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Осмотический стресс, вызываемый засухой, является основным ли-
митирующим фактором при возделывании культуры чая. При дефиците 
влаги наблюдается рост непродуктивных побегов, с остановившейся в 
росте апикальной меристемой. Растение чая переходит в стадию покоя, 
при которой наблюдается массовое образование генеративных органов, 
что приводит к снижению урожайности и качества сырья. Этот период 
длится от 20, в отдельных случаях до 30 дней. Перед селекционерами 
стоит задача – всесторонне изучить механизмы реагирования растений 
чая на дефицит влаги и выявить надёжные маркеры для оценки толе-
рантных к засухе генотипов. В этой связи, целенаправленная индукция 
осмотического стресса in vitro является эффективным инструментом 
для изучения этих процессов и поможет выявить физиологические и 
биохимические реакции растительных тканей на стрессовый фактор. 
В наших исследованиях растительным материалом служили микропо-
беги чая лучшего районированного сорта ‘Колхида’, которые в течение 
2-х лет вегетативно размножались в культуре in vitro. Для изучения из-
менений, вызванных стрессом на биохимическом и физиологическом 
уровнях, применялась селективная среда, где в качестве осмотического 
агента был выбран маннит в концентрации 200–300 ммоль. В результа-
те исследований было выявлено, что содержание в питательной среде 
200 ммоль маннита способствовало накоплению в листовом аппарате 
микропобегов чая пролина, треонина, эпигаллокатехина и эпигаллока-
техин галлата. В тоже время указанная концентрация маннита приво-
дила к дефициту содержания влаги в листьях и значительному измене-
нию проницаемости клеточных мембран, а также вызывала повышение 
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относительной электропроводности тканей. В образцах листьев чая 
наблюдалось снижение кофеина, хлорофиллов и альфа-аланина. Уста-
новлено, что при индуцировании стресса, вызванного маннитом, про-
исходит накопление в листьях чая пролина, треонина, эпигаллокате-
хина и эпигаллокатехин галлата, что может служить маркерами для 
выделения засухоустойчивых генотипов чая. 
Ключевые слова: Camellia sinensis (L.) Kuntze, микропобеги чая in vitro, ос-
мотический стресс, маннит, пролин, селективные среды, физиологические и 
биохимические показатели. 

Введение. Повышенные температуры и дефицит влаги являют-
ся основными негативными факторами, снижающими урожайность 
чайных плантаций во влажных субтропиках Черноморского побе-
режья Кавказа [1, 3]. Их воздействие приводит к снижению водного 
потенциала растительных тканей и вызывает осмотический стресс, 
который сопровождается окислительным повреждением мембран и 
образованием активных форм кислорода (АФК). Растения выработа-
ли механизмы, позволяющие уменьшить окислительное повреждение 
тканей за счёт активации антиоксидантных ферментов и накопления 
осмолитов, которые эффективно поглощают АФК [29]. Осмотиче-
ский стресс вызывает изменения, которые происходят на морфологи-
ческом, физиологическом, биохимическом, молекулярном уровнях и 
приводит к ингибированию роста и развития растений. Многочислен-
ные гены вовлечены в ответную реакцию растений на осмотический 
стресс, которая начинается с восприятия сигналов, их передачи и экс-
прессии определённых генов. Все эти действия приводят к метаболи-
ческим изменениям и устойчивости к стрессу [26]. 

Смоделировать и изучить осмотический стресс в полевых услови-
ях, применительно для многолетних древесных культур довольно 
сложно [7, 9, 26]. Поэтому искусственное вызывание осмотическо-
го стресса in vitro является альтернативным инструментом для из-
учения этих процессов и поможет выявить физиологические и био-
химические реакции растительных тканей на стрессовый фактор. 
Индуцирование осмостресса в культуре in vitro достигается путём 
добавления в питательную среду различных химических низкомо-
лекулярных органических соединений, называемых осмолитами 
[26]. Самыми известными из них и широко применяемыми являют-
ся полиэтиленгликоль (ПЭГ), маннит, сорбит и хлорид натрия [9, 
15, 19, 25, 27]. Маннит, сорбит и хлорид натрия способны прони-
кать в ткани листьев и побегов, тогда как ПЭГ не способен прохо-
дить через апопластический барьер клеток и осмотический стресс 
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в его присутствии менее выражен [9]. Содержание маннита в кон-
центрации 50–200 ммоль в питательной среде, приводит к дефициту 
воды, затрудняет её поступление в ткани растений и вызывает осмоти-
ческий стресс [11]. Вместе с тем наблюдается снижение морфогенного 
потенциала растений, замедление их роста и развития, что может слу-
жить положительным фактором для увеличения субкультивационного 
периода в культуре in vitro [7, 21]. 

Следует отметить, что достаточно много исследований по использо-
ванию маннита в целях индукции осмотического стресса in vitro прово-
дится на травянистых видах растений [16]. В то же время информации 
относительно древесных культур, включая растения чая, совершенно 
недостаточно. В связи с тем, что чайные плантации нашего региона 
особенно чувствительны к дефициту влаги, необходимо выработать 
стратегию по выведению сортов нового поколения, отличающихся не 
только урожайностью, но и устойчивостью к абиотическим факторам 
среды. Всё это станет возможным только благодаря более глубоко-
му пониманию ключевых процессов, происходящих в растениях при 
стрессовых условиях [28]. 

В настоящее время выявлено множество биохимических, физио-
логических и генетических маркеров ответа растений чая на осмоти-
ческий стресс. Среди них различные сахара, пролин и другие осмо-
литы, которые увеличивают вязкость цитоплазмы и предотвращают 
повреждение мембран, вызванное АФК. Проведённые в последнее вре-
мя транскриптомные исследования помогли выявить экспрессируемые 
гены и возможные маркеры стрессоустойчивости у чайных растений 
[12]. Многие гены метаболизма сахара также были индуцированы в от-
вет на осмотический стресс у растений чая [30]. Использование мето-
дов культивирования тканей in vitro могут стать инструментом для под-
тверждения выявленных генетических маркеров у чайных растений. 

Цель исследований – изучить влияние осмотического стресса, вы-
званного разными концентрациями маннита, на физиологические и 
биохимические параметры микропобегов чая в культуре in vitro. 

Объекты и методы исследований. Использовался растительный 
материал – сорт чая ‘Колхида’, находящийся в коллекции отдела био-
технологии ФИЦ CНЦ РАН. Эксплантами служили микропобеги высо-
той 2,0–3,0 см, с 3–5-тью развитыми листьями. Микропобеги выращи-
вали на питательной среде MS [23] с добавлением: бензиламинопурина 
(БАП – 3 мг/л), нафтилуксусной кислоты (НУК – 1 мг/л), гибберелло-
вой кислоты (ГК3 1 мг/л), сахарозы (30 г/л), агара (8 г/л). Кислотность 
питательной среды рН 5,7. 
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Экспериментальная среда была такой же, но с добавлением 200–
300 ммоль маннита. Микропобеги культивировали в течение 2 меся-
цев перед отбором проб в стеклянных сосудах по 3 в каждом, объёмом 
150 мл, 20 мл питательной среды. Выращивание проводилось в фитостат-
ной комнате при температуре 22–25 оC (режим освещения: 16 час – свет и 
8 час – темнота). Экспериментальная обработка данных проводилась 
в течение 2 лет. Для физиологических и биохимических исследований 
использовались листья, собранные с микропобегов чая. 

Лабораторные анализы выполнены на базе ФГБУН НИИ сельского 
хозяйства Крыма (г. Симферополь) Относительную электропроводность 
(REC) измеряли с помощью портативного прибора ST300C (Ohaus) для 
оценки утечки электролита, указывающей на повреждение тканей листьев. 
Образцы листьев общей массой 300 мг погружали в 150 мл деионизиро-
ванной воды при температуре 20–22 оC. Измерение электропроводности 
проводилось сразу после погружения листьев (L1) и через два часа (L2). 
Относительная электропроводность была рассчитана по формуле: 

REC в %  [5].

Содержание влаги в листьях оценивали по уменьшению 
содержания воды в тканях листьев под действием маннита: взвешивали 
1 г смешанной пробы свежих листьев, высушивали при 105 оC в 
течение пяти часов и снова взвешивали. Содержание влаги в листьях 
рассчитывали по формуле в %:

 
где: FW – масса свежих листьев, 
       DW – сухая масса. 

Для определения содержание хлорофилла и каротиноидов (мг/г массы 
свежих листьев) применяли метод спектрофотометрии. Для этого 
170 мг листьев гомогенизировали, помещали в коническую колбу и экс-
трагировали в 25 мл этанола (95 %), использовали магнитную мешалку, 
при 700 об./мин. в течение 15 мин. при температуре (20 ±2 оC). Надо-
садочную жидкость отделяли путём декантации, объединяли и филь-
тровали через фильтровальную бумагу. Определение хлорофилла a 
(Chl-a), хлорофилла b (Chl-b) и общего количества каротиноидов (Ca) 
проводили с использованием спектрофотометра PA-5400vi (Россия) 
при различных длинах волн (665, 649 и 440,5 нм для Chl-a, Chl-b и Ca 
соответственно). Все определения были выполнены в пяти биологиче-
ских и трёх технических повторностях (n = 60). Концентрации хлоро-
филла (а-b) и общего количества каротиноидов (мг/мл) были рассчита-
ны по формуле Смита и Бенитеза [4]. 
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Содержание аминокислот (треонина, пролина, альфа-аланина) (мг/г 
массы свежих листьев) оценивали спектрофотометрическим методом с по-
мощью прибора Капель-105М (Россия). Свежие чайные листья (300 мг) из-
мельчали и экстрагировали с помощью 10 мл 75%-ного этанола – 10 мин., 
смесь центрифугировали при 12 000 об./мин и 4 оC – 15 мин. Надосадоч-
ную жидкость собирали для проведения дериватизации: экстракт 
чая (180 мкл) смешивали: 100 мкл раствора динитрофторбензола 
(10 мг/мл −1, вес/объём), 100 мкл NaHCO3 рН = 9,0 и 20 мкл H2O в про-
бирке, ёмкостью 1,5 мл. Смесь помещали на водяную баню при темпе-
ратуре 60 оC на 60 мин в условия темноты. При комнатной температуре 
в пробирку добавляли 400 мкл KH2PO4, взбалтывали и выдерживали в 
темноте в течение 15 мин. Смеси фильтровали через фильтр Millipak, 
толщиной 0,22 мкм перед анализом методом капиллярного электрофо-
реза [2]. Анализ проведён в 3-х биологических и 3-х технических по-
вторностях (n = 60).

Содержание кофеина и катехина (мг/г массы свежих листьев) оце-
нивали методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) с использованием протокола экстракции этанолом: 300 мг све-
жих листьев измельчали в 10 мл 80-%-ного этанола и инкубировали 
на водяной бане в течение 15 мин при 60 оC, обрабатывали ультра-
звуком в течение 5 мин и охлаждали. Остаток экстрагировали дважды 
и фильтровали через нейлоновый фильтр с миллипорами 0,45 мкм. 
ВЭЖХ проводили на жидкостном хроматографе Milichrom (EcoNova, 
Новосибирск, Россия). Градиентная система состояла из смеси ацето-
нитрила и 20 ммоль KH2PO4. Скорость потока составляла 1 мл/мин. 
В колонку вводили экстракт чая (10 мкл). Исходный состав подвижной 
фазы, состоящий из 7%-ного растворителя А (100%-ный ацетони-
трил) и 93%-ного растворителя В (20 мкл KH2PO4), выдерживали в 
течение 7 мин. Затем растворитель А линейно увеличивали до 10 % через 
20 мин, 15 % – через 25 мин, 20 % – через 30 мин и 25 % – через 
45–70 мин. Затем программирование продолжалось в изократиче-
ском режиме: 40%-ный А – при 70,1–75,0 мин и 7%-ный А – при 
75,1–90,1 мин. Этот анализ проведён в трёх биологических и трёх тех-
нических повторностях (n = 90).

Статистический анализ проводился с использованием программ-
ного обеспечения XLSTAT (Addinsoft, Нью-Йорк, США). Для оценки 
данных и подтверждения достоверных различий (на уровне р < 0,05) 
использован метод Фишера и t-критерий Стьюдента. Анализы были по-
вторены дважды с тремя-пятью биологическими и тремя технически-
ми повторностями.
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Результаты и их обсуждение. Для противостояния дефициту влаги 
растения выработали множество адаптивных механизмов, включая её эф-
фективное использование, осморегуляцию и защиту клеточного аппара-
та. Для индукции среднего и сильного осмотического стресса в культуре 
in vitro и изучения реакции на него растений чая, была выбрана питатель-
ная среда с добавлением маннита в концентрации 200 и 300 ммоль.

Добавление 200 ммоль маннита в питательную среду не привело 
к некрозу тканей и изменениям в росте и развитии микропобегов чая. 
При увеличении концентрации до 300 ммоль маннита, произошло ча-
стичное высыхание листьев и ингибирование их роста (рис. 1).

Рис. 1. Микропобеги чая в питательной среде 
с содержанием маннита в концентрации 200–300 ммоль 

Fig. 1. Micro-shoots of tea in a nutrient medium 
with a mannitol content in a concentration of 200–300 mmol

Под действием маннита в листьях чая наблюдалось значительное сни-
жение влажности листьев – с 66,9 % на контрольном варианте до 52,4 % – на 
опытных вариантах. Указанные концентрации маннита (200 и 300 ммоль) 
показали практически сходное снижение влажности листьев (рис. 2).

Содержание маннита в питательной среде также вызвало значительное 
повышение относительной электропроводности листьев чая. При концен-
трации 300 ммоль маннита электропроводность достигла 34,3 %, в то вре-
мя как на контроле этот показатель составил 10,1 % (рис. 3).

Известно, что снижение содержания хлорофилла и каротиноидов 
является важным показателем действия осмотического стресса [9] и 
может быть надёжным маркером толерантности различных генотипов 
чая в условиях дефицита воды.

При применении 200 ммоль маннита наблюдалось значительное 
снижение содержания в листьях хлорофилла а и b (рис. 4). 
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Содержание хлорофилла-а было снижено в 1,8 раза при обработ-
ке маннитом 200 ммоль. Аналогичная тенденция к его снижению на-
блюдалась и для хлорофилла-b. Однако изменения по содержанию 
хлорофилла-а были на грани статистической достоверности. При до-
бавлении маннита 300 ммоль, существенной разницы с контролем в 
уровне хлорофилла-b обнаружено не было. Маннит также не оказал су-
щественного влияния на содержание в листьях каротиноидов (рис. 5).

Наши результаты согласуются с некоторыми другими результатами, 
полученными в условиях осмостресса на других растениях. Вместе с 
тем, в большинстве опубликованных исследований показано снижение 
содержания пигментов под действием осмотического стресса [9]. Есть 
мнение, что при оценке содержания хлорофилла имелись свои недо-
чёты. В частности, наличие большого количества растительной био-
массы, различий в количестве воды в тканях (эффекте растворения во-
дой), разбавления определённых метаболитов и других питательных 
веществ. Особенно это касается сравнения полностью увлажнённых и 
частично высушенных тканей листа, как в нашем случае. 

Из литературных источников известно, что свободные аминокислоты 
способны накапливаться в условиях засухи и в основном служат меха-
низмом для регулирования осмотического давления в тканях растений 
[14]. Поэтому в наших исследованиях мы проследили реакцию на стресс 
у таких метаболитов как пролин, треонин, α-аланин, кофеин, катехино-
вой группы, включая эпигаллокатехин и эпигаллокатехин галлат. 

Пролин является незаменимым соединением в исследованиях, свя-
занных с осмотическим стрессом, и мы наблюдали его накопление в 
листьях чая, что согласуется с другими аналогичными исследованиями 
[8]. В частности, при добавлении маннита содержание пролина уве-
личилось в 1,7 раза по сравнению с контролем. Разница между двумя 
вариантами маннита была незначительной (рис. 6). 

Наряду с другими свободными аминокислотами, важную роль 
в устойчивости растений к абиотическому стрессу играет треонин 
[24]. В нашем опыте содержание треонина значительно увеличилось 
в 3–4 раза, при добавлении маннита 200 ммоль и маннита 300 ммоль,  
соответственно, по сравнению с контролем (рис. 7). 
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Наши результаты согласуются с другими исследованиями, где по-
казано накопление треонина в ответ на осмотический стресс у таких 
растений, как рис [18], пшеница [22] и арабидопсис. Например, только 
у исключительно толерантных к засухе генотипов кунжута наблюда-
лось накопление треонина. В связи с этим треонин можно использо-
вать в качестве одного из маркеров засухоустойчивости [14].

В опыте по определению содержания α-аланина под действием 
маннита наблюдалось его снижение в листьях чая по сравнению с кон-
тролем (рис. 8).

Снижение содержания α-аланина объясняется тем, что его синтез 
тканеспецифичен, например, у арабидопсиса уровень α-аланина при 
стрессе от засухи повышался исключительно в цветках, а не в листьях 
[18]. В отличие от некоторых метаболитов (пролина, бетаина), извест-
ных своей природной сигнальной или защитной ролью при абиоти-
ческих стрессах, α-аланин может не играть протекторной роли, как 
другие осмолиты. Вместе с тем, при некоторых абиотических стрессах 
α-аланин способен выполнять функции хранилища углерода [10].

Другой блок исследований был отведён анализу биохимических по-
казателей качества листьев. Наличие маннита – 300 ммоль в питатель-
ной среде приводило к снижению содержания кофеина (рис. 9).

В то же время под действием маннита наблюдалось значительное 
повышение уровня катехинов – эпигаллокатехина и эпигаллокатехин 
галлата (рис. 10). 

Присутствие маннита – 200 ммоль и маннита – 300 ммоль вызывало по-
вышение содержания эпигаллокатехина в листьях в 3,3 и 2,1 раза, соответ-
ственно по сравнению с контролем. Больше всего эпигаллокатехин галлата 
наблюдалось при концентрации маннита – 200 ммоль, что больше в 1,5 раза 
по сравнению с контролем. Содержание других катехинов существенно не 
отличалось от контроля. Таким образом надо отметить, что максимальное 
накопление эпигаллокатехина и эпигаллокатехин галлата в листьях чая 
фиксировалось при добавлении в питательную среду 200 ммоль маннита.

Проведённые нами исследования подтверждаются данными других учё-
ных (Hernández et al. 2004), которые показали, что концентрации эпигаллока-
техин галлата и эпикатехин галлата увеличивались во время засухи у расте-
ния ладанника (Cistus clusii), достигая пиковых значений после 30-дневного 
стресса [13]. Аналогично проводимые работы по чаю показали, что содер-
жание эпигаллокатехин галлата и эпикатехин галлата в листьях чая имело 
тенденцию к снижению в первые 2 дня засухи, и увеличению к 5 дню [6]. 
Многие учёные, работающие в этом направлении сообщают, что в условиях 
осмотического стресса в листьях чая происходит активный биосинтез фе-
нольных соединений. Данные, полученные на других растениях, подтверж-
дают факт накопления некоторых полифенольных соединений при дефици-
те воды и их защитной роли от осмотического стресса [20]. 
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Выводы. Подводя итоги можно заключить, что выбранные концен-
трации маннита (200–300 ммоль) в питательных средах способству-
ют снижению влажности листьев и повышению электропроводно-
сти. В ответ на присутствие маннита в питательной среде происходило 
накопление осмолитов – пролина, треонина, эпигаллокатехина и эпи-
галлокатехин галлата, которые могут быть использованы в качестве 
маркеров при отборе засухоустойчивых генотипов чая.
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Drought-induced osmotic stress is a major limiting factor in tea cultivation. 
With a moisture deficit, the growth of unproductive shoots is observing, with the 
apical meristem stopped in growth. The tea plant enters the dormant stage, during 
which mass formation of generative organs is observing, which leads to a decrease 
in yield and quality of raw materials. This period lasts from 20, in some cases 
up to 30 days. Breeders are facing with the task of comprehensively studying the 
mechanisms of response of tea plants to moisture deficiency and identifying reliable 
markers for assessing drought-tolerant genotypes. In this regard, targeted induction 
of osmotic stress in vitro is an effective tool for studying these processes and will 
help to reveal the physiological and biochemical reactions of plant tissues to a 
stress factor. In our studies, microshoots of tea of the best-zoned variety ‘Kolhida’ 
served as plant material, which vegetatively propagated in culture in vitro for 
2 years. To study the changes caused in them by stress at the biochemical and 
physiological levels, a selective medium was used, where mannitol was used as 
an osmotic agent at a concentration of 200–300 mM. It was found that the content 
of 200 mM mannitol in the nutrient medium contributed to the accumulation of 
proline, threonine, epigallocatechin and epigallocatechin gallate in the leaf apparatus 
of tea microshoots. At the same time, the indicated concentration of mannitol led 
to a deficiency in the moisture content in the leaves and a significant change in 
the permeability of cell membranes, and also caused an increase in the relative 
electrical conductivity of tissues. Decreases in caffeine, chlorophylls, and alpha-
alanine were observed in the leaves. It has been established that the increased 
content of threonine, proline, epigallocatechin and epigallocatechin gallate in tea 
leaves in response to the presence of mannitol in the nutrient medium can serve as 
markers for the isolation of drought-resistant tea genotypes.

Key words: Camellia sinensis (L.) Kuntze, tea microshoots in vitro, osmotic stress, 
mannitol, proline, selective media, physiological and biochemical parameters.


