентриче-
ские, субметацентрические, акроцентрические и
спутничные хромосомы (Клименко, 2014).

Целью данной работы является оценка встре-
чаемости клеток с патологией митоза и отклоне-
нием от диплоидности в меристематической тка-
ни экспериментальных растений винограда, по-
лученных из стеноспермокарпических семян.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для цитогенетического исследо-

вания являлись экспериментальные растения ви-
нограда, полученные из стеноспермокарпиче-
ских семян растений рода Vitis (Tournef.) Linn. от
скрещивания бессемянных сортов селекции инсти-
тута “Магарач” с бессемянными и семенными опы-
лителями отечественной и зарубежной селекции в
2005–2012 гг. Всего было осуществлено 11 скрещи-
ваний.

Лабораторные исследования проведены в ин-
ституте “Магарач”, г. Ялта, в 2007–2015 гг. В ос-
нову экспериментов по исследованию расшире-
ния генетического разнообразия и повышения
жизнеспособности генеративного потомства ви-
нограда положен разработанный способ получе-
ния растений от исходных форм с низкой фер-
тильностью (Павлова, Клименко, 2006).

Цитогенетический анализ проводили по реко-
мендуемым для плодовых культур и винограда
методикам (Рыбин, 1962). По каждому варианту
делали 3–5 препаратов. Для цитогенетического
анализа применяли биологический микроскоп
XSP-146TP, видеокамеру Granum DC 1300 и циф-
ровую фотокамеру Canon Powershoot A620. Всего
исследовали 11039 клеток корневой меристема-
тической ткани винограда in vitro.

Митотический индекс рассчитывали как долю
делящихся в митозе клеток от общего числа про-
анализированных клеток. Суммарная частота
аномальных клеток вычислялась как сумма ча-
стот встречаемости отдельных типов патологий и
отклонений от диплоидности. Долю клеток с от-

дельным типом аномалий рассчитывали как от-
ношение количества клеток с данным типом ано-
малии к суммарному количеству клеток в метафа-
зе и выражали в процентах. Патологии митоза
были разделены на группы в соответствии с суще-
ствующей классификацией (Алов, 1972).

С помощью программы RAREVENT проводи-
ли анализ редких событий (Клименко, 1998), при
этом в качестве событий рассмотрены аномалии
митоза. В результате расчета определяли соответ-
ствие фактического распределения аномалий по
экспериментальным популяциям теоретическо-
му распределению, степень относительной при-
уроченности их к популяциям, показатели абсо-
лютного, относительного и внутрипопуляцион-
ного разнообразия.

Общую статистическую обработку данных
осуществляли по общепринятым методикам (Ла-
кин, 1990) с помощью однофакторного дисперси-
онного анализа (пакет прикладных программ
STATISTICA и приложение Microsoft Excel).
Опыты проводили в 3-х кратной повторности.
Достоверность разницы между вариантами оце-
нивали с использованием t-критерия Стьюдента.
Принимали во внимание эффекты с уровнем до-
стоверности p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В процессе цитогенетических экспериментов

наблюдали все стадии митоза. Митотический ин-
декс оказался очень высоким, от 18.2 до 67.0%, в
зависимости от популяции, что объясняется ин-
тенсивным делением клеток в меристематиче-
ской ткани винограда (табл. 1). Среднее значение
митотического индекса 46.6%. Всего оказалось
426 клеток в состоянии деления. Принято счи-
тать, что митоз у растений винограда in vivo в це-
лом происходит без особенных нарушений (То-
палэ, 2011). В ходе данного исследования наблю-
дали единичные случаи асимметричного митоза,
многополюсного митоза, К-митоза и отставания
хромосом при расхождении, которые в дальней-
шем анализе не учитывали. Формы патологии
митоза, связанные с повреждением хромосом, та-
кие, как хроматидные мосты, не наблюдали со-
вершенно.

В меристематической ткани эксперименталь-
ных растений встречали и учитывали такие фор-
мы патологии митоза, связанные с повреждением
митотического аппарата, как полая метафаза,
трехгрупповая метафаза и метафаза с полярными
хромосомами (далее – трехгрупповая метафаза), а
также гаплоидные, триплоидные и тетраплоид-
ные клетки (рис. 1).

Трехгрупповая метафаза характеризуется тем,
что метафазная клетка содержит, кроме обычной
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экваториальной пластинки, две дополнительные
группы или одиночные хромосомы (“полярные”
хромосомы), расположенные у полюсов (Курило,
1969; Козак, Марченко, 2008). Трехгрупповая ме-
тафаза приводит к возникновению дочерних кле-
ток с неравным числом хромосом или к образова-
нию многоядерной клетки. Полая метафаза име-
ет вид широкого кольца хромосом, которые,
собираясь в метафазную пластинку, располага-
ются по периферии клетки.

Соматическое расщепление приводит к появ-
лению в тканях клеток с неодинаковым числом
хромосом. Это явление может быть вызвано раз-
ными причинами, в том числе эндомитозом. Тет-
раплоидные клетки в тканях винограда, скорее
всего, образуются путем эндомитоза (Топале,
1983). У растений с вегетативным способом вос-
произведения эктопическая геномная дупликация
в тканях, предназначенных для бесполого размно-
жения, может привести к созданию стабильных
полиплоидных клонов (De Storme, Mason, 2014).

Во всех популяциях, полученных в результате
скрещивания сорта Ялтинский бессемянный, с
достаточно высокой частотой обнаружена поли-
эмбриония, отмечено образование двух и больше
проростков из одного семени. Предполагается,
что полиэмбриония – один из возможных путей
получения гаплоидов (Tsolova, Atanassov, 1994).
Вероятно, гаплоидные клетки возникают в ре-
зультате соматической конъюгации хромосом,
сопровождаемой “выпадением” их репликации в
отдельных клеточных циклах (Кунах, 1995). Для
растений миксоплоидия скорее правило, чем ис-
ключение. Предполагается, что вариабельность

количества хромосом и ядрышек влияет на пара-
метры продуктивности культур клеток винограда
(Kiselev et al., 2013). Количественные и структур-
ные изменения в хромосомах являются распро-
страненным явлением в каллюсах, полученных в
культуре клетки и ткани, и их регенерантах
(Singh, 2003; Тимофеева, Румянцева, 2012). Эти
изменения могут быть вызваны генетической ос-
новой эксплантов, составом и видом среды, воз-
растом и характером каллюса, длительностью
субкультивирования.

Всего наблюдали 64 случая патологии митоза и
миксоплоидии, частота которых варьировала в
зависимости от популяции (табл. 2). Более всего
аномальных митозов (55.5%) наблюдали в попу-
ляции 1YR3.1.1.

При исследовании особенностей развития
растений винограда, полученных с помощью
культуры изолированных зародышей in vitro, ра-
нее использовали анализ редких событий, что поз-
волило выявить дифференциацию в равномерно-
сти распределения аномальных растительных объ-
ектов, обнаружить различие экспериментальных
популяций по разнообразию ювенильных свойств и
предположить специфичность участия исходных
форм в появлении таких событий (Клименко,
Павлова, 2002; Klymenko, Pavlova, 2007).

Судя по полученным результатам оценки рас-
пределения аномалий митоза по популяциям, ги-
потеза о том, что расхождение между эмпирически-
ми и теоретическими частотами имеет случайный
характер, опровергалась для соответствующих
доверительных вероятностей; аномалии распре-
делены по экспериментальным популяциям не-

Таблица 1. Экспериментальные популяции винограда, использованные для анализа патологии митоза

Популяция
Комбинация скрещивания Количество клеток, 

шт.
Митотический

индекс, %материнская форма отцовская форма

21YI Южнобережный Италия 1252 58.3 ± 0.4

524LC Ялтинский бессемянный М. № 25-82-1 444 58.5 ± 0.7

13YA Ялтинский бессемянный М. № 25-82-1 495 18.2 ± 0.7

1YR2.1.1.1 Ялтинский бессемянный Русбол 4030 22.1 ± 0.2

1YR1 Ялтинский бессемянный Русбол 343 67.0 ± 0.8

1YR3.3 Ялтинский бессемянный Русбол 152 39.6 ± 1.2

1YR3.1.1 Ялтинский бессемянный Русбол 535 50.4 ± 0.7

1YR3.2 Ялтинский бессемянный Русбол 515 52.4 ± 0.7

1YR3.4.2.3 Ялтинский бессемянный Русбол 172 58.2 ± 1.2

3LN1 Ялтинский бессемянный R-73 1697 40.7 ± 0.4

31LN Ялтинский бессемянный R-73 1404 47.7 ± 0.4
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Рис. 1. Патологии митоза и миксоплоидия в меристематической ткани растений винограда: a, б, в – трехгрупповая ме-
тафаза; г – полая метафаза; д – нормальная метафаза (2n = 38); е, ж, з – гаплоидия (n = 19); и – триплоидия (3n = 57);
к, л, м, н, о, п, р – тетраплоидия (4n = 76). Шкала – 5 мкм.

(а) (б)

(г)

(в)

(д)

(е)

(ж)

равномерно, демонстрируя неравноценное уча-
стие групп экспериментальных растений в этом
распределении (табл. 3).

Трехгрупповая метафаза положительно при-
урочена к популяциям 1YR3.1.1 и 31LN, отрица-

тельно приурочена к популяциям 524LC, 1YR3.2
и 3LN1. Полая метафаза полностью отсутствует в
большинстве экспериментальных популяций,
положительно приурочена к популяциям 524LC,
1YR3.2, 3LN1 и 31LN. Гаплоидные клетки полно-
стью отсутствуют в большинстве эксперимен-
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тальных популяций, положительно приурочены к
популяциям 524LC, 13YA, 1YR3.2 и 31LN. Трип-
лоидные клетки встречаются исключительно в
популяции 1YR311. Тетраплоидные клетки поло-
жительно приурочены к целому ряду популяций:
1YR1, 1YR3.1.1, 1YR3.2, 1YR3.4.2.3 и 3LN1. Следо-
вательно, степень участия популяций 524LC,
13YA и 1YR3.2 наиболее высока в появлении гап-

лоидных клеток, популяции 3LN1 – в появлении
тетраплоидных клеток, популяции 31LN – в появле-
нии полых метафаз, популяции 1YR3.1.1 – в появле-
нии трехгрупповых метафаз и триплоидных клеток.

Наибольшее абсолютное разнообразие по ано-
малиям митоза наблюдали в популяции 3LN1
(табл. 4).

Рис. 1. Окончание.

(з) (и) (к)

(л)
(м)

(н)

(о)
(п)

(р)
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Таблица 2. Распределение по популяциям форм патологии митоза и отклонения от диплоидности в меристема-
тической ткани винограда

Популяция Трехгрупповая 
метафаза, % Полая метафаза, % Гаплоидные 

клетки, %
Триплоидные 

клетки, %
Тетраплоидные

клетки, %

21YI 0 0 0 0 0

524LC 3.8 ± 2.2 3.8 ± 0.5 23.1 ± 1.5 0 0

13YA 0 0 11.1 ± 2.6 0 0

1YR2.1.1.1 0 0 0 0 0

1YR1 0 0 0 0 4.3 ± 1.0

1YR3.3 0 0 0 0 0

1YR3.1.1 37.0 ± 2.1 0 0 11.1 ± 1.0 7.4 ± 0.9

1YR3.2 3.7 ± 2.1 3.7 ± 0.5 11.1 ± 1.5 0 3.7 ± 0.9

1YR3.4.2.3 0 0 0 0 10.0 ± 1.5

3LN1 4.3 ± 1.3 7.2 ± 0.3 0 0 13.0 ± 0.6

31LN 10.4 ± 1.3 0 0 0 0

Таблица 3. Оценка распределения по популяциям и приуроченности форм патологии митоза и отклонения от
диплоидности в меристематической ткани винограда

Популяция

Степень относительной приуроченности аномалий

трехгрупповая 
метафаза

полая 
метафаза

гаплоидные 
клетки

триплоидные 
клетки

тетраплоидные 
клетки

21YI –1.000 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000

524LC –0.154 0.124 0.878 –1.000 –1.000

13YA –1.000 –1.000 0.616 –1.000 –1.000

1YR2.1.1.1 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000

1YR1 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000 0.148

1YR3.3 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000

1YR3.1.1 0.850 –1.000 –1.000 1.000 0.422

1YR3.2 –0.174 0.104 0.662 –1.000 0.064

1YR3.4.2.3 –1.000 –1.000 –1.000 –1.000 0.524

3LN1 –0.101 0.528 –1.000 –1.000 0.806

31LN 0.429 0.642 0.035 –1.000 –1.000

χ2 для распределения патологий 67.866 18.954 55.051 44.333 31.721

Доверительная вероятность 0.001 0.041 0.001 0.001 0.001
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Установлено, что степень относительного раз-
нообразия по патологическим митозам наиболее
высокая в популяции 1YR3.1.1, где проявлялась
большая выравненность и наблюдался самый
широкий спектр аномалий. В целом невысокая
величина показателя свидетельствует об отсут-
ствии полной выравненности аномалий по нали-
чию в популяциях. Величина показателя внутрипо-
пуляционного разнообразия по аномалиям митоза
во многом соответствовала степени относительного
разнообразия и не достигала максимума, что свиде-

тельствует об отсутствии одинаковых частот собы-
тий. Показатели разнообразия свидетельствуют о
том, что популяции 524LC, 1YR3.1.1, 1YR3.2,
3LN1 и 31LN являлись наиболее разнообразными
и выравненными по аномалиям митоза.

Следует отметить, что патология митоза на-
блюдается в меристематической ткани и сортов
винограда (рис. 2).

Таким образом, в меристематической ткани
экспериментальных растений винограда, полу-
ченных из стеноспермокарпических семян in vi-

Рис. 2. Патологии митоза в меристематической ткани сортов винограда: a – трехгрупповая метафаза у сорта Интерви-
тис Магарача; б – трехгрупповая метафаза у сорта Цитронный Магарача; в, г – трехгрупповая метафаза у сорта Кра-
сень; д, е, ж – полая метафаза у сорта Красень; з – полая метафаза у сорта Аврора Магарача. Шкала – 5 мкм.

(а) (б) (в)

(г)

(д)

(е)

(ж)

(з)
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tro, может наблюдаться значительная патология
митоза, в частности, полая метафаза, трехгруппо-
вая метафаза, а также гаплоидные, триплоидные
и тетраплоидные клетки. Суммарная частота ано-
малий составила 0.15. В результате исследования
полиэмбрионного гибридного потомства вино-
града выявлена дифференциация в равномерно-
сти распределения и приуроченности аномалий
митоза к популяциям, обнаружены отличия экс-
периментальных популяций по разнообразию,
спектру и выравненности патологии в митозе.
Максимальная степень относительного разнооб-
разия популяций достигала величины 0.503.
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The evaluation of the emergence of cells with pathological mitosis and the deviation from diploidity in the
meristematic tissue of experimental plants of the genus Vitis (Tournef.) Linn. obtained from stenospermocarpic
seeds is the aim of this work. The grape plants obtained from crossing seedless varieties with seedless and seed pol-
linators were the material for cytogenetic research. A total of 11 crosses were made. The cytogenetic analysis was
carried out according to the recommended methods for fruit crops and grape. A total of 11039 cells were examined.
The pathology of mitosis in the cells of grape plants in vitro was observed, in particular, a hollow metaphase, a
three-group metaphase and a metaphase with polar chromosomes, as well as haploid, triploid and tetraploid cells.
The total frequency of abnormal cells was 0.15. The pathology of mitosis is observed in meristematic tissue of grape
varieties as well. The evaluation of emergence of mitotic anomalies in the meristematic tissue of plants was carried
out. The correspondence between the actual distribution of the anomalies in experimental populations and the
theoretical distribution was determined, as well as the degree of their relative habit to populations, the indices of
absolute, relative and intrapopulation diversity. As a result of the study of the polyembrionic hybrid offspring of
grapes, differentiation in the equitability of distribution and habit of 5 mitotic anomalies to 11 populations was re-
vealed, differences between experimental populations by diversity were detected. The maximum degree of relative
diversity of populations reached a value of 0.503. In general the low relative diversity indicates a lack of complete
equalization of anomalies by the presence in the populations.

Keywords: Vitis, stenospermocarpy, in vitro, cytogenetic analysis, mitosis, hollow metaphase, three-group
metaphase, metaphase with polar chromosomes, mixoploidy, diversity
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