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	Проведено обследование популяций триплоидных растений Populus tremula L. генетического резервата осины в Шарьинском районе Костромской области. Найдены популяции P. tremula L. не поражённые грибом Phellinus tremulae Bond. et Boris. Проведен морфологический и цитологический анализ образцов растений отобранных из генетического резервата в 1961 году. Подтверждена триплоидная природа отобранных образцов
	In this article, we have presented the survey of populations of triploid plant of Populus tremula L. genetic reserve of aspen in the area of Sharinsk in the Kostroma region. We have found the population of P. tremula L. not affected by the Phellinus tremulae Bond. et Boris fungus. The morphological and cytological analysis of plant samples taken from this genetic reserve in 1961 has been made. It has finally confirmed the triploid nature of the samples
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Введение. Для удовлетворения все возрастающей потребности общества в древесине и продуктах ее переработки следует повысить продуктивность существующих и создать новые высокопродуктивные лесные насаждения. Повышение продуктивности лесов возможно в первую очередь за счет выращивания быстрорастущих древесных видов, особенно высококачественных форм местных пород. Одним из наиболее хозяйственно-ценных лиственных видов растений является Populus tremula L., разводимый на больших площадях во многих странах Европы, Азии и Америки. Осина (Тополь дрожащий) – быстрорастущая древесная порода, возраст спелости ее древостоев наступает в 2-2,5 раза быстрее нежели хвойных пород и дуба. Древесина здоровой осины пользуется большим спросом как строительный и поделочный материал, а также в спичечной, целлюлозно-бумажной промышленности, производстве мебели и т.д. Древесина ее вполне пригодна для производства целлюлозы всеми известными в технике способами. Однако, несмотря на это, в нашей стране древесина осины в целлюлозно-бумажной промышленности используется мало, в то время как за границей она имеет широкое применение в производстве специальных сортов бумаги. 
Однако тополя предъявляют высокие требования к плодородию почвы, строгое соблюдение агротехники при их выращивании Её использование ограничивается поражением грибом Phellinus tremulae (Bondartsev) Bondartsev & P.N. Borisov, который вызывает разрушение древесины. В Шарьинском районе создан генетический резерват триплоидной формы P. tremula, особи которых обладают устойчивостью к этому грибу и представляют интерес для плантационного выращивания (рис. 1). В 1961 году под Костромой создана плантация наиболее ценных форм Populus tremula L.
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Рисунок 1 – Фотография осинника в генетическом резервате Шарьинского района Костромской области (триплоидный клон №35)

Как правило, тополь является двудомным растением, число хромосом которого составляет 2n=38 [1]. Полиплоидные особи встречаются редко, и сообщения об этом имеются только в отношении полудесятка видов [2]. Первым обнаруженным триплоидным деревом был клон P. tremula [3, 21: 383-393.]. С того времени были найдены еще несколько природных триплоидных клонов P. tremula и P. tremuloides, которые имели более крупные листья и исключительный рост [4]. Есть сообщения о том, что пол тополя определяется половыми хромосомами [5], однако, эта теория остается спорной. В то время, как большинство авторов склонны к генетическому определению пола, анализ сцепления между генными локусами почти 2 500 RAPD маркеров в расщепляющемся поколении гибрида F1 между P. trichocarpa и P. deltoides не выявил никаких маркеров, которые имели бы значимую связь с полом растения [6]. Авторы предположили, что пол может определяться генетически участками генома, не представленными известными маркерами комплекса локусов с аддитивным пороговым или эпистатическим взаимодействием, или что в начале развития зиготы пол определяют условия окружающей среды.
Род Populus очень разнообразен. Его виды распространены по всему Северному полушарию, и возможности создания новых генотипов с помощью гибридизации огромны. Программы селекции не использовали эту генетическую изменчивость, хотя количественная оценка наследственности в узком и широком смысле, а также сопряженная изменчивость среди отбираемых параметров, несомненно, помогла бы обеспечить большую эффективность стратегии размножения и селекции [7]. Тополь идеально подходит для количественных генетических исследований и изучения комплексного воздействия генов, поскольку репликация клонов может быть легко достигнута [8]. Поэтому удивительно, что генетическая изменчивость была подробно изучена только в отношении нескольких видов и свойств.

Настоящий потенциал видов тополя можно определить только с помощью генетических исследований, направленных на изучение распределения изменчивости между лесными популяциями и внутри них. К сожалению, межвидовая гибридизация осталась совсем без внимания селекционеров, и детальные исследования крупных природных популяций появились относительно недавно, при этом хорошо описано только несколько видов [9,10].
В популяциях триплоидных деревьев Populus tremula L. наблюдается изменение плоидности не только в половых клетках, но и в соматических, часто можно наблюдать миксоплоидные растения [11]. Исходя из этого, цель данной работы – проследить с помощью морфологического и цитологического анализа – сохраняют ли триплоидность отобранные клоны осины.
Известно, что количество устьиц и хлоропластов в замыкающих клетках устьиц у полиплоидного растения будет отличаться в большую сторону в сравнении с диплоидным [12]. Проанализировано 9 деревьев триплоидной осины – клонов 27, 30 и 35, а также 3 дерева с диплоидным набором хромосом, в качестве контроля. С каждого дерева отбиралось по 30 листьев. Под микроскопом проводили подсчёт числа устьиц в поле зрения при увеличении × 400, подсчитывали число хлоропластов в замыкающих клетках устьиц при увеличении × 600 (рис. 2).
[image: image2.jpg]


[image: image3.jpg]






А




Б
[image: image4.jpg]



Рисунок 2 – Фотография замыкающих клеток устьиц: А – диплоидной осины, Б – триплоидной, В – общий вид устьиц
Результаты цитологического анализа образцов приведены в табл. 1.

Таблица 1 - Среднее число устьиц и хлоропластов в замыкающих клетках устьиц

	Клон №
	№
	Среднее число устьиц, шт.
	Среднее число хлоропластов, шт.

	
	
	
	

	Контроль
	1
	19±3
	22±2

	
	2
	16±3
	23±3

	Клон 27
	1
	22±3
	28±2

	
	2
	24±4
	27±2

	
	3
	28±4
	26±4

	Клон 30
	1
	21±3
	29±5

	
	2
	24±4
	28±4

	
	3
	25±2
	17±2

	Клон 35
	1
	23±4
	27±2

	
	2
	25±5
	28±2

	
	3
	23±2
	27±2


Как видим, среди проанализированных образцов наблюдается наличие признаков (большее по сравнению с контрольными образцами число устьиц в поле зрения микроскопа и среднее число хлоропластов в замыкающих клетках устьиц), косвенно указывающих на то, что данные образцы являются триплоидами.
Отобранные образцы также отличаются от контрольных по своим морфологическим показателям (длине листовой пластины и мужских соцветий, числу пыльцевых зёрен и их диаметру). Под микроскопом в камере Горяева проводили подсчёт числа пыльцевых зёрен при увеличении х 400, диаметр пыльцевых зёрен измеряли с помощью окуляр-микрометра при увеличении х 400 (рис. 3).
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Рисунок 3 – Фотография пыльцевых зёрен осины клон №35

Длина листовой пластины – признак, который достаточно сильно меняется в зависимости от порядка побега, на котором находится лист. Поэтому при учёте длины листовой пластины образцы отбирались от побегов одного порядка, находящихся на одной высоте (рис. 4).
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Рисунок 4 – Фотография листовой пластины осины диплоидной (1, 2) и клона №35 (3)

Генеративные органы отличаются меньшей изменчивостью по сравнению с вегетативными, поэтому по ним можно более точно говорить об изменении плоидности растения.

Ряд морфологических характеристик свидетельствуют о том, что отобранные образцы являются триплоидами (табл. 2).
Таблица 2. - Характеристика клонов осины по некоторым морфологическим параметрам
	Номер образца
	Средняя длина листовой пластины, мм
	Средняя длина мужских соцветий, мм
	Среднее число пыльцевых зёрен, шт.
	Средний диаметр пыльцевых зёрен, мм

	контроль
	58±7
	85±5
	1900±120
	0,026±0,001

	Клон 27

	1
	77±14
	100±4
	2230±120
	0,029±0,001

	2
	67±5
	95±6
	2100±130
	0,028±0,001

	Клон 30

	1
	80±3
	105±7
	2200±130
	0,027±0,001

	2
	81±5
	103±4
	2300±140
	0,028±0,001

	Клон 35

	1
	94±3
	93±3
	2300±120
	0,029±0,001

	2
	92±2
	97±4
	2200±130
	0,028±0,001


Очевидно, что отобранные образцы, обладающие рядом хозяйственно ценных признаков, по косвенным показателям можно отнести к триплоидным формам осины. 

Ценность триплоидной осины заключается не только в высокой продуктивности и устойчивости к болезням, но и в хороших технических качествах ее древесины [13].
Единственным способом получения резистентных к гнили древостоев Populus tremula L. является размножение здоровых клонов. Однако размножение триплоидной осины осложняется тем, что растения, имеющие нечетный набор хромосом, не размножаются семенами. Кроме того, черенки осины плохо укореняются. Также, при традиционных способах размножения, велика вероятность распространения скрытых инфекций, которые проявятся уже в лесных культурах. Поэтому широкие возможности по размножению ценных форм деревьев открываются лишь при использовании современных методов биотехнологии, а именно технологии микроклонального размножения [13,14]
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