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Для поддержания микропобегов чая в стадии пролиферативной ак-
тивности была проведена оптимизация ранее использованного протокола 
микроразмножения. Необходимым условием для роста адвентивных ми-
кропобегов чая является наличие в питательной среде МС двух основных 
регуляторов роста – БАП 3 мг/л + ГК3 0,5–1 мг/л, обеспечивающих выход 
6,8–7,4 шт. с одного экспланта. Гибберелловая кислота способствует уве-
личению количества адвентивных микропобегов, их кущению и показа-
ла эффективность в повышении морфогенного потенциала. Установлено, 
что повышение концентрации БАП до 5–7 мг/л приводит к ингибирова-
нию роста, вследствие пролиферации каллусной ткани. При этом, наблю-
далось удлинение междоузлий, появление дефектных по морфологии 
листьев, их скручивание. Вместе с тем, по выходу зелёной массы с одного 
экспланта, самый большой вес – 385 мг был получен на среде МС + 5 мг/л 
БАП + 1 мг/л ГК3. Увеличение концентраций БАП до 7 мг/л и ГК3 (0,5 –1 мг/л) 
вызывало каллусогенез и снижение веса зелёной массы. 

Ключевые слова: растение чая, пересадочная культура чая in vitro, микро-
побеги, питательная среда, протокол микроразмножения, регуляторы роста 
растений.

Отдел биотехнологии ФИЦ СНЦ РАН располагает уникальной 
коллекцией микропобегов чая сорта ‘Колхида’, местной популяции, 
а также соматических клонов, полученных из каллусной ткани. Сорт 
‘Колхида’ является лучшим и единственным сортом, который возделы-
вается в промышленных масштабах во влажных субтропиках России 
[7]. В пересадочной культуре in vitro он поддерживается в качестве эта-
лона и модельного контрольного сорта для использования в различных 
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селекционных программах (грантах, тематиках НИР ФИЦ СНЦ РАН) 
[5, 16, 17]. Местная популяция составляет основу всех чайных насаж-
дений нашего региона и по своим генетическим особенностям пред-
ставляет исключительную ценность. Её геном насыщен наследствен-
ным материалом всех известных популяций чая (японской, китайской, 
китайско-индийской) и является важным источником генов устойчиво-
сти к болезням и вредителям, засухе и морозостойкости [1]. Растения-
регенеранты, выращенные из местной популяции чая в культуре in vitro, 
могут восстановить в себе весь скрытый генетический полиморфизм, 
который свойственен всем разновидностям чая. Исходя из этого, в целях 
создания перспективных форм чая, притока и поиска новых генов, от-
вечающих за те или иные хозяйственные признаки, местная популяция 
в наших исследованиях была выбрана в качестве базовой. В частности, 
именно из каллуса микропобегов местной популяции чая был индуци-
рован геммогенез и получены соматические клоны, имеющие целый 
спектр фенотипических различий [4, 8, 11, 15]. Методом проточной ци-
тометрии, а также методом ISSR-маркирования была подтверждена их 
изменчивость на генетическом уровне [3, 9, 12, 13, 14, 18]. 

На протяжении 11 лет весь этот богатый растительный материал 
поддерживается в коллекции in vitro [1, 2]. Сохранение его морфоген-
ного потенциала требует проведения ряда обязательных мероприятий 
[6, 19]. Это регулярное субкультивирование на свежие питательные 
среды (1 раз в 2–3 месяца), выбраковка дефектных по морфологии и 
инфицированных грибковой флорой микропобегов, снижение или по-
вышение концентрации фитогормонов, в отдельных случаях их полное 
исключение. Практически каждые 2–3 года вносятся изменения в про-
токолы микроразмножения. Так, после угрозы потери всей коллекции 
в 2019 г., вследствие резкого снижения пролиферативной активности 
микропобегов чая потребовался дополнительный пересмотр всех ра-
нее использованных протоколов [10]. Поэтому целью данных иссле-
дований явилась оптимизация концентраций основных компонентов 
питательной среды с целью сохранения коллекции микропобегов чая 
в стадии активного роста. 

Объекты и методы исследований. Модификация питательной 
среды была апробирована на коллекции микропобегов чая сорта ‘Кол-
хида’, местной популяции и соматических клонов. Весь растительный 
материал культивируется in vitro в стеклянных сосудах на протяжении 
11 лет, при соблюдении 65–70 % относительной влажности, темпе-
ратуре 25 ±2 оC, освещении 3 000 люкс люминесцентными лампами 
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дневного света (OSRAM L 36 W/765), фотопериодом 16/8 час. Базовая 
питательная среда по прописи Мурасиге-Скуга (МС), с использованием 
стандартных солей [19] при pH = 5,8. В 1 серии опытов для размножения 
использовалась среда MС, с добавлением БАП в концентрации (0 – кон-
троль, 1, 2, 3, 4, 5 мг/л), 4 варианта, 3 повторности, 20 стеклянных сосудов 
в каждой). Вторая серия опытов состояла из комбинации БАП с ГК3 
(8 вариантов, 2 повторности, 20 стеклянных сосудов в каждой): 

Контроль (БАП – 0 мг/л + ГК3 – 0 мг/л); 
Вариант I (БАП – 1 мг/л + ГК3 – 0,5 мг/л); 
Вариант II (БАП – 1 мг/л + ГК3 – 1 мг/л); 
Вариант III (БАП – 3 мг/л + ГК3 – 0,5 мг/л); 
Вариант IV (БАП – 3 мг/л + ГК3 – 1 мг/л); 
Вариант V (БАП –5 мг/л + ГК3 – 0,5 мг/л); 
Вариант VI (БАП – 5 мг/л + ГК3 – 1 мг/л); 
Вариант VII (БАП – 7 мг/л + ГК3 – 0,5 мг/л); 
Вариант VIII (БАП –7 мг/л + ГК3 – 1 мг/л).
Подсчёт среднего количества микропобегов, индуцированных с 

1 экспланта проводился через 3–4 недели культивирования. С каждо-
го микропобега собиралась зелёная масса, далее в условиях ламинар-
боксов она взвешивалась на электронных весах. Среднее количество 
микропобегов на эксплант для всех комбинаций БАП и ГК3 в каждой 
субкультуре объединялась и использовалась для сравнения среди суб-
культур, посредством дисперсионного анализа. Результаты обработаны 
статистическими методами в приложении Microsoft Excel, при уровне 
значимости p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение. Из цитокининовой группы – БАП яв-
ляется основным регулятором роста, стимулирующим процесс микро-
размножения растений чая. Вместе с тем, особое внимание следует 
уделить правильному выбору его концентрации, так как при высоких 
дозах БАП в питательной среде активизируется каллусогенез, который 
всегда сопровождается ингибированием морфогенеза. В этом случае, 
необходимо срочно провести субкультивирование на обеднённые сре-
ды и полностью исключить БАП из состава питательной среды. Про-
ведённый эксперимент показал, что для поддержания пролиферации 
на высоком уровне наиболее оптимальной является концентрация 
БАП – 3 мг/л, именно на этой среде было получено максимальное 
количество – 5,6 микропобегов с одного экспланта (табл. 1). 

В варианте с концентрацией БАП – 5 мг/л происходило нарас-
тание каллусной массы и снижение побегообразовательной способ-
ности экспланта, и как следствие, получено минимальное количе-
ство микропобегов (2,2 шт./эксп.).



Субтропическое и декоративное садоводство (76)

84

Таблица 1
Количество микропобегов чая 

с одного экспланта, полученных при разных концентрациях БАП 
в питательной среде МС, шт. 

Питательная среда МС Количество микропобегов чая 
с 1 экспланта, шт.

Контроль БАП – 0 мг/л 1,1

I БАП – 1 мг/л 3,1

II БАП – 2 мг/л 4,2

III БАП – 3 мг/л 5,6

IV БАП – 5 мг/л 2,2

НСР05                                                          0,7

Для индукции адвентивного побегообразования и увеличения вы-
хода микропобегов с одного экспланта был поставлен эксперимент, где 
на фоне различных концентраций БАП (1…3…5…7 мг/л) питательная 
среда дополнительно была обогащена ГК3 (0,5–1 мг/л). После двух не-
дель культивирования наблюдалась активная пролиферация и умноже-
ние микропобегов на всех вариантах, по сравнению с опытом, где при-
сутствовал только один БАП. Следует отметить, что при концентрации 
БАП – 3 мг/л (без ГК3) получено в среднем 5,6 шт./экспл., в сочетании с 
ГК3 это количество увеличилось до 6,8–7,4 шт./экспл. (табл. 2). 

Таким образом, увеличение побегообразовательной способности 
растений чая in vitro может быть достигнуто при сочетании опре-
делённых концентраций БАП (3 мг/л) и ГК3 (0,5–1 мг/л). На этой 
среде на четвертой субкультуре был индуцирован рост микропо-
бегов, составивший 6,8–7,4 штук с одного высаженного экспланта. 
Именно гибберелловая кислота вызвала активную пролиферацию и 
умножение адвентивных микропобегов, и стимулировала процесс 
микроразмножения (рис. 1). 

Вместе с тем, повышение концентрации БАП до 5–7 мг/л в комби-
нации с ГК3 вызвало угнетение морфогенеза и привело к появлению 
таких нежелательных признаков, как удлинение междоузлий, витрифи-
кации и фасциации побегов, изменению морфологии и скручиванию 
листьев. Кроме этого, активизировались процессы каллусогенеза. Все 
это негативно может сказаться на культивировании коллекции, её мор-
фогенном потенциале. 
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Таблица 2
Влияние различных концентраций 

БАП в сочетании с ГК3 (мг/л) на количество полученных 
микропобегов с одного экспланта, шт.

Питательная среда МС Количество 
микропобегов чая (шт.) 

с 1 эксплантаВарианты опыта

Контроль БАП – 0 мг/л
ГК3 – 0 мг/л 1,1

I БАП – 1 мг/л
ГК3 – 0,5 мг/л 5,7

II БАП – 1 мг/л
ГК3 – 1 мг/л 4,8

III БАП – 3 мг/л
ГК3 – 0,5 мг/л 6,8

IV БАП – 3 мг/л
ГК3 – 1 мг/л 7,4

V БАП – 5 мг/л
ГК3 – 0,5 мг/л 5,9

VI БАП – 5 мг/л
ГК3 – 1 мг/л 5,2

VII БАП – 7 мг/л
ГК3 – 0,5 мг/л 3,2

VIII БАП – 7 мг/л
ГК3 – 1 мг/л 2,3

НСР05                                                          0,8

Рис. 1. Микроразмножение чая на питательной среде МС
 в комбинации с БАП – 3 мг/л + ГК3 – 1 мг/л
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В третьей серии опытов были проведены исследования по изуче-
нию среднего веса зелёной массы, собранной с одного экспланта. Ре-
зультаты продемонстрировали большой разброс полученных данных. 
Увеличение массы микропобегов напрямую было связано с увеличени-
ем концентрации БАП (3–5–7 мг/л) и ГК3 (1 мг/л). Обосновать же уве-
личение их зелёной массы при БАП (5–7 мг/л) можно только тем, что 
фиксировалось утолщение побегов и удлинение междоузлий. Больше 
всего зелёной массы (385,3 мг) было отмечено на среде МС + 5 мг/л 
БАП + 1 мг/л ГК3 (в четвёртой субкультуре) (рис. 2). 

Рис. 2. Средний вес зеленой массы с одного экспланта (мг)
 на питательной среде МС с различными комбинациями регуляторов роста,

НСР05 – 12,2

Заключение. Для сохранения коллекции микропобегов чая в фазе 
активного роста рекомендуется в качестве основных регуляторов ро-
ста использовать сочетание БАП с ГК3, в строго регламентированной 
концентрации (БАП – 3 мг/л + ГК3 – 1,0 мг/л). Установлено, что при на-
личии этих фитогормонов в питательной среде, можно получить мак-
симальное воспроизводство микропобегов чая (до 7,4 шт./эксплант). 

Публикация подготовлена в рамках реализации
 ГЗ ФИЦ СНЦ РАН № 0492-2021-0005 

(Разработка методов биотехнологии для целей
 сохранения генетических ресурсов субтропических, 

плодовых, декоративных культур и видов 
природной флоры как источников ценных признаков 

и селекционных исследований)
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Morphogenesis peculiarities 
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In order to maintain tea microshoots in the stage of proliferative activity, the 
previously used micropropagation protocol was optimized. A necessary condition 
for the growth of adventive tea microshoots is the presence in the MS nutrient 
medium of 2 main growth regulators – BAP 3 mg/l + GА3 0,5–1 mg/l, providing 
7–7,4 pcs. from one explant. Gibberellic acid promotes not only an increase in the 
number of adventive microshoots and their tillering, but also works to increase 
morphogenic potential. It was found out that an increase of BAP to 5–7 mg/l led to 
growth inhibition due to the proliferation of callus tissue. In addition, elongation 
of internodes, appearance of leaves with defects in morphology and their rolling 
were observed. At the same time, according to the yield of green mass from one 
explant, the largest weight – 385 mg was obtained on MS medium + 5 mg/l 
BAP + 1 mg/l GА3. An increase of BAP to 7 mg/L + GA3 (0,5–1 mg/L) caused 
callusogenesis and a decrease of green mass.

Key words: tea plant, in vitro tea transplant, microshoots, nutrient medium, 
micropropagation protocol, plant growth regulators.


