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Большое значение при создании плантаций осины, имеет качество посадочного материала. Её использование ограничивается поражением грибом Phellinus tremulae Bond. et Boris, который вызывает разрушение древесины. Решение данной проблемы возможно при выращивании осины с триплоидным набором хромосом (2n=38, 3n=57). Одной из проблем получения посадочного материала осины триплоидной является невозможность получения от неё семян. Единственным способом размножения при этом становится вегетативное, обеспечивающее сохранение хозяйственно ценных свойств, в тоже время микроклональное размножение обеспечивает не только сохранение полезных качеств исходного генотипа, но и оздоравливание его от всех типов инфекций, в том числе вирусных, а также позволяет существенно увеличить интенсивность лесовосстановительных работ.

Осина относится к видам, которые успешно размножаются вегетативным способом, однако для повышения экономической эффективности и получения высококачественного посадочного материала Populus tremula L. необходимо использовать метод клонального микроразмножения. В России данную технологию размножения осины используют в Санкт-Петербургском НИИ лесного хозяйства, Воронежском НИИ лесной генетики и селекции, Филиале института биоорганической химии им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова и др.. Используя метод клонального микроразмножения триплоидной осины, возможно, получать древесину, не поражённую грибом Phellinus tremulae Bond. et Boris, уже через 30 лет. 
Технология клонального микроразмножения осины в культуре in vitro на сегодняшний день достаточно хорошо отработана, однако требует дополнительной доработки отдельных этапов, для снижения себестоимости получаемого посадочного материала. 

Метод инициации геммогенеза на донорных эксплантах осины весьма разнообразны. В настоящее время используются несколько различных подходов, отличающихся разными типами используемых регуляторов роста и их концентрациями.

Эффективность каллусогенеза, геммогенеза и их скорость, сильно зависят как от генотипических особенностей, так и от условий инициации.

В качестве донорных эксплантов использовали метамеры молодых побегов, изолированные от маточных растений Populus tremula L. Побеги изолировали из средней части кроны. В исследованиях использовали деревья клона №35 и диплоидные контрольные растения. 

Цитологические исследования проводили по методике [7].

Исследования в условиях in vitro проводили в соответствии с методическими указаниями по культуре ткани и органов в селекции растений [2]. 

Для разработки эффективного способа получения стерильных морфогенных эксплантов Populus tremula L. были исследованы следующие режимы стерилизации: водный раствор гипохлорита натрия в концентрации 2 % с экспозициями 10, 15 и 20 минут; пероксид водорода 6 % c экспозициями 10, 15 и 20 минут. Перед тем как поместить растительные образцы в стерилизующий раствор их промывали в 70 % этаноле в течение 1 минуты, а после стерилизации трехкратно промывали в стерильной дистиллированной воде в течение 15 минут. Простерилизованные экспланты помещали на питательную среду  и культивировали при температуре 18-20 °С. 
Большое значение на морфогенез растения оказывает способ стерилизации донорного экспланта [6]. Наиболее распространенными стерилизующими агентами в настоящее время являются: гипохлориты кальция и натрия, входящие в состав различных коммерческих отбеливателей, пероксид водорода. 

В результате проведения исследования установлено, что увеличение концентрации гипохлорита натрия увеличивает выход стерильных морфогенных эксплантов, а наиболее эффективный режим стерилизации при использовании 2,5 % гипохлорита натрия в качестве стерилизующего агента (рис. 1), при этом число стерильных морфогенных эксплантов составило 23,2 %. Увеличение концентрации NaClO более 2,5 % приводит к гибели не только патогенных организмов, но и клеток самого экспланта.
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Рисунок 1 – Число асептических морфогенных эксплантов Populus tremula L. в зависимости от способа стерилизации
Аналогичным образом при увеличении концентрации перекиси водорода в промежутке с 5 % до 6,5 % увеличивается выход стельных морфогенных эксплантов. При этом максимальное значение последних составляет 31,7 %, дальнейшее увеличение концентрации негативно сказывается на качестве эксплантов (табл. 1). Таким образом по результатам проведения исследования можно сделать вывод, что наиболее эффективным способом стерилизации эксплантов Populus tremula L. является перекись водорода в концентрации 6,5 %. 
Таблица 1 – Влияние на инфицированность донорных эксплантов осины различных стерилизующих агентов, при экспозиции 10 минут

	Стерилизующий агент
	Концентрация стерил. агента,  %
	Получено эксплантов

	
	
	стерильных
	инфицированных

	
	
	не морфогенных
	морфогенных
	

	
	
	
	
	бактериями
	грибами

	
	
	шт.
	%±Sp
	шт.
	%±Sp
	шт.
	%±Sp
	шт.
	%±Sp

	Гипохлорит натрия
	1,0 (конт)
	6
	10,3±1,0
	9
	15,5±1,4
	28
	48,2±2,7
	15
	25,8±1,4

	
	1,5
	7
	12,9±0,7
	10
	19,2±1,0
	23
	42,5±1,0
	12
	22,2±0,9

	
	2,0
	12
	23,1±0,9
	11
	20,5±0,4
	20
	38,4±0,9
	10
	19,2±0,9

	
	2,5
	15
	29,4±1,3
	12
	23,2±0,7
	15
	29,4±1,8
	10
	19,6±0,7

	
	3,0
	23
	44,2±3,8
	8
	15,3±0,7
	12
	23,0±1,0
	9
	17,3±1,0

	Пероксид водорода
	5,0 (конт)
	7
	12±1,1
	8
	13,7±1,3
	26
	44,8±2,5
	17
	29,3±2,0

	
	5,5
	5
	10,6±1,0
	12
	25,5±1,2
	20
	42,5±3,2
	10
	21,2±2,0

	
	6,0
	7
	15,5±1,2
	13
	23,8±1,6
	19
	42,2±3,1
	6
	13,3±0,9

	
	6,5
	8
	19,5±0,9
	13
	31,7±2,2
	15
	36,5±2,5
	5
	12,1±0,6

	
	7,0
	15
	40,5±2,3
	6
	16,2±1,2
	11
	29,7±2,1
	5
	13,5±0,8


Необходимо отметить, что на стерильность донорных эксплантов осины сильно влияет время года, в которое ведутся работы. Для Populus tremula L. наиболее благоприятным периодом получения донорных эксплантов считается промежуток с середины мая до первой декады июля, в другое время стерильные морфогенные экспланты получить очень проблематично (рис 2).
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Рисунок 2 – Стерильные морфогенные донорные экспланты триплоидной осины клона №35

Эффективность морфогенеза во многом зависит от типа донорного экспланта. В качестве источника эксплантов могут быть использованы ткани, взятые из многих органов растения. Известны работы, в которых регенерация была индуцирована в тканях незрелых зародышей [3], в культуре почек [4], из листовых дисков [5], из семядольных листьев и гипокотильных сегментов стерильных проростков [1].

Для повышения эффективности введения в культуру in vitro была проведена оценка различных типов донорных эксплантов. Для регенерации осины применялись экспланты двух типов - апикальный и латеральный метамер, различного срока изоляции (апрель, май, июнь, июль, август).

В результате опыта наибольшей регенерационной активностью обладали апикальные метамеры. Наибольшей регенерационной активностью обладал клон № 35. Апикальные метамеры обладали большей энергией роста, большей жизнеспособностью (табл. 2).
Таблица 2 – Морфогенез осины в зависимости от генотипа и типа экспланта

	Клон №
	Тип экспланта
	Всего эксплантов, шт.
	Число растений-регенерантов

	
	
	
	шт.
	%±Sp

	30
	Апикальный  метамер
	175
	7
	4,0±0,4 

	
	Латеральный метамер
	116
	2
	1,7±0,4

	35
	Апикальный  метамер
	101
	6
	5,9±0,3

	
	Латеральный метамер
	107
	2
	1,9±0,7

	27
	Апикальный  метамер
	112
	5
	4,5±0,2

	
	Латеральный метамер
	178
	7
	3,9±0,4
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Рисунок 3 – Populus tremula L. клон №35

Одним из определяющих факторов оказывающих существенное влияние на рост и развитие эксплантов в культуре in vitro является минеральный состав питательной среды.
В практике культивирования растительных тканей в условиях in vitro применяется достаточно большое количество базовых сред MS [14], DKW [10], GD [11], WPM [13] и др., а также их различные модификации A3 [12], Sh-2 [15], MSm, ACM [9] и др. предложенные исследователями для размножения конкретных видов и сортов растений (табл. 3).

Таблица 3 – Состав некоторых питательных сред, используемых при культивировании растений in vitro.

	Компонент  (mg/L)
	DKW/Juglans
	Woody plant medium
	McCown's woody plant
	Murashige and Skoog
	Murashige and Skoog 1/2
	Schenk and Hildebrandt

	NH4NO3
	1416,0
	400,0
	400,0
	1650,0
	825
	-

	(NH4)H2PO4
	-
	-
	-
	-
	-
	300,0

	H3BO3
	4,8
	6,2
	6,2
	6,2
	3,1
	5,0

	CaCl2
	112,5
	96,0
	72,5
	332,2
	166,1
	151,0

	Ca(NO3)2*4H2O
	1367,0
	556,0
	386,0
	-
	-
	-

	CoCl2 * 6H2O
	-
	-
	-
	0,025
	0,0125
	0,1

	CuSO4 * 5H2O
	0,25
	0,25
	0,25
	0,025
	0,0125
	0,2

	Na2-EDTA
	45,4
	37,3
	37,3
	37,26
	18,63
	20,0

	FeSO4*7H2O
	33,8
	27,8
	27,8
	27,8
	13,9
	15,0

	MgSO4
	361,49
	370,0
	180,7
	180,7
	90,35
	195,4

	MnSO4*H2O
	33,5
	22,3
	22,3
	16,9
	8,45
	10,0

	Na2MoO4*2H2O
	0,39
	0,25
	0,25
	0,25
	0,125
	0,1

	NiSO4*6H2O
	0,005
	-
	-
	-
	-
	-

	KJ
	-
	-
	-
	0,83
	0,415
	1,0

	KNO3
	-
	-
	-
	1900,0
	950
	2500,0

	KH2PO4
	265,0
	170,0
	170,0
	170,0
	85
	-

	K2SO4
	1559,0
	990,0
	990,0
	-
	-
	-

	ZnNO3*6H2O
	17,0
	-
	-
	-
	-
	-

	ZnSO4*7H2O
	-
	8,6
	8,6
	8,6
	4,3
	1,0


Оценку влияния различных видов питательных сред на морфогенез осины проводили с использованием питательных сред: McWP,  1/2MS и WPM. Среды были дополнены регуляторами роста БАП в концентрации 0,5 мг/л, аденин 20 мг/л, гиббереловая кислота 0,1 мг/л.

В результате исследования была выделена среда McWP, на которой было получено у клона № 27 – 13,0 % побегов, клона № 30 – 16,4 % побегов, клона № 35 – 12,6 % побегов, (табл. 4). 

Таблица 4 – Влияние различных видов питательных сред на морфогенез осины (число донорных эксплантов n = 500)
	Питательная  среда
	№ клона
	Число побегов
	Число каллусов

	
	
	шт.
	%±Sp
	шт.
	%±Sp

	McWP
	27
	65
	13,0±1,6
	13
	2,6±0,7

	
	30
	82
	16,4±3
	14
	2,8±0,7

	
	35
	63
	12,6±1,6
	12
	2,4±0,7

	½ MS
	27
	3
	6±0,3
	1
	2±0,2

	
	30
	11
	2,2±0,7
	2
	4±0,3

	
	35
	5
	1,0±0,4
	0
	0

	WPM 
	27
	7
	1,4±0,5
	2
	4±0,3

	
	30
	1
	2±0,2
	3
	6±0,3

	
	35
	9
	1,8±0,6
	4
	9±0,4


Питательные среды McWP и WPM очень близки по своему компонентному составу, различаются только содержанием таких макроэлементов как CaCl2*2H2O, MgSO4*7H2O, Ca(NO3)2*2H2O, однако это оказало эффект на рост и развитие растений Populus в культуре in vitro. Поэтому необходимо дальнейшее изучение влияния макроэлементов на морфогенез осины триплоидной (Populus tremula L.).
Работа выполнена в рамках реализации ФЦП «Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития научно-технологического комплекса России на  2007 - 2013 годы» при финансовой поддержке Минобрнауки России (Государственный контракт №14.518.11.7055 от 20.07.2012 г.) на базе Биотехнологического комплекса по воспроизводству высших растений в условиях «чистой комнаты».
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