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Изучен адаптивный потенциал растений и микропобегов чая (система 
in vivo и in vitro, соответственно) на длительное воздействие ионов кальция 
(Ca2+), как элемента с многофункциональной активностью. Отмечено сниже-
ние уровня перекисного окисления липидов в листьях растений и микропо-
бегов опытных вариантов по сравнению с контролем, что свидетельствовало 
об уменьшении интенсивности окислительных процессов при повышении 
концентрации Ca2+ в среде обитания. Суммарное содержание фенольных био-
антиоксидантов в листьях микропобегов было в 3 раза выше в сравнении с 
растениями и не изменялось под воздействием кальция. Количество кароти-
ноидов было соизмеримо в контрольных вариантах и снижалось на фоне по-
вышенной концентрации Ca2+ только в листьях растений чая. В целом отмече-
но значительное сходство адаптивных реакций растений и микропобегов чая 
на воздействие Ca2+, что доказывает обоснованность экстраполяции данных, 
полученных в культуре in vitro, на растения чая при изучении действия раз-
личных экзогенных индукторов. 
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Адаптация растений к изменяющимся условиям окружающей сре-
ды рассматривается как одно из важных направлений в области фун-
даментальных и прикладных наук. Это обусловлено необходимостью 
выяснения механизмов, ответственных за эти процессы, а также поиска 
методических подходов, позволяющих повысить продуктивность куль-
тур. И в этом случае большой и многолетний интерес вызывает такой 
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химический элемент как кальций (Ca2+), для которого характерна много-
функциональность действия на растительные объекты [10, 28]. При его 
поступлении отмечались изменения в их росте, продуктивности, фото-
синтетической активности, устойчивости к стрессовым воздействиям и 
др. [19, 30, 26, 1]. 

К числу промышленно-ценных культур широкого спектра использо-
вания относятся растения чая (Саmellia sinensis (L.) Kuntze), характеризу-
ющиеся высокой способностью к накоплению различных биологически 
активных веществ [14, 5, 23, 12]. Многие из них обладают высокой ан-
тиоксидантной активностью, что привлекает к ним внимание учёных и 
практиков [17, 18]. В первую очередь это относится к фенольным соеди-
нениям – одним из наиболее распространённых в растениях вторичных 
метаболитов [4, 22, 3]. Благодаря их химической структуре они быстро 
взаимодействуют с активными формами кислорода, тем самым защи-
щая клетки растений от их токсического действия [27]. К числу веществ 
с выраженной антиоксидантной активностью относятся и каротинои-
ды, образование которых характерно для всех фотосинтезирующих ор-
ганизмов [16]. Следует также отметить, что биосинтез как фенольных 
соединений, так и каротиноидов осуществляется в хлоропластах рас-
тений, а биологическая активность этих веществ обусловлена наличием 
сопряженных двойных связей в структуре, что имеет важное значение 
при защите клеток от фотодеструкции [9].

Одним из подходов при изучении функциональной активности рас-
тительных тканей могут быть культуры in vitro, к числу которых отно-
сятся и микропобеги чая [2]. Они служат хорошей модельной системой 
для оценки действия абиотических и биотических факторов, хотя нет 
чётких представлений о сходстве или отличии этих реакций в тканях 
интактных растений и микропобегов.

Целью работы было изучение адаптации in vivo и in vitro растений 
чая к длительному воздействию ионов кальция (Ca2+), основываясь на 
определении уровня перекисного окисления липидов, а также содержа-
ния суммы фенольных соединений и каротиноидов в их листьях.

Объекты и методы. Объектами исследования служили растения и 
in vitro микропобеги чая (Саmellia sinensis (L.) Kuntze, сорт Колхида), 
выращенные в стандартных условиях или подвергнутых действию Ca2+.

Растения чая выращивали в контейнерах (объём 0,5 кг) в условиях, 
аналогичных естественным, в течение 2 лет. При проведении опыта в 
почву вносили Са2+, используя для этого водный раствор Са(NО3)2 из 
расчёта 250–300 мг/кг почвы или 150 мг/растение. Контролем служил 
вариант, где нитрат кальция был заменён нитратом аммония. В обоих 
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случаях концентрация азота составляла 200 мг/кг или 100 мг азота/рас-
тение. Внесение вещества осуществляли в летний период (август) и по 
истечении 5 месяцев проводили отбор листьев для исследований.

Микропобеги чая выращивали в условиях in vitro на питательной 
среде Мурасиге-Скуга, содержащей 6-бензиламинопурин (6 мг/л), а 
также 1-нафтилуксусную (1 мг/л) и гибберелловую кислоты (2 мг/л) 
[2]. При изучении воздействия Са2+ в питательную среду вносили 
концентрацию СaCl2, которая вдвое превышала таковую в контро-
ле (880 мг/л и 440 мг/л, соответственно). В каждом варианте было 
10–15 микропобегов, которые культивировали в течение 4 месяцев 
в условиях 16-часового фотопериода при освещении 3 000 люкс. Для 
анализа использовали их листья.

Содержание воды определяли после высушивания растительно-
го материала до постоянного веса при 70 оС [5]. Уровень перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) в листьях определяли по содержанию мало-
нового диальдегида (МДА), используя качественную реакцию с тио-
барбитуровой кислотой (ТБК) [11]. Для этого навеску замороженного в 
жидком азоте растительного материала гомогенизировали в 0,1 М трис-
HCl буфере (рН 7,5), содержащем 0,35 М NaCl, после чего добавляли 
0,5%-ный раствор ТБК в 20%-ной трихлоруксусной кислоте. Реакцион-
ную смесь инкубировали на кипящей водяной бане в течение 30 минут 
и измеряли оптическую плотность раствора при 532 нм. Для расчёта 
содержания МДА использовали коэффициент молярной экстинкции 
равный 1,56 × 10-5 см-1М-1 [21].

Фенольные соединения извлекали из зафиксированного жидким 
азотом материала 96%-ным этанолом при 45 оС в течение 40 мин 
[11]. Гомогенат центрифугировали (16 000 об./мин, 10 мин) и в на-
досадочной жидкости проводили спектрофотометрическое опреде-
ление суммарного содержания фенольных соединений с реактивом 
Фолина-Дениса (поглощение при 725 нм), [11]. Калибровочную 
кривую строили по (-)-эпикатехину.

Пигменты извлекали из свежих листьев чая 96%-ным этанолом и полу-
ченный гомогенат центрифугировали в течение 5 мин при 13 000 об./мин 
[15]. В надосадочной жидкости спектрофотометрическим методом опреде-
ляли содержание каротиноидов при 440 нм, количество которых рассчиты-
вали стандартным методом [16]. 

Все определения проводили в трёх биологических и трёх анали-
тических повторностях. Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли с помощью программ Microsoft Excel 2010 и SigmaPlot 12.2. 
На рисунках представлены средние арифметические значения определе-
ний и их стандартные ошибки (±SEM). Достоверность различий средних 
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значений определяли по t-критерию Стьюдента при P ≤ 0,05 и обо-
значали её разными латинскими буквами.

Результаты и их обсуждение. Важным показателем ответной ре-
акции растений на действие экзогенных факторов, в том числе Ca2+, 
являются их морфофизиологические характеристики [6]. Растения чая 
сорта Колхида – это лучший и единственный сорт, возделываемый в 
промышленных масштабах во влажных субтропиках России [14, 29]. 
При их выращивании методом горшечной культуры в течение двух лет 
они были невысокими, с хорошо развитыми листьями зелёного цвета 
удлинённо-овальной формы (рис. 1А). У растений контрольного вари-
анта длина листовой пластинки в среднем составляла 9,6 ±1,5 см, у 
опытного варианта она была ниже (8,6 ±1,3), хотя эти различия нельзя 
считать статистически достоверными. 

Для микропобегов чая, выращенных в условиях in vitro, характерно 
формирование листьев ярко-зелёного цвета (рис. 1Б). Они значительно 
отличались от таковых in vivo-растений как по форме, так и по разме-
рам. При высоком содержании Ca2+ в основной питательной среде их 
длина была меньше, чем в контроле.

Рис. 1. Внешний вид листьев растений (1, 2) 
и микропобегов (3, 4) чая, выращенных в контрольных условиях 

и в присутствии Са2+
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Следовательно, длительное воздействие Ca2+ на растения и микро-
побеги чая приводило к изменениям морфофизиологических характе-
ристик их листьев, что свидетельствует о значительном сходстве прояв-
лений адаптивных реакций в условиях in vivo и in vitro. Об изменениях 
в характере роста и развития различных видов растений в условиях 
действия Ca2+ сообщалось в литературе [8].

Важным аспектом жизнедеятельности растений является оводнён-
ность их тканей. В листьях in vivo-растений чая, длительно выращива-
емых в присутствии Ca2+, она была достоверно ниже по сравнению с 
контролем (56,04 ±1,21 % и 59,18 ±1,81 %, соответственно). Следова-
тельно, процесс адаптации сопровождался изменениями в их водном 
балансе. Это согласуется с литературными данными, свидетельствую-
щими об изменениях оводнённости растительных тканей при действии 
Ca2+ и этот эффект видо- и концентрационно-специфичен [25, 24]. 

Определение оводнённости листьев микропобегов чая продемонстри-
ровало отсутствие изменений в этом показателе при наличии Ca2+ в пита-
тельной среде, который сохранялся на уровне контроля (66,22 ±1,92 % и 
66,73 ±2,28 %, соответственно). Можно отметить, что содержание воды в 
листьях микропобегов было выше, чем в листьях растений. Вероятно, это 
обусловлено контролируемыми условиями их выращивания in vitro.

Одними из самых ранних реакций растительного организма, свя-
занных с восприятием внешнего воздействия Ca2+, являются внутри-
клеточные изменения его концентраций, обеспечивающие снижение 
окислительных повреждений у растений. Однако устойчивое накопле-
ние Ca2+ в цитозоле при длительном его поступлении может оказывать 
цитотоксическое действие на клетки растений [20]. В связи с этим, 
следующим этапом нашего исследования являлось определение ин-
тенсивности ПОЛ, как важного показателя состояния клеток [13]. Как 
следует из представленных на рисунке 2 данных, в контрольных усло-
виях содержание МДА в листьях микропобегов чая почти вдвое пре-
вышало таковое в листьях растений. Это свидетельствует о различном 
уровне активных форм кислорода при росте чая в условиях in vivo и in 
vitro. Можно даже предположить, что при длительном выращивании 
на питательных средах микропобеги чая испытывают стрессовое воз-
действие, судя по такому параметру как уровень ПОЛ. 

Воздействие Ca2+ приводило к значительным изменениям в содер-
жании МДА в исследованных вариантах. Во-первых, оно снижалось 
по сравнению с контролем: в листьях растений чая – в 1,4 раза, а в 
листьях микропобегов – в 2 раза (рис. 2). Кроме того, несмотря на бо-
лее высокий уровень ПОЛ в in vitro-культурах, он был всего на 10 % 
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выше такового in vivo-культур. Всё это свидетельствует о том, что Са2+ 
уменьшал интенсивность окислительных процессов в клетках расте-
ний и микропобегов чая и способствовал «стабилизации» в них уров-
ня ПОЛ. Это ещё раз подчеркивает его особенную роль как важного 
внутриклеточного мессенджера, участвующего в передаче сигнала из 
окружающей среды и «регулирующего» сигналы развития [28].

Рис. 2. Содержание малонового диальдегида (МДА) 
в листьях растений (1) и микропобегов (2) чая, выращенных 

в контрольных условиях или при воздействии Са2+

Поскольку фенольные соединения рассматриваются как одни из 
компонентов антиоксидантной системы защиты и вещества, характе-
ризующиеся высокой антиоксидантной активностью, мы провели их 
определение в исследуемых вариантах (рис. 3). Суммарное содержание 
фенольных соединений свидетельствует о способности растительных 
тканей к их биосинтезу [5]. В нашем случае в листьях микропобегов 
чая контрольного варианта их количество почти в 3 раза превышало 
таковое в листьях растений. В определенной степени эти различия со-
гласуются с данными по уровню ПОЛ в этих тканях и свидетельству-
ют о прямой корреляции между ними: чем выше в них уровень ПОЛ, 
тем больше накапливается фенольных соединений. Эти данные ещё раз 
подтверждают факт важной роли фенольных соединений в защите кле-
ток растений от действия активных форм кислорода [27]. Интересен и 
тот факт, что в листьях растений и микропобегов чая, выращиваемых 
в присутствии Са2+, их содержание сохранялось на уровне контроля. 
Следовательно, длительное воздействие Са2+ не вызывало изменений 
в накоплении фенольных соединений в клетках чайного растения ни в 
условиях in vivo, ни в условиях in vitro. 
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Рис. 3. Суммарное содержание фенольных соединений 
в листьях растений (1) и микропобегов (2) чая, выращенных

в контрольных условиях или при воздействии Са2+

Другими важными метаболитами фотосинтезирующих тканей рас-
тений являются каротиноиды, функциональная роль которых связана с 
фотосинтезом, защитой фотосинтетического аппарата от фотоокисли-
тельных повреждений, а также их участием в качестве антиоксидан-
тов [9]. Определение их содержания в листьях контрольных вариантов 
чая показало практически равный их уровень (рис. 4). 

Рис. 4. Содержание каротиноидов 
в листьях растений (1) и микропобегов (2) чая, выращенных 

в контрольных условиях или при воздействии Са2+
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При воздействии Са2+ содержание каротиноидов в листьях in vivo-
растений снижалось в 1,5 раза, тогда как в микропобегах было рав-
ным таковому в контрольном варианте. Исходя из этих данных можно 
предположить отсутствие эффекта проявления его регуляторной роли 
в отношении образования каротиноидов при длительном воздействии 
на растения чая. В условиях полевого опыта ранее было показано, что 
в стрессовых условиях (засуха) на фоне корневого внесения кальций 
содержащего природного материала наблюдается увеличение доли 
каротиноидов в составе фотосинтетического пигментного комплекса 
растений чая [7]. О специфичности проявления Са2+-сигналинга у рас-
тительных объектов сообщалось в литературе [28]. 

Заключение. Длительное экзогенное воздействие Са2+ влияет на 
морфофизиологические характеристики in vivo и in vitro-растений чая, 
снижает интенсивность окислительных процессов в их листьях (осо-
бенно у микропобегов) и не влияет на суммарное накопление феноль-
ных соединений. Изменения в накоплении каротиноидов в этих ус-
ловиях отмечались только у растений чая. Всё это свидетельствует о 
значительном сходстве адаптивных реакций растений и микропобегов 
чая на воздействие Ca2+.
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Adaptation of in vivo and in vitro propagated 
Camellia sinensis (L.) kuntze plants 
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The adaptive potential of tea plants and micro-shoots (in vivo and in vitro 
systems, respectively) for long-term exposure to calcium ions (Ca2+), as an element 
with multifunctional activity, was studied. There was a decrease in the level of lipid 
peroxidation in the plants’ and micro-shoots’ leaves of the experimental variants 
compared with the control, which indicated a decrease in the intensity of oxidative 
processes with an increase in the concentration of Ca2+ in the habitat. The total 
content of phenolic bioantioxidants in the micro-shoots’ leaves was 3 times higher 
in comparison with the plants and did not change under the influence of calcium. 
The amount of carotenoids was comparable in the control variants and decreased 
against the background of an increased concentration of Ca2+ only in tea plants’ 
leaves. In general, there is a significant similarity between the adaptive reactions 
of tea plants and micro-shoots to the effect of Ca2+, which proves the validity of 
extrapolation of the data obtained in in vitro culture on tea plants when studying the 
action of various exogenous inducers.

Key words: Camellia sinensis, plants, microshoots, calcium, lipid peroxidation, 
phenolic compounds, carotenoids.
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В целях совершенствования классического селекционного процесса все 
большее значение приобретает использование биотехнологических методов и 
приёмов, в частности культивирования растений in vitro, направленных на со-
кращение времени получения ценных генотипов. В статье представлены ре-
зультаты изучения влияния питательных сред с различным гормональным со-
ставом на интенсивность размножения сортов вишни в культуре in vitro. Опыт 
проводился на базе лаборатории биотехнологии ВНИИСПК (г. Орёл) в 2019 и 


