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Урожайность чайных плантаций, качество 
собранного сырья напрямую зависит  
от количества выпавших осадков,  
особенно в летний период. В связи с этим 
усилия ученых направлены на изучение  
физиологических, биохимических  
и молекулярных механизмов устойчивости 
растений чая к высоким температурам.  
Индукция стресса in vitro является  
альтернативным инструментом  
для глубокого изучения этих процессов. 
Для отбора засухоустойчивых генотипов 
мы имитировали in vitro дефицит влаги,  
путем добавления в питательную среду  
селективного агента – полиэтиленгликоля 
(PEG – 30 г/л). Осмотический стресс,  
изучался кондуктометрическим методом, 
по показателям электропроводности тканей 
и стабильности клеточных мембран.  
Из всей исследованной группы  
сомаклонов чая, только у сомаклона  
Sc-27 не происходило увеличения  
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The yield capacity of tea plantations,  
the quality of the collected raw materials 
directly depends on the amount  
of precipitation, especially in summer.  
In this regard, the efforts of scientists  
are aiming on studying the physiological, 
biochemical and molecular mechanisms 
of tea plants resistance to high  
temperatures. Stress induction in vitro  
is an alternative tool for studying  
these processes in depth. To select 
drought-resistant genotypes, we simulated 
moisture deficiency in vitro by adding  
a selective agent, polyethylene glycol 
(PEG – 30 g/l), to the nutrient medium. 
Osmotic stress was studying by  
conductometric method, in terms  
of the electroconductivity of tissues  
and the stability of cell membranes. 
Of the whole studied group 
of tea somaclones, only somaclone  
Sc-27 did not have an increase  
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электропроводности тканей листа  
и снижения стабильности клеточных  
мембран, что указывает на его устойчивость  
к водному дефициту. У остальных растений  
по этим позициям, наблюдалось повреждение 
тканей, вызванное действием осмотического 
стресса. В протокол исследований  
также входило изучение уровня экспрессии 
гена дегидрин 2 – DHN2, как наиболее  
информативного генетического маркера  
засухоустойчивости. Проведенный  
ПЦР анализ показал, что при водном  
дефиците, вызванном добавлением  
PEG в питательную среду, ген  
дегидрин 2 (DHN2), показал высокий  
уровень экспрессии у сомаклона Sc-27.  
Это подтверждает прямую связь между  
действием осмотического стресса и уровнем 
экспрессии этого маркера. Значительно  
повышенная экспрессия гена DHN2  
при добавлении ПЭГ подтверждает  
дефицит воды в микрорастениях чая,  
который является триггером для выработки 
DHN2. Таким образом, при индукции  
in vitro осмотического стресса, среди  
изученных сомаклонов чая, Sc-27  
продемонстрировал высокую адаптивность  
к водному дефициту. Проведенный  
ПЦР анализ подтвердил это показав,  
что маркер засухоустойчивости –  
ген дегидрин 2 экспрессировался  
у него значительно выше.  
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ЗАСУХОУСТОЙЧИВОСТЬ,  
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in the electroconductivity of leaf tissues 
and a reduce in the stability of cell  
membranes, which indicates its resistance 
to water deficiency. On these positions tis-
sue damage in another plants, caused by 
the action of osmotic stress were  
observing. The research protocol also  
included the study of level expression  
the dehydrin 2 gene – DHN2, as the most 
informative genetic marker of drought  
resistance. Conducting PCR analysis 
showed that under water deficiency 
caused by the addition of PEG  
to the nutrient medium, the dehydrin  
2 (DHN2) gene showed a high level  
of expression of Sc-27 somaclone.  
This confirms the direct relationship  
between the action of osmotic stress  
and the level of this marker expression. 
Significantly increased the expression  
of DHN2 gene with the addition  
of PEG, confirms the water deficiency  
in tea microplants, which is a trigger  
for the production of DHN2. Thus, during 
of osmotic stress inducted in vitro,  
among the studied somaclones of tea,  
Sc-27 demonstrated high adaptability  
to water deficit. The PCR analysis  
confirmed this by showing  
that the marker of drought resistance,  
the dehydrin 2 gene, were expressing  
much higher.  
 

Key words: TEA, SOMATIC CLONES, 
DROUGHT RESISTANCE,  
ELECTROCONDUCTIVITY,  
CELL MEMBRANES STABILITY,  
PCR ANALYSIS,  
GENE EXPRESSION 

 

  

Введение. Дефицит влаги в период летних засух наносит непоправи-

мый вред чайным плантациям, произрастающим в чайных регионах по 

всему миру. Потери урожайности достигают 45 %, снижается качество со-

бираемого сырья [1]. В связи с этим, зарубежными и отечественными уче-

ными проводятся исследования по изучению физиологических, биохимиче-

ских и молекулярных механизмов устойчивости чайного растения чая к вы-

соким температурам [2-7]. Снижение водного потенциала растительных 
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клеток вызывает осмотический стресс и приводит к окислительному повре-

ждению мембран и образованию активных форм кислорода (АФК) [8]. Вме-

сте с тем, активация антиоксидантных ферментов и накопление осмолитов 

в клетках растений, снижают риск окислительного повреждения и выводят 

АФК. Растения в ответ на стресс-факторы начинают экспрессировать гены 

стрессовых гидрофильных белков. Наиболее многочисленную группу среди 

них представляют дегидрины – белки водного стресса, называемые LEA 

(Late Embryogenesis Abundant) – или белки позднего эмбриогенеза [9].  

Стрессовые белки-дегидрины обнаружены у многих видов растений 

различных таксономических групп. Дегидрины характеризуются высокой 

гидрофильностью, термостабильностью и наличием в них консервативных 

последовательностей (Y-, S- и K-сегментов), обогащенных гидрофильными 

аминокислотами, особенно лизином и пролином [10]. Установлено, что де-

гидрины обладают криопротекторной, антифризной, антиоксидантной спо-

собностью [11, 12]. В реакцию растений на осмотический стресс вовлечены 

многочисленные гены, которые трудно проанализировать в полевых усло-

виях [13, 14]. Индукция стресса in vitro является альтернативным инстру-

ментом для глубокого изучения физиологических и генетических реакций, 

происходящих в растительных клетках. Для имитации in vitro стрессового 

эффекта засухи могут применяться питательные среды, которые дополнены 

осмотически активными веществами, понижающими водный потенциал. В 

качестве такого селективного агента для селекции на устойчивость к засухе 

можно использовать полиэтиленгликоль (PEG), представляющий собой 

непроникающее в клетку осмотически активное вещество. Отбор более то-

лерантных форм на клеточном уровне становится реальным, поскольку ме-

таболические процессы, обеспечивающие осморегуляцию, могут нахо-

диться под контролем нескольких генов. При существовании корреляции 

между ответом на засуху у растений в природе и ответом клеточных культур 
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в экспериментально созданных условиях возможен скрининг существую-

щего генофонда на клеточном уровне для поиска стойкой к данному стрес-

сору зародышевой плазмы [15-18]. 

Цель проводимого исследования состояла в создании осмотического 

стресса in vitro, изучении физиологических изменений у сомаклонов чая, 

вызванных присутствием полиэтиленгликоля в питательной среде, а также 

в проверке уровня экспрессии гена дегидрин 2 – DHN2, как наиболее ин-

формативного генетического маркера засухоустойчивости.  

 

Объекты и методы исследований. Растительный материал – сома-

клоны чая, находящиеся 11 лет in vitro в коллекции гермоплазмы «Субтро-

пического научного центра РАН» г. Сочи. Культивируются они на питатель-

ной среде по прописи Mураисге-Скуга, с добавлением бензиламинопурина 

(3 мг/л), нафтилуксусной кислоты (1 мг/л), гибберелловой кислоты (1 мг/л) 

рН 5,7. Для индукции осмотического стресса в питательную среду добав-

ляли полиэтиленгликоль (PEG = 6000 – 30 г/л). Изучали относительную 

электропроводность и стабильность клеточных мембран с использованием 

портативного кондуктометра ST300C (Ohaus). Для проведения этих анали-

зов брали навеску листьев – 50 мг и помещали в стакан с 50 мл деионизиро-

ванной воды. Проводили 4 замера показаний через 0, 60, 120 минут после 

погружения листьев, а также после кипячения растительной пробы в тече-

ние 60 минут. Расчет ОЭП проводился по формуле [19]:  

REC = L1/L2*100 %,     (1) 

где L1 – электропроводность через 0 мин.,  

L2 – электропроводность в остывшем растворе после кипячения  

        на водяной бане 1 час при 100 ºС.  

Стабильность клеточных мембран рассчитывали по формуле:  

СКМ % = (1- (L1/L2)) / (1 - (С1/С2)) *100%,   (2) 

где L1 и L2 – значения проводимости до и после кипячения;  

       С1 и С2 – относительная проводимость контроля до и после кипячения  

                        (усредненные значения).  
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В опыте 3 аналитические повторности.  

Суммарную РНК выделяли из 200 мг свежих листьев чая (набор реа-

гентов Лира, Биолабмикс, Новосибирск) по протоколу CTAB [20]. Концен-

трацию и качество РНК определяли с использованием спектрофотометра 

BioDrop µLite, целостность РНК оценивали с помощью электрофореза в ага-

розном геле. РНК обрабатывали ДНКазой. Для удаления примесей геном-

ной ДНК применялся метод qRT-PCR. Обратная транскрипция определя-

лась набором реагентов M-MuLV-RH (Биолабмикс, Новосибирск).  

Экспрессию генов проводили методом ПЦР в реальном времени на Light-

Cycler96 (фирма Roche). ПЦР смесь готовили на основе наборов реагентов 

БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue(2×), объем смеси 12,5 мкл, в которую вхо-

дило по 0,5 мкл каждого праймера. Использовали ген дегидрин 2 – DHN2 

(маркер засухоустойчивости). Последовательность праймеров –  

F: CTTATGGCACCGGCACTAC; R: TTCCTCCTCCCTCCTTGAC. В каче-

стве референсного гена был взят – Actin [21], с последовательностью прайме-

ров – F: CCATCACCAGAATCCAAGAC; R: GAACCCGAAGGCGAATAGG. 

Отжиг праймеров при ПЦР анализе проводился при температуре 40 оС, всего 

35 циклов амплификации, в анализе по экспрессии – 3 повторности. Обра-

ботка данных была осуществлена на основе программного обеспечения 

LightCycler96. Относительный уровень экспрессии гена был рассчитан Ли-

вак и Шмитген [22], по алгоритму: 2-∆∆Cq, где: ∆∆Cq= (Cqgene of interest – Cqinternal 

control) treatment – (Cqgene of interest – Cqinternal control) control. 

 

Обсуждение результатов. Для отбора засухоустойчивых генотипов 

в культуре in vitro была использована селективная среда с добавлением сти-

мулятора осмотического стресса полиэтиленгликоля (PEG – 30 г/л). Присут-

ствие PEG в питательной среде провоцировало осмотический стресс, кото-

рый изучался кондуктометрическим методом, по изменению показателей 

электропроводности тканей. Из всех анализируемых сомаклонов чая, только 
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у сомаклона Sc-27 не происходило увеличение электропроводности тканей 

листа по сравнению с контролем, что указывает на его устойчивость к вод-

ному дефициту.  

Показатели стабильности клеточных мембран у соматического клона 

Sc-27 с PEG были выше, среди исследуемой группы растений, и превысили 

контрольный вариант. Эти данные согласуются с результатами по электро-

проводности тканей. У остальных растений наблюдалось увеличение электро-

проводности и снижение стабильности клеточных мембран, что указывает на 

повреждение клеток и тканей, вызванного действием осмотического стресса. 

Все они показали низкую устойчивость к водному дефициту (рис. 1-2). 

 

Рис. 1. Относительная электропроводность тканей листа  

соматических клонов чая при осмотическом стрессе, вызванного PEG 

 

 

Рис. 2. Стабильность клеточных мембран сомаклонов чая  

при осмотическом стрессе (с PEG, без PEG). 

 

Проведенный ПЦР анализ показал, что при водном дефиците, вызван-

ном добавлением PEG в питательную среду, ген дегидрин 2 (DHN2), как 
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главный генетический маркер засухоустойчивости, проявил высокий уро-

вень экспрессии у сомаклона Sc-27 (рис. 3).  

 

 

Рис. 3. Экспрессия гена дегидрин 2 у сомаклонов чая  

при водном дефиците, вызванного PEG 
 

Это подтверждает прямую связь между действием осмотического 

стресса и уровнем экспрессии маркера. Значительно повышенная экспрес-

сия гена DHN2 при добавлении ПЭГ подтверждает дефицит воды в микро-

растениях чая, который является триггером для выработки DHN2. Этот ген 

является транскрипционным фактором из суперсемейства LEA, кодирую-

щим криозащитные белки, действующие как шапероны, играющие решаю-

щую роль в защите растений при абиотических стрессах [23, 24].  

 

Заключение. Установлено, что при индукции in vitro осмотического 

стресса среди исследованной группы растений, по показателям электропро-

водности и стабильности клеточных мембран сомаклон Sc-27 продемон-

стрировал высокую адаптивность к водному дефициту. Проведенный ПЦР 

анализ подтвердил это, показав, что маркер засухоустойчивости – ген де-

гидрин 2 экспрессировался у него значительно выше по сравнению с дру-

гими сомаклонами.  
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