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В статье представлены первые результаты исследований по изучению сомаклональной изменчивости, которая возникает при культивировании in vitro тканей и органов растений чая. В качестве исходного материала был использован морфогенный каллус, изолированный от базальной части микропобегов чая, поскольку каллус повышает вероятность проявления сомаклональной изменчивости. Разработан оптимизированный протокол культуральной среды для индукции геммогенеза и получения соматических клонов в культуре in vitro. Морфогенные каллусы, инициированные от базальной части микропобегов чая и субкультивирумые на среде 6 – БАП – 2,5 мл + ГК – 1,0 мл + ТДЗ – 4,0 мл + триптофан – 1000 мг, отличились высокими показателями индукции геммогенеза – 63,3 %. Изучено влияние экзогенных регуляторов роста на морфологические и ростовые показатели каллусной культуры чая in vitro
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The article presents the first results of studies of somaclonal variability, which take place during cultivation of tea plants tissues and organs in vitro culture. As a starting material, there was used morphogenic callus, isolated from the basal part of tea microshoots, because callus increases somaclonal variability. An optimized protocol of the nutrient medium for induction gemmogenesis to product somatic clones of tea plants in vitro culture was developed. Morphogenesis calluses, initiated from the basal part of tea microshoots and subcultured on the nutrient medium with 6 – BAP – 2,5 ml + gibberellic acid – 1,0 ml + Tidiazuron – 4,0 ml + Tryptophan – 1000 mg, distinguished by high rates of induction of gemmogenesis – 63,3 %. The article studies the effect of exogenous growth regulators on morphological and growth indices of tea callus culture in vitro
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Промышленные насаждения чая влажной субтропической зоны России были заложены в период с 1936 по 1956 гг. и представляют собой семенные посадки различных разновидностей чая, а также грузинских сортов – популяций К.Е. Бахтадзе [1]. Отличаются они большим разнообразием биологических и хозяйственных признаков, отражающихся на урожайности и качестве готовой продукции. В настоящее время сортовые чайные плантации влажных субтропиков России занимают площадь всего 100 га (из 1428 га) и заложены они одним единственным, сортом Колхида (рис. 1).

Рисунок 1. Сотрудники ФГБНУ ВНИИЦиСК на плантации чая сорта Колхида, п. Уч-Дере, ЗАО «Дагомысчай»

Несмотря на то, что чаеводство располагает достаточно богатым генофондом для закладки новых и реконструкции старых чайных плантаций, он нуждается в пополнении, прежде всего сортами, обладающими не только высокой урожайностью и адаптивностью к местным условиям произрастания, но и содержанием танина и экстрактивных веществ, придающих аромат чайному напитку. В решении вопроса о поэтапном переводе отрасли на сортовое производство важная роль принадлежит исследованиям, направленным на привлечение высокотехнологичных методов селекции. К таким методам относится метод клонального микроразмножения чая в культуре in vitro, который был успешно разработан в лаборатории биотехнологии, физиологии и биохимии растений нашего института [2, 3, 4].
Высокий коэффициент размножения (1:4,8 с одного экспланта) позволит в короткие сроки обеспечить производство высокосортным посадочным материалом (рис. 2.).
 
Рисунок 2. Клональное микроразмножение растений чая в культуре in vitro
При выведении новых сортов растений, традиционная селекция обогатилась еще одним методом создания исходного материала. Этот метод основан на сомаклональной изменчивости растений, которая возникает при культивировании тканей и органов in vitro [5]. Проявлению сомаклональной изменчивости способствуют многочисленные экзо и эндогенные факторы: стресс, которому подвергается растение при изолировании эксплантов, длительность содержания растительных тканей in vitro, условия и режимы культивирования, наличие в питательной среде фитогормонов, антибиотиков, минеральных солей, углеродного питания, а также видовая принадлежность растений и его генотип [6, 7]. Следует отметить, что в естественных условиях произрастания in vivo, чайное растение проявляет высокую пластичность к спонтанному мутированию [8]. В условиях искусственного культивирования in vitro, где в качестве дополнительной мутационной нагрузки индуцирующих агентов выступают экзогенные регуляторы роста питательной среды, режимы и условия культивирования – сомаклональная изменчивость у растений чая значительно возрастает [9, 10]. В наших исследованиях, при изучении сомаклональной изменчивости, в целях получения сомаклональных вариантов, в качестве исходного материала был использован морфогенный каллус, изолированный от базальной части микропобегов чая. Выбор пал на каллус, поскольку он является универсальным и легко доступным материалом, используемым в клеточной селекции [11]. Известно, что вероятность проявления сомаклональной изменчивости возрастает, если в ходе культивирования растительных тканей in vitro присутствует стадия каллуса. Многие ученые отмечают, что при длительном культивировании генетическая изменчивость гетерогенной ткани каллуса возрастает, в ней происходят хромосомные аберрации, изменение плоидности, и как следствие, возрастает частота мутирования растений по фенотипу и генотипу. Каллус in vitro приобретает совершенно новые характеристики, например, он проявляет способность к тотипотентности, индукции геммогенеза и ризогенеза, проходит различные стадии роста и деградации. В результате индукции геммогенеза из каллуса можно получить новые соматические клоны [7, 12, 13, 14]. Сомаклональная изменчивость способствует выделению новых для селекции генотипов [15, 16, 17]. Проведенные исследования позволят расширить и поднять на новый уровень селекционные исследования по выведению новых отечественных сортов чая. 
Материалы и методы. В качестве объекта исследований использовался каллус с меристематическими очагами активности, изолированный от базальной части микропобегов чая, находящихся в течение 6 лет в пересадочной культуре in vitro. Базовой питательной средой служила минеральная основа по прописи Мурасиге и Скуга (МС) [18]. Использовались общепринятые приемы по работе с культивируемыми изолированными тканями и органами растений [19, 20]. Все операции, требующие соблюдения условий стерильности, проводились в ламинар – боксах. Каллусы культивировались в условиях фотопериода 16/8 час. свет/темнота, температуре 25 ± 1,0 °С, влажности – 70 %, освещенности 4000 – 5000 лк. (с люминесцентными лампами OSRAM L 36 W/765). Массу каллуса определяли [21] путем взвешивания его в стерильных условиях. Относительный прирост массы каллусной ткани определяли по формуле: ΔW = (Wt – W0) / W0 х 100 %, где ΔW – относительный прирост массы каллуса; W0 – начальная масса каллуса; Wt – конечная масса каллуса. В опыте 6 вариантов питательных сред, на основе Мурасиге – Скуга, в сочетании с различными экзогенными регуляторами роста: БАП, НУК, ИУК, ИМК, ГК, 2,4 Д, аденином, ТДЗ, мезоинозитом, триптофаном, энергеном, AgNO3, в разных концентрациях, в 3-х повторностях, по 20 образцов в каждой. Контролем служила безгормональная среда МС. Математическая обработка полученных данных проводилась методом Фишера, по Доспехову [22].
Результаты исследований. Для индукции геммогенеза, в целях получения соматических клонов чая в культуре in vitro, каллус с зонами меристематической активности, был высажен на 6 вариантов питательных сред, с добавлением различных экзогенных регуляторов роста (табл.1). 

Таблица 1. Влияние питательной среды и экзогенных регуляторов роста на индукцию геммогенеза при культивировании морфогенного каллуса

	Базовая среда МС 
+ разные варианты экзогенных регуляторов роста
	Кол-во морфоген-
ного каллуса,
шт.
	Геммогенез, %
	количество
регенерантов на один каллус,
шт. 

	Индукция
геммогенеза, 
%

	
	
	на 20-й
день
	на 30-й
день
	
	

	I

	6 – БАП– 2,0; 2,4 Д – 1,0; аденин – 0,5; ТДЗ – 1,5 мл
	
60
	3,3
	
0
	
3
	
3,3 

	II
	6 – БАП –2,5; НУК – 0,5; ИУК – 0,5; мезоинозит –100 мг;
AgNO3 – 100 мг
	60
	26,7 
	0
	24
	26,7 

	III

	6 – БАП –1,0 мл; 
НУК – 0,25 мл;
триптофан – 250 мг 
	60
	10,0 
	0
	8
	10,0 

	IV 

	6 – БАП – 3,0 мл; ИМК – 0,2 мл; энерген – 0,6 г 
	
60
	33,3 
	0
	30
	33,3

	V

	6 – БАП – 2,5 мл; 
ГК – 1,0 мл; ТДЗ – 4,0
 мл;триптофан–1000 мг
	
60
	63,3
	0
	52
	63,3 

	VI

	6 – БАП – 2,0; НУК – 0,2; ГК – 1,5 мл; мезоинозит – 100 мг
	60
	58,3
	0
	42
	58,3

	
	Контроль 
МС без гормонов
	60
	1,7
	0
	1
	1,7

	НСР 05
	
	3,2
	
	5,3
	3,2



Установлено, что морфогенные каллусы, инициированные от базальной части микропобегов чая и субкультивирумые на среде 6 – БАП – 2,5 мл + ГК – 1,0 мл + ТДЗ – 4,0 мл + триптофан – 1000 мг (V вариант) отличились высокими показателями индукции геммогенеза – 63,3 %. Кроме этого, на этом варианте среды получено сравнительно больше регенерантов из морфогенного каллуса (52 шт.). Следует отметить, что на всех вариантах опыта основная индукция геммогенеза (от 1,7 до 63,3 %) приходилась на экспоненциальную фазу (первые 20 дней культивирования каллуса). В другой серии проведенных опытов было установлено действие экзогенных регуляторов роста различного генезиса на морфологические и ростовые показатели каллусной культуры чая in vitro. На всех вариантах питательной среды, уже на втором месяце культивирования, наблюдался переход каллусов в стационарную фазу (деградации) роста. Происходило это вследствие истощения питательной среды и окисления ее фенольными соединениями, что способствовало некрозу тканей. Кроме этого наблюдалась динамика в сторону изменения окраски и структуры каллуса – от зеленого цвета и средней плотности, на начальном этапе культивирования каллуса, до черного некротизированного и плотного, на конечном этапе. Исключение составил V вариант среды, на котором каллус, даже на 60-й день культивирования, не только сохранил свой морфогенный потенциал, но продолжал синтезировать хлорофилл, не отягощая при этом среду продуктами вторичного метаболизма (рис. 3; табл. 2).











Рисунок 3. Геммогенез в культуре растений чая in vitro (на питательной среде МС+6–БАП–2,5 мл+ГК–1,0 мл+ТДЗ–4,0 мл+триптофан–1000 мг)






Таблица 2 – Влияние экзогенных регуляторов роста на морфологические и ростовые показатели каллусных культур чая в культуре in vitro
	Варианты питательных сред на основе базовой МС

	Количество морфоген-ного каллуса,
шт.
	Окраска и структура каллуса
	Масса каллуса, г
	Относи-тельный
прирост массы каллуса ΔW, %

	
	
	на 10 –й день
	на 30-й 
день
	на 60-й
день
	началь-ная
W0
	конечная на 60
день
Wt
	

	I
	6 – БАП– 2,0 2,4 Д – 1,0 аденин – 0,5 ТДЗ – 1,5 мл
	60
	зелено-вато- белый
	белый
	белый,
рыхлый
	0,286
	0, 468
	63,6

	
	
	зеленый
средней
плотности
	
	
	
	
	
	

	II
	6 – БАП –2,5 НУК – 0,5
ИУК – 0,5 мл; мезоинозит –100 мг;
AgNO3–100 мг
	60
	зеленый

	зелено-корич-невый
	темно-коричне-вый, с очагами некроза, средней
плотности
	0,300
	0,586
	95,3

	
	
	зеленый
средней
плотности
	
	
	
	
	
	

	III
	6 – БАП –1,0
НУК– 0,25 мл;
триптофан – 250 мг
	60
	зелено-корич-невый

	темно-коричне-вый
	черный,
некроти-зирован-ный,
плотный
	0,295
	0,494
	67,4

	
	
	зеленый
средней
плотности
	
	
	
	
	
	

	IV
	6 – БАП – 3,0 ИМК – 0,2 мл; энерген – 0,6 г

	60
	темно-зеленый


	зелено-коричне-вый


	темно-коричне-вый с некрозами
плотный
	0, 291
	0,587
	101,7

	
	
	зеленый
средней
плотности

	
	
	
	
	
	

	V

	6 – БАП – 2,5
ГК – 1,0
ТДЗ – 4,0 мл; триптофан–1000 мг
	60
	зеленый

	ярко-зеленый
	ярко-зеленый, средней
плотности
	0,320
	0,687
	
114,7


	
	
	зеленый
средней
плотности
	
	
	
	
	
	

	VI

	6 – БАП – 2,0 НУК – 0,2 
ГК – 1,5 мл; мезоинозит – 100 мг
	60 
	зеленый

	темно-зеленый
	коричне-вый, средней
плотности
	0,316
	0,670
	112,0

	
	
	зеленый
средней
плотности
	
	
	
	
	
	

	Контроль
МС – без гормонов
	60
	зелено-корич-невый

	темно-коричне-вый
	черный,
некротизированный, плотный
	0,296
	0, 380
	28,3

	
	зеленый
средней
плотности
	
	
	
	
	
	

	НСР 05
	
	
	
	
	
	0,152
	25,2



Следует отметить, что на всех вариантах опыта отмечался прирост каллусной массы (от 63,6 до 114,7 %), в то время как на контроле этот показатель составил всего – 28,3 %, где в питательной среде присутствовала только минеральная основа МС. 
Таким образом, в результате проведенных исследований разработан оптимизированный протокол культуральной среды для получения соматических клонов в культуре in vitro. Морфогенные каллусы культивируемые на среде МС, с добавлением: 6 – БАП – 2,5 мл + ГК – 1,0 мл + ТДЗ – 4,0 мл + триптофан – 1000 мг, отличились высокими показателями индукции геммогенеза – 63,3 %. Установлено, что лучшими экзогенными регуляторами роста для культивирования каллуса, при которых в течение длительного времени сохранялся морфогенный потенциал (60-й день) и прирост каллусной массы являются: 6 – БАП – 2,5 мл + ГК – 1,0 мл + ТДЗ – 4,0 мл + триптофан – 1000 мг.
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