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Îäíèì èç ïåðñïåêòèâíûõ ñïîñîáîâ ñîõðàíåíèÿ êîëëåêöèé ðàñòåíèé ÿâ-
ëÿåòñÿ ìåòîä õðàíåíèÿ in vitro, ïðåèìóùåñòâà êîòîðîãî çàêëþ÷àþòñÿ â êîì-
ïàêòíîñòè êîëëåêöèé, âîçìîæíîñòè ñîõðàíÿòü èõ â êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâè-
ÿõ ñðåäû, èõ óñòîé÷èâîñòè ê èíôåêöèÿì, à òàêæå âîçìîæíîñòè ìàññîâîãî è
óñêîðåííîãî ðàçìíîæåíèÿ íåçàâèñèìî îò âðåìåíè ãîäà (Áóòåíêî, 1964;
Ïîïîâ, 1979; Reed, 1996; Ëóòîâà, 1999; Ãàâðèëåíêî è äð., 2007; Äóíàåâà, Ãàâ-
ðèëåíêî, 2007). Â êîëëåêöèÿõ in vitro â ãåíåòè÷åñêèõ áàíêàõ ðàçíûõ ñòðàí
õðàíèòñÿ íå áîëåå 10 % îáðàçöîâ äèêîðàñòóùèõ ðàñòåíèé (Ãàâðèëåíêî è äð.,
2007). Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ìåòîäû õðàíåíèÿ in vitro ðàçðàáîòàíû ëèøü äëÿ
îãðàíè÷åííîãî ÷èñëà âèäîâ, ôàêòè÷åñêè îòñóòñòâóþò ìåòîäû ìîíèòîðèíãà
æèçíåñïîñîáíîñòè ðàñòåíèé, ïîëó÷åííûõ èç ìåðèñòåì èëè äðóãèõ òèïîâ ýê-
ñïëàíòîâ íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ in vitro (ìèêðîðàñòå-
íèé), à òàêæå íå îïðåäåëåíû ñðîêè áåñïåðåñàäî÷íîãî èõ õðàíåíèÿ.

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ñïîñîáîâ õðàíåíèÿ ðàñòåíèé in vitro, ñàìûì ðàñ-
ïðîñòðàíåííûì èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ äåïîíèðîâàíèå ïðîáèðî÷íûõ îáðàçöîâ
â óñëîâèÿõ íèçêèõ ïîëîæèòåëüíûõ òåìïåðàòóð (Îëåøêî, 1985; Òóðîâñêàÿ,
1988; Äîðîøåíêî, Êîñòðèêèí, 1989; Reed, 1996; Âûñîöêàÿ, 1994; Äóíàåâà,
Ãàâðèëåíêî, 2007). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, óñëîâèÿ äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ in vitro
ïðè íèçêèõ ïîëîæèòåëüíûõ òåìïåðàòóðàõ ìîãóò âîçäåéñòâîâàòü íà ðàñòåíèÿ
êàê ñòðåññîâûé ôàêòîð.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âîçäåéñòâèÿ, êîòîðûå èñïûòûâàþò ìèêðîðàñòåíèÿ
ïðè âûðàùèâàíèè in vitro è õðàíåíèè ïðè íèçêèõ ïîëîæèòåëüíûõ òåìïåðàòó-
ðàõ, ìîãóò âûçâàòü îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ. Èçâåñòíî, ÷òî ëþáûå ñòðåññîâûå
âîçäåéñòâèÿ âåäóò ê îáðàçîâàíèþ è íàêîïëåíèþ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ àê-
òèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà, à òàêæå ê èçìåíåíèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ, ó÷à-
ñòâóþùèõ â èõ ñèíòåçå è ðàçðóøåíèè (Prasad et al., 1995; Pastory, Foyer,
2002). Â ÷àñòíîñòè, íèçêèå ïîëîæèòåëüíûå òåìïåðàòóðû âûçûâàþò â îðãà-
íèçìå îòâåòíûå ðåàêöèè, ïðè êîòîðûõ îáðàçóåòñÿ â áîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ
ïåðîêñèä âîäîðîäà (Arnao et al., 1990; Baynton et al., 1994). Ïåðîêñèä âîäîðî-
äà èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññàõ ñèãíàëüíîé òðàíñäóêöèè è íàðÿäó ñ äðó-
ãèìè àêòèâíûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà ðàññìàòðèâàåòñÿ â êà÷åñòâå îäíîãî èç
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ïåðâè÷íûõ èíäóêòîðîâ îòâåòíûõ ðåàêöèè ðàñòèòåëüíîé êëåòêè íà ñòðåññî-
âîå âîçäåéñòâèå (Wojtaszek, 1997). Â óòèëèçàöèè ïåðîêñèäà âîäîðîäà âàæíóþ
ðîëü èãðàþò ïåðîêñèäàçû. Ïåðîêñèäàçàì òàêæå ïðèíàäëåæèò âàæíîå ìåñòî
â îêèñëèòåëüíîì ìåòàáîëèçìå êëåòêè, òàê êàê îíè ñâÿçàíû ñ ñèñòåìîé çà-
ùèòíûõ ðåàêöèé ðàñòèòåëüíîãî îðãàíèçìà è ÿâëÿþòñÿ èíäèêàòîðàìè ñòðåñ-
ñîâûõ âîçäåéñòâèé. Óâåëè÷åíèå èõ àêòèâíîñòè íàðÿäó ñ ðàçëè÷íûìè ñòðåñ-
ñîâûìè ôàêòîðàìè íàáëþäàåòñÿ è â óñëîâèÿõ íèçêèõ çíà÷åíèé òåìïåðàòóð
(Ñàâè÷, 1989). Ê ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì òàêæå î÷åíü ÷óâñòâèòåëåí óðî-
âåíü àñêîðáèíîâîé êèñëîòû â êëåòêàõ ðàñòåíèé (Millar et al., 2003). Âûÿâëå-
íî, ÷òî âèäû ðàñòåíèé, ñîäåðæàùèå áîëüøîå êîëè÷åñòâî àñêîðáèíîâîé êèñ-
ëîòû, õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåííîé ìîðîçî- è ãàçîóñòîé÷èâîñòüþ (Pallanca,
Smirnoff, 2000). Òàêæå èçâåñòíî, ÷òî íàêîïëåíèå ïðîëèíà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç
íàèáîëåå áûñòðûõ îòâåòíûõ ðåàêöèé êëåòêè â óñëîâèÿõ ñòðåññîâîãî âîçäåé-
ñòâèÿ (Ã¸ðèíã, 1981). Ïîýòîìó äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà ïîâðåæäàþùåãî ýô-
ôåêòà óñëîâèé äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ âîçíèêàåò íåîáõîäèìîñòü âûÿâèòü
äèíàìèêó àêòèâíîñòè ïåðîêñèäàç, ñîäåðæàíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà, ñîäåð-
æàíèÿ àñêîðáàòà è ïðîëèíà â òêàíÿõ ìèêðîðàñòåíèé ïðè èõ âûðàùèâàíèè
è õðàíåíèè in vitro.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü èçó÷åíèå ñïîñîáíîñòè ê ìèêðîðàçì-
íîæåíèþ è äëèòåëüíîìó õðàíåíèþ â óñëîâèÿõ in vitro íåêîòîðûõ âèäîâ ðîäà
Rubus L. è Fragaria ananassa Duch., à òàêæå àíàëèç äèíàìèêè èõ ìîðôîôèçè-
îëîãè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé.

ÌÀÒÅÐÈÀË È ÌÅÒÎÄÛ

Ìàòåðèàë äëÿ èññëåäîâàíèé ïîëó÷åí èç in vitro êîëëåêöèè Âcåðîññèéñêî-
ãî íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà ðàñòåíèåâîäñòâà èì. Í. È. Âàâèëî-
âà. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè 5 îáðàçöîâ åæåâèê — Rubus argutus Link
È-576516 (Whitford Thornless), Rubus ursinus Cham. et Schltdl. È-576483 (Bo-
dega Bay) è ìåæâèäîâûå ãèáðèäû åæåâèê: È-576516 (Merton Thornless),
È-576510 (Silvan) è (Àãàâàì); 5 îáðàçöîâ ìàëèíû îáûêíîâåííîé Rubus idaeus
L.: È-576501 (Mandarin), È-576507 (Rubin Bulgarski), È-588472 (Canby),
Ê-8257 (Ðàííÿÿ Ñëàäêàÿ) è Ê-8283 (Êðàñíîïëîäíûé Ñåÿíåö); 5 îáðàçöîâ
çåìëÿíèêè ñàäîâîé Fragaria ananassa Duch.: Red Gountlent, Polka, Venta, Ho-
liday è Áîðîâèöêàÿ.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè îáùåïðèíÿòûå ìåòîäû êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro
èçîëèðîâàííûõ îðãàíîâ ðàñòåíèé (Áóòåíêî, 1964).

Ìèêðîêëîíàëüíîå ðàçìíîæåíèå ïðîâîäèëè ïóòåì ñíÿòèÿ àïåêàëüíîãî
äîìèíèðîâàíèÿ è àêòèâàöèè ïàçóøíûõ ïî÷åê ïðè äîáàâëåíèè â ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó öèòîêèíèíà (6-áåíçèëàìèíîïóðèí, 1 ìã/ë) íà ñðåäå Ìóðàñè-
ãå—Ñêóãà (Murasige, Skoog, 1962).

Èñõîäíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ìèêðîðàçìíîæåíèÿ ñëóæèëè ìèêðî÷åðåíêè,
ñîäåðæàâøèå íåáîëüøóþ ÷àñòü ñòåáëÿ è ïàçóøíóþ ïî÷êó, áåç ëèñòà. Êîýô-
ôèöèåíò ìèêðîðàçìíîæåíèÿ êàæäîãî îáðàçöà îïðåäåëÿëè êàê ñðåäíåå êîëè-
÷åñòâî õîðîøî ðàçâèòûõ ïîáåãîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè êëîíàëüíîì ðàçìíîæåíèè
îò îäíîãî ýêñïëàíòà. Êîýôôèöèåíòû ìèêðîðàçìíîæåíèÿ èññëåäóåìûõ îá-
ðàçöîâ åæåâèê, ìàëèíû îáûêíîâåííîé è çåìëÿíèêè ñàäîâîé áûëè ðàññ÷èòà-
íû â ïÿòè íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ îïûòîâ.

Ñôîðìèðîâàâøèåñÿ ìèêðîïîáåãè îòäåëÿëè è ïåðåñàæèâàëè íà ïèòàòåëü-
íóþ ñðåäó Ìóðàñèãå è Ñêóãà ñ ïîëîâèííûì ñîñòàâîì ìàêðî- è ìèêðîýëå-
ìåíòîâ, äîïîëíåííóþ àóêñèíîì (èíäîëèëóêñóñíàÿ êèñëîòà, 0.4 ìã/ë) äëÿ èõ
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äàëüíåéøåãî ðîñòà è óêîðåíåíèÿ. ×åðåç 3—4 íåäåëè ìèêðîðàñòåíèÿ äîñòèãà-
ëè âûñîòû 30—40 ìì, çàòåì èõ ïåðåñàæèâàëè â ñòåêëÿííûå ïðîáèðêè, ñî-
äåðæàâøèå ïî 10ô ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû Ìóðàñèãå è Ñêóãà ñ ïîëîâèííûì
ñîñòàâîì ìàêðî- è ìèêðîýëåìåíòîâ áåç ôèòîãîðìîíîâ. Íà âñåõ ýòàïàõ ðàáî-
òû ìèêðîðàñòåíèÿ êóëüòèâèðîâàëè ïðè ôîòîïåðèîäå äëèííîãî äíÿ (16 ÷
îñâåùåíèÿ è 8 ÷ òåìíîòû, èíòåíñèâíîñòü îñâåùåíèÿ 2000 ëê) è òåìïåðàòóðå
22 °Ñ íà ñâåòó è 18 °Ñ â òåìíîòå.

Äëÿ äëèòåëüíîãî áåñïåðåñàäî÷íîãî õðàíåíèÿ îòáèðàëè âûðîâíåííûå
ìèêðîðàñòåíèÿ êàæäîãî îáðàçöà ñ õîðîøî ñôîðìèðîâàííîé êîðíåâîé ñèñòå-
ìîé íà ñðåäå Ìóðàñèãå è Ñêóãà ñ ïîëîâèííûì ñîñòàâîì ìàêðî- è ìèêðîýëå-
ìåíòîâ â êîëè÷åñòâå 40—45 ìèêðîðàñòåíèé êàæäîãî îáðàçöà íà 1 ïîâ-
òîðíîñòü (òðåõêðàòíàÿ ïîâòîðíîñòü îïûòà). Ìèêðîðàñòåíèÿ â ïðîáèðêàõ ñî
ñðåäîé Ìóðàñèãå è Ñêóãà ñ ïîëîâèííûì ñîñòàâîì ìàêðî- è ìèêðîýëåìåíòîâ
ïåðåíîñèëè â êàìåðû ñ êîíòðîëèðóåìûìè óñëîâèÿìè õðàíåíèÿ (òåìïåðàòó-
ðà ± 4 ± 1°Ñ, ôîòîïåðèîä êîðîòêîãî äíÿ: 16 ÷ òåìíîòû è 8 ÷ îñâåùåíèÿ, èí-
òåíñèâíîñòü îñâåùåíèÿ 500—700 ëê).

Äèíàìèêó èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ïðîáèðî÷íûõ ðàñòå-
íèé ðàçíûõ îáðàçöîâ åæåâèê, ìàëèíû îáûêíîâåííîé è çåìëÿíèêè ñàäîâîé
â ïðîöåññå áåñïåðåñàäî÷íîãî õðàíåíèÿ in vitro àíàëèçèðîâàëè ÷åðåç êàæäûå
4 ìåñ â òå÷åíèå 1 ãîäà. Îöåíèâàëè ñëåäóþùèå ïðèçíàêè: âûñîòà ðàñòåíèé,
êîëè÷åñòâî çåëåíûõ ëèñòüåâ, êîëè÷åñòâî ïîæåëòåâøèõ ëèñòüåâ è êîëè÷åñòâî
êîðíåé.

Ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè áèîõèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé êîíòðîëåì ñëóæèëè
èñõîäíûå ìèêðîðàñòåíèÿ èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ åæåâèê, âûðàùåííûå
â óñëîâèÿõ in vitro ïðè +22 °Ñ è ôîòîïåðèîäå êîðîòêîãî äíÿ, íå çàëîæåííûå
íà íèçêîòåìïåðàòóðíîå õðàíåíèå. Ñðàâíåíèå áèîõèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé
ïðîâîäèëè ó êîíòðîëüíûõ ðàñòåíèé è ó ìèêðîðàñòåíèé ïÿòè îáðàçöîâ åæå-
âèê, õðàíÿùèõñÿ ïðè òåìïåðàòóðå +4 °Ñ. Â êàæäîì âàðèàíòå (êîíòðîëü
è ìèêðîðàñòåíèÿ ïîñëå 4, 8 è 12 ìåñ õðàíåíèÿ) ëèñòüÿ ðàñòåíèé âçâåøèâàëè
è ôèêñèðîâàëè â æèäêîì àçîòå; çàìîðîæåííóþ ëèñòîâóþ òêàíü èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ àíàëèçîâ. Ó êîíòðîëüíûõ ìèêðîðàñòåíèé è â âàðèàíòàõ 4, 8 è 12 ìåñ.
õðàíåíèÿ àíàëèçèðîâàëè ñëåäóþùèå áèîõèìè÷åñêèå ïîêàçàòåëè: ñîäåðæàíèå
ñâîáîäíîãî ïðîëèíà, ïåðîêñèäà âîäîðîäà, àñêîðáèíîâîé êèñëîòû, à òàêæå
àêòèâíîñòü ëåãêîðàñòâîðèìûõ è èîíîñâÿçàííûõ ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè ïå-
ðîêñèäàç.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíîãî ïðîëèíà èñïîëüçîâàëè ìîäèôè-
öèðîâàííóþ ìåòîäèêó Ñ. Ë. Áåéòñà (Bates et al., 1973). Ìåòîä îñíîâàí íà
âçàèìîäåéñòâèè ñâîáîäíîãî ïðîëèíà ñ íèíãèäðèíîâûì ðåàêòèâîì, îáðàçóþ-
ùèì ðîçîâî-êðàñíóþ îêðàñêó. Íàâåñêó ëèñòîâîé òêàíè (150—300 ìã) ãîìîãå-
íèçèðîâàëè â 10 ìë 3%-íîãî ðàñòâîðà ñóëüôîñàëèöèëîâîé êèñëîòû. Ãîìîãå-
íàò öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 5000 g â òå÷åíèå 10 ìèí. Ê 2 ìë ñóïåðíàòàíòà
â ðåàêöèîííîé ïðîáèðêå äîáàâëÿëè 2 ìë íèíãèäðèíîâîãî ðåàêòèâà è 2 ìë
ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû. Ïðîáèðêè çàêðûâàëè ïðîáêîé ñ îáðàòíûì õîëî-
äèëüíèêîì è âûäåðæèâàëè 1 ÷ íà êèïÿùåé âîäÿíîé áàíå. Çàòåì ïðîáû
îõëàæäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû, ïðèáàâëÿëè ê íèì ïî 4 ìë òîëóîëà
è òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè âñòðÿõèâàíèåì. Âåðõíèé ñëîé òîëóîëà, ñîäåð-
æàùèé îêðàøåííûé êîìïëåêñ ïðîëèí–íèíãèäðèí, îòäåëÿëè îò âîäíîé ôà-
çû è êîëîðèìåòðèðîâàëè íà ÔÝÊ-56-Ì ïðè 490 íì â 3-ìèëëèìåòðîâûõ
êþâåòàõ. Ñîäåðæàíèå ñâîáîäíîãî ïðîëèíà îïðåäåëÿëè ïî êàëèáðîâî÷íîé
êðèâîé, ïîñòðîåííîé ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàñòâîðîâ ïðîëèíà â äèàïàçîíå êîí-
öåíòðàöèé îò 50 äî 150 ìêã/ìë, è âûðàæàëè â ìèêðîãðàììàõ íà 1 ã ñû-
ðîé ìàññû.
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Ñîäåðæàíèå âîññòàíîâëåííîé àñêîðáèíîâîé êèñëîòû îïðåäåëÿëè ìåòî-
äîì, îñíîâàííûì íà âçàèìîäåéñòâèè îêèñëåííîé àñêîðáèíîâîé êèñëîòû
ñ 2,4-äèíèòðîôåíèëãèäðàçèíîì (Roe, Khuether, 1948). Çàìîðîæåííûå ëèñòüÿ
(10—30 ìã) ðàñòèðàëè ñ êâàðöåâûì ïåñêîì â 2 ìë 5%-íîé ìåòàôîñôîðíîé
êèñëîòû, çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 7000 g. Íàäîñàäî÷íóþ æèä-
êîñòü îòìåðèâàëè ïî 0.9 ìë â äâå ïðîáèðêè è â îäíó èç íèõ ïðèáàâëÿëè ïî
êàïëÿì 0.001 í ðàñòâîð 2,6-äèõëîðôåíîëèíäîôåíîëà (êðàñêà Òèëüìàíñà) äî
ïîÿâëåíèÿ ñëàáî-ðîçîâîãî îêðàøèâàíèÿ, óñòîé÷èâîãî â òå÷åíèå 30 ñ. Â îáå
ïðîáèðêè äîáàâëÿëè ïî 0.3 ìë 2%-íîãî ðàñòâîðà 2,4-äèíèòðîôåíèëãèäðàçè-
íà â 9 í H2SO4, ñîäåðæàùåãî 0.25 % òèîìî÷åâèíû. Çàòåì äîâîäèëè îáúåì äî
1.5 ìë áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, êèïÿòèëè 10 ìèí ñ îáðàòíûì õîëîäèëü-
íèêîì è îõëàæäàëè â ëåäÿíîé áàíå. Â êàæäóþ ïðîáèðêó äîáàâëÿëè ïîðöèÿ-
ìè 1.5 ìë 85%-íîãî ðàñòâîðà H2SO4, îõëàæäàÿ â ëåäÿíîé áàíå ïîñëå êàæäîé
ïîðöèè. Îêðàøåííûå ðàñòâîðû ôîòîìåòðèðîâàëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå íà
ÑÔ-46 (ËÎÌÎ) ÷åðåç 1 ÷ ïðè 520 íì. Êîíöåíòðàöèþ âîññòàíîâëåííîé àñ-
êîðáèíîâîé êèñëîòû îïðåäåëÿëè ïî ðàçíîñòè ýêñòèíêöèè äâóõ ïðîá
(±2,6-äèõëîðôåíîëèíäîôåíîëà) ñ èñïîëüçîâàíèåì êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé,
ïîñòðîåííîé äëÿ ðàñòâîðîâ ñ êîíöåíòðàöèåé àñêîðáèíîâîé êèñëîòû â äèà-
ïàçîíå îò 5 äî 20 ìã/ë.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà çàìîðîæåííûå ëèñòüÿ
(10—30 ìã) ðàñòèðàëè ñ êâàðöåâûì ïåñêîì â 1 ìë 0.4 Ì HClO4 ñ äîáàâëåíè-
åì 10—20 ìã ñîðáåíòà íåðàñòâîðèìûõ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé ïîëèâèíèëïî-
ëèïèððîëèäîíà. Ýêñòðàêò îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (15 ìèí ïðè
2000 g) è íåéòðàëèçîâàëè äîáàâëåíèåì 0.32 ìë 1 í KOH. Êâîòó ýêñòðàêòà
(0.5 ìë) íàíîñèëè íà êîëîíêó îáúåìîì 4 ìë ñ àíèîíîîáìåííîé ñìîëîé (Do-
wex Cl–, 1 � 2, 50—100 mesh) è ýëþèðîâàëè áèäèñòèëëèðîâàííîé âîäîé.
Ñïóñòèâ ïåðâûå 2 ìë ýëþàòà, ñîáèðàëè ÷åòûðå ïîðöèè ïî 1.5 ìë, â êîòîðûõ
îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå Í2Î2 ïî ìåòîäó FOX (Gay, Gebicki, 2000; Jiang et al.,
1990). Ýòîò ìåòîä îñíîâàí íà èçìåíåíèè îêðàñêè êñèëåíîâîãî îðàíæåâîãî
ïðè îêèñëåíèè ïåðîêñèäîì âîäîðîäà Fe2+ â Fe3+ â ðàñòâîðå ðàçáàâëåííîé
ñåðíîé êèñëîòû. Ñ Fe3+ ñâÿçûâàåòñÿ êðàñèòåëü êñèëåíîâûé îðàíæåâûé, îá-
ðàçóÿ êîìïëåêñ ñ ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ ïðè 560 íì. Ê ïðîáå (1.5 ìë) äî-
áàâëÿëè ðàâíûé îáúåì FOX-ðåàãåíòà. Èíòåíñèâíîñòü îêðàøèâàíèÿ èçìåðÿ-
ëè ÷åðåç 45 ìèí ïðè 560 íì íà ÑÔ-46 (ËÎÌÎ). Êîíöåíòðàöèþ Í2Î2 â ïðîáå
ðàññ÷èòûâàëè ïî êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé, ïîñòðîåííîé ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàñòâîðîâ Í2Î2 (10—40 ìêÌ) â õëîðíîé êèñëîòå, ïîäâåðæåííûõ òàêîé æå,
êàê ïðîáà, ïðîöåäóðå î÷èñòêè íà àíèîíîîáìåííîé êîëîíêå.

Àêòèâíîñòü ëåãêîðàñòâîðèìûõ è èîíîñâÿçàííûõ ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè
ïåðîêñèäàç îïðåäåëÿëè ïî ñêîðîñòè îêèñëåíèÿ ãâàÿêîëà ïî ñòàíäàðòíîé ìå-
òîäèêå (Lin, Kao, 1999). Âñþ ïðîöåäóðó ýêñòðàêöèè ïåðîêñèäàç ïðîâîäèëè
ïðè 0—4 °Ñ. Çàìîðîæåííûå â æèäêîì àçîòå ëèñòüÿ (10—30 ìã) ðàñòèðàëè
ñ êâàðöåâûì ïåñêîì â 1.5 ìë Ê-ôîñôàò-öèòðàòíîãî áóôåðà (10 ìÌ, ðÍ 6.0)
ñ äîáàâëåíèåì 10—20 ìã ñîðáåíòà ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé ïîëèâèíèëïîëè-
ïèððîëèäîíà. Ýêñòðàêò, ñîäåðæàùèé ðàñòâîðèìûå â îñíîâíîì âîêóîëÿðíûå
ïåðîêñèäàçû, îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (10 ìèí 2000 g) è î÷èùàëè îò
ìåøàþùèõ îïðåäåëåíèþ ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ñî-
åäèíåíèé (ñìîë, àñêîðáèíîâîé êèñëîòû) ïðîïóñêàíèåì ÷åðåç êîëîíêó ñåôà-
äåêñà G-25. Äëÿ ýòîãî 1 ìë ýêñòðàêòà íàíîñèëè íà êîëîíêó îáúåìîì 4 ìë è
ïðîâîäèëè ýëþöèþ ýêñòðàãèðóþùèì áóôåðîì. Ïåðîêñèäàçû ñîáèðàëè âî
2-ì è 3-ì ìèëëèëèòðàõ ýëþàòà.

Äëÿ âûäåëåíèÿ èîíîñâÿçàííûõ ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè ïåðîêñèäàç îñà-
äîê ïðîìûâàëè â 5 ìë ýêñòðàãèðóþùåãî áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 0.2 % äåòåð-
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ãåíòà òðèòîíà Õ-100, î÷èùàÿ êëåòî÷íûå ñòåíêè îò ìåìáðàííûõ êîìïîíåí-
òîâ. Ñóïåðíàòàíò îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (10 ìèí 2000 g) è îòáðàñû-
âàëè. Çàòåì îñàäîê ïðîìûâàëè â 5 ìë ýêñòðàãèðóþùåãî áóôåðà ïðè òåõ æå
óñëîâèÿõ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Èîíîñâÿçàííûå ñ êëåòî÷íûìè ñòåíêàìè ïå-
ðîêñèäàçû ýêñòðàãèðîâàëè èç ïðîìûòîãî îñàäêà ïîñðåäñòâîì 30-ìèíóòíîé
èíêóáàöèè â 1 ìë 1 Ì NaCl, ýêñòðàêò îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(10 ìèí 4000 g).

Àêòèâíîñòü ïåðîêñèäàç îïðåäåëÿëè â ðåàêöèîííîé ñìåñè îáúåìîì 3 ìë,
ñîäåðæàùåé 100 ìÌ àöåòàòíîãî áóôåðà ðÍ 5, 20 ìÌ ãâàÿêîëà è 4 ìÌ ïåðîê-
ñèäà âîäîðîäà. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïåðîêñè-
äàçíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ ïðîäóêòà ðåàêöèè
òåòðàãâàÿêîëà (e470íì = 0.0266 ìêÌ–1

�ñì–1) íà ëèíåéíîì ó÷àñòêå ðåàêöèîí-
íîé êðèâîé (2-ÿ ìèí ðåàêöèè) è îòíîñèëè ê 1 ã ñûðîé ìàññû, èçìåðÿÿ êàæ-
äûå 0.5 ìèí èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè íà ÑÔ-46 (ËÎÌÎ).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ ïðîâîäèëè îáùåïðèíÿòûìè ìåòî-
äàìè (Ðîêèöêèé, 1987). Äëÿ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé áûëî èñïîëüçî-
âàíî 40—45 ðàñòåíèé êàæäîãî îáðàçöà èç òðåõ íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòåé.
Áèîõèìè÷åñêèå àíàëèçû ïðîâîäèëè ÷åòûðå ðàçà äëÿ êàæäîãî îáðàçöà åæåâè-
êè. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ðàññ÷èòûâàëè íà åäèíèöó ñûðîé ìàññû ðàñòå-
íèé. Íà ðèñóíêàõ è â òàáëèöàõ ïðèâåäåíû ñðåäíèå ïîêàçàòåëè ïî ïÿòè îá-
ðàçöàì êàæäîãî âèäà è ñòàíäàðòíûå îøèáêè ñðåäíèõ.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ïðîáèðî÷íûå ðàñòåíèÿ õðàíÿòñÿ â öèêëå ïîñëåäîâàòåëüíûõ ýòàïîâ:
êëîíàëüíîãî ìèêðîðàçìíîæåíèÿ è áåñïåðåñàäî÷íîãî in vitro õðàíåíèÿ
â óñëîâèÿõ ìèíèìàëüíîãî ðîñòà ìèêðîðàñòåíèé. Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäî-
âàíèé áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà îáðàçöîâ ðàçíûõ âèäîâ ïî ñïîñîáíîñòè ê êëî-
íàëüíîìó ìèêðîðàçìíîæåíèþ. Ó èçó÷åííûõ îáðàçöîâ çåìëÿíèêè ñàäî-
âîé çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ ìèêðîðàçìíîæåíèÿ ïî÷òè âäâîå ïðåâûøàëè
ñîîòâåòñòâóþùèå ïîêàçàòåëè îáðàçöîâ åæåâèê è ìàëèíû îáûêíîâåííîé
(òàáë. 1).

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû àíàëèçèðîâàëè ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïîêàçàòå-
ëè ïîëó÷åííûõ ìèêðîðàñòåíèé è èõ âûæèâàåìîñòü â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî
õðàíåíèÿ ïðè +4 °Ñ. Ïîñëå ãîäà õðàíåíèÿ in vitro â ýòèõ óñëîâèÿõ âûæèâàå-
ìîñòü â ñðåäíåì ïî îáðàçöàì ñîñòàâëÿëà: 95.5 ± 1.5 % ó çåìëÿíèêè ñàäîâîé,
97.6 ± 1.2 ó åæåâèêè è 82.5 ± 3.8 % ó ìàëèíû îáûêíîâåííîé. Òàêèì îáðàçîì,
â òå÷åíèå ãîäà áåñïåðåñàäî÷íîãî õðàíåíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå +4 °Ñ áîëüøàÿ
÷àñòü ìèêðîðàñòåíèé ó ðàçëè÷íûõ îáðàçöîâ ÿãîäíûõ êóëüòóð îñòàåòñÿ æèç-
íåñïîñîáíîé (òàáë. 2).
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ÒÀÁËÈÖÀ 1

Ýôôåêòèâíîñòü ðàçìíîæåíèÿ íåêîòîðûõ âèäîâ
ðîäà Rubus è Fragaria ananassa â êóëüòóðå in vitro

Âèä
Êîëè÷åñòâî
ïîñàæåííûõ

ìèêðî÷åðåíêîâ

Êîýôôèöèåíò
ìèêðîðàçìíî-

æåíèÿ

Rubus argutus, R. ursinus è ãèáðèäû 1219 2.8 ± 0.2

Rubus idaeus 1211 2.4 ± 0.2

Fragaria ananassa 1041 5.0 ± 0.7



×åðåç 20 ìåñ õðàíåíèÿ ïðè +4 °Ñ ó âñåõ èçó÷åííûõ îáðàçöîâ çåìëÿíèêè
ìîæíî áûëî îòîáðàòü æèçíåñïîñîáíûå ðàñòåíèÿ; êîëè÷åñòâî âûæèâøèõ
ìèêðîðàñòåíèé â ñðåäíåì ñîñòàâèëî 52.0 ± 0.6 %. Ê ýòîìó ñðîêó õðàíå-
íèÿ ïîãèáëè âñå ìèêðîðàñòåíèÿ òðåõ îáðàçöîâ ìàëèíû îáûêíîâåííîé è
åæåâèê, âûæèâàåìîñòü îñòàâøèõñÿ îáðàçöîâ çíà÷èòåëüíî ñíèçèëàñü è ñîñòà-
âèëà â ñðåäíåì 9.7 ± 1.4 % äëÿ ìàëèíû îáûêíîâåííîé è 33.3 ± 1.8 % äëÿ
åæåâèê (òàáë. 2).

Îöåíêà äèíàìèêè ðîñòà ìèêðîðàñòåíèé ïðè ïîíèæåííîé òåìïåðàòóðå
+4 °Ñ ïîêàçàëà, ÷òî íàèáîëüøåé èíòåíñèâíîñòüþ ðîñòà â ýòèõ óñëîâèÿõ õà-
ðàêòåðèçîâàëèñü ðàñòåíèÿ çåìëÿíèêè ñàäîâîé (ðèñ. 1).

Â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ ìèêðîðàñòåíèé ïðîèñõîäÿò äâà ïðîöåñ-
ñà: ôîðìèðîâàíèå íîâûõ ëèñòüåâ è ïîæåëòåíèå ñôîðìèðîâàííûõ ëèñòüåâ çà
ñ÷åò ðàçðóøåíèÿ ôîòîñèíòåòè÷åñêîãî àïïàðàòà (â ïåðâóþ î÷åðåäü ïèãìåí-
òîâ), ÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ âêëþ÷åíèåì ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ è ãèáåëè
ìèêðîðàñòåíèé. Îáùåå êîëè÷åñòâî ëèñòüåâ (â ñðåäíåì íà ìèêðîðàñòåíèå)
óâåëè÷èâàåòñÿ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà â òå÷åíèå ãîäà õðàíåíèÿ (ðèñ. 2). Ïðè ýòîì
äèíàìèêà ôîðìèðîâàíèÿ çåëåíûõ ëèñòüåâ ó 3 âèäîâ ñóùåñòâåííî íå ðàçëè-
÷àëàñü. Îäíàêî èíòåíñèâíîñòü ïîæåëòåíèÿ ëèñòüåâ áûëà íàèáîëåå íèçêîé
ó îáðàçöîâ çåìëÿíèêè ñàäîâîé è âäâîå âûøå — ó èçó÷åííûõ îáðàçöîâ ìàëè-
íû îáûêíîâåííîé è åæåâèê.
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ÒÀÁËÈÖÀ 2

Âûæèâàåìîñòü íåêîòîðûõ âèäîâ ðîäà Rubus è Fragaria ananassa (%)
â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ in vitro ïðè +4 °Ñ (n = 100)

Âèä
Ìåñÿö õðàíåíèÿ

4-é 8-é 12-é 20-é

Rubus argutus, R. ursinus è ãèáðèäû 100 199 98 33

Rubus idaeus 187 186 83 10

Fragaria ananassa 100 100 96 52

Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ðîñòà ìèêðîðàñòåíèé Rubus argutus, R. ursinus è ãèáðèäîâ (1), Rubus
idaeus (2) è Fragaria ananassa (3) â ïðîöåññå õðàíåíèÿ ïðè +4 °Ñ.

Ïî îñè îðäèíàò — âûñîòà ðàñòåíèé, % îò èñõîäíîé; ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ, ìåñ.



Ðàçëè÷èÿ ìåæäó îáðàçöàìè åæåâèê, ìàëèíû îáûêíîâåííîé è çåìëÿíèêè
ñàäîâîé ïî óðîâíþ âûæèâàåìîñòè â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî in vitro õðàíåíèÿ è
ïî çíà÷åíèÿì ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ìîæíî îáúÿñíèòü áèîëîãè÷å-
ñêèìè îñîáåííîñòÿìè âèäîâ. Òàê, çåìëÿíèêà ñàäîâàÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ñðàâ-
íèòåëüíîé çèìîñòîéêîñòüþ, ó íåå íå íàáëþäàåòñÿ îñåííåãî ëèñòîïàäà è ëè-
ñòüÿ îïàäàþò íå îäíîâðåìåííî. Â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ in vitro
ïðè +4 °Ñ ìèêðîðàñòåíèÿ çåìëÿíèêè ñàäîâîé áûëè íàèáîëåå æèçíåñïîñîá-
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå îáùåãî êîëè÷åñòâà ëèñòüåâ (À), êîëè÷åñòâà çåëåíûõ (Á) è æåëòûõ
(Â) ëèñòüåâ ìèêðîðàñòåíèé Rubus argutus, R. ursinus è ãèáðèäîâ (1), Rubus idaeus (2)

è Fragaria ananassa (3) â ïðîöåññå õðàíåíèÿ ïðè +4 °Ñ.

Ïî îñè îðäèíàò — ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ëèñòüåâ íà 1 ðàñòåíèå, øò.; ïî îñè îðäèíàò — âðåìÿ, ìåñ.



íû è õàðàêòåðèçîâàëèñü òàêæå íàèáîëåå âûñîêèìè ïîêàçàòåëÿìè èíòåíñèâ-
íîñòè ðîñòà, ôîðìèðîâàíèÿ çåëåíûõ ëèñòüåâ è íàèìåíüøèì ÷èñëîì ïîæåë-
òåâøèõ ëèñòüåâ. Ìåíåå çèìîñòîéêèå åæåâèêè è ìàëèíà îáûêíîâåííàÿ ïðåä-
ñòàâëåíû ëèñòîïàäíûìè ðàñòåíèÿìè, è â óñëîâèÿõ ñíèæåíèÿ òåìïåðàòóðû è
óìåíüøåíèÿ ñâåòîâîãî äíÿ ó íèõ çàïóñêàåòñÿ çàïðîãðàììèðîâàííîå åñòåñò-
âåííîå ñòàðåíèå è ãèáåëü ëèñòüåâ, ÷òî è ïðèâîäèò ê áîëåå èíòåíñèâíîìó ïî-
æåëòåíèþ, âûñóøèâàíèþ è îïàäàíèþ ïîñëåäíèõ.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îïðåäåëèòü, âëèÿþò ëè óñëîâèÿ õðàíåíèÿ íà ðàñòåíèÿ êàê
ñòðåññîâûé ôàêòîð, áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî ñîäåðæàíèå ñâîáîäíîãî ïðîëè-
íà â ïðîöåññå õðàíåíèÿ ðàñòåíèé åæåâèê ïðè òåìïåðàòóðå +4 °Ñ. Ïîêàçàíî,
÷òî íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ õðàíåíèÿ in vitro åæåâèê ñîäåðæàíèå ïðîëèíà ïîâû-
øàåòñÿ îò 0.9 äî 1.7 ìã/(ã ñûðîé ìàññû), à çàòåì ñíèæàåòñÿ äî 0.6 ìã/(ã ñû-
ðîé ìàññû) (ðèñ. 3, À).

Èçâåñòíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ïðîëèíà â ðàñòåíèÿõ ðåçêî ïîâûøàåòñÿ ïîä
äåéñòâèåì ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ (Paleg, Aspinall, 1981; Ivanova, 1982). Ïîâû-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíîãî ïðîëèíà ê 4-ìó ìåñ õðàíåíèÿ, âåðîÿòíî, ÿâ-
ëÿåòñÿ ðåçóëüòàòîì îòâåòíîé ðåàêöèè ðàñòåíèé åæåâèê íà íèçêîòåìïåðàòóð-
íûé ñòðåññ. Ñíèæåíèå æå ñîäåðæàíèÿ ïðîëèíà ïîñëå 4 ìåñ õðàíåíèÿ,
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå áèîõèìè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé ìèêðîðàñòåíèé Rubus argutus, R. ursi-
nus è ãèáðèäîâ â ïðîöåññå õðàíåíèÿ ïðè +4 °Ñ.

À — äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíîãî ïðîëèíà; Á — äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà;
Â — äèíàìèêà àêòèâíîñòè ïåðîêñèäàç (ñóììàðíàÿ àêòèâíîñòü ëåãêîðàñòâîðèìûõ è èîíîñâÿçàí-
íûõ ïåðîêñèäàç); Ã — Äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ âîññòàíîâëåííîé àñêîðáèíîâîé êèñëîòû. Ïî îñè îð-
äèíàò: À — êîíöåíòðàöèÿ ïðîëèíà, ìã/ã ñûðîé ìàññû; Á — êîíöåíòðàöèÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà,
ìêìîëü/ã ñûðîé ìàññû); Â — óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ïåðîêñèäàç, % îò èñõîäíîé; Ã — êîíöåíòðàöèÿ

àñêîðáèíîâîé êèñëîòû, ìã/ã ñûðîé ìàññû. Ïî îñè àáñöèññ — âðåìÿ, ìåñ.



âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì âîçäåéñòâèè íèçêèõ ïîëîæè-
òåëüíûõ òåìïåðàòóð ðàñòåíèÿ åæåâèêè, ïî-âèäèìîìó, ïðèîáðåòàþò óñòîé÷è-
âîñòü ê ýòîìó ñòðåññîâîìó âîçäåéñòâèþ.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî áîëüøèíñòâî ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé ó ðàñòåíèé
ñîïðîâîæäàåòñÿ ãåíåðàöèåé àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (Halliwell, 2006).
Â íàøåé ðàáîòå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî óñëîâèÿ õðàíåíèÿ in vitro ïðè íèçêèõ
ïîëîæèòåëüíûõ òåìïåðàòóðàõ ñïîñîáñòâóþò èçìåíåíèþ â ìåòàáîëèçìå òàêèõ
ïîêàçàòåëåé, êàê óðîâåíü ïåðîêñèäà âîäîðîäà, àñêîðáèíîâîé êèñëîòû è àê-
òèâíîñòè ïåðîêñèäàç â ðàñòåíèÿõ åæåâèêè. Òàê, â òå÷åíèå ïåðâûõ 4 ìåñ
õðàíåíèÿ in vitro óðîâåíü ïåðîêñèäà âîäîðîäà â ëèñòüÿõ íå èçìåíÿåòñÿ è
ñîñòàâëÿåò 1.3 ± 0.2 ìêìîëü/(ã ñûðîé ìàññû) (ðèñ. 3, Á). Ñ óâåëè÷åíèåì ñðî-
êà õðàíåíèÿ in vitro ïðîèñõîäèëî ïîñòåïåííîå ïîâûøåíèå ñîäåðæàíèÿ
ïåðîêñèäà âîäîðîäà äî 3.8 ± 0.3 ìêìîëü/(ã ñûðîé ìàññû) (÷åðåç 12 ìåñ
õðàíåíèÿ).

Èçâåñòíî, ÷òî Í2Î2 íàêàïëèâàåòñÿ ïðè ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ, â ÷àñòíîñòè
ïðè âîçäåéñòâèè íèçêèõ ïîëîæèòåëüíûõ òåìïåðàòóð (Arnao et al., 1990; Ba-
ynton et al., 1994), áëàãîäàðÿ ñïîíòàííûì ïðåâðàùåíèÿì êàê O2

•– , òàê è HO2
• .

Ïåðîêñèäàçû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ î÷åíü ÷óâñòâèòåëüíûìè èíäèêàòîðàìè
ñòðåññîâûõ âîçäåéñòâèé, ñïîñîáíû âûðàáàòûâàòü Í2Î2 ïóòåì îêèñëåíèÿ ðàç-
ëè÷íûõ ñóáñòðàòîâ ìîëåêóëÿðíûì êèñëîðîäîì (Smith et al., 1982; Otter, Pol-
le, 1997). Â òî æå âðåìÿ ïåðîêñèäàçû ìîãóò îêèñëÿòü ìíîãèå âåùåñòâà, èñïî-
ëüçóÿ â êà÷åñòâå îêèñëèòåëÿ ïåðîêñèä âîäîðîäà. Òàêèì îáðàçîì, Í2Î2 ìîæåò
óòèëèçèðîâàòüñÿ ïåðîêñèäàçàìè (Fujiyama et al., 1995).

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ïåðîêñèäàç â àäàïòèâíîì îòâåòå ðàñòåíèé ê âîçìîæ-
íîìó ñòðåññîâîìó âîçäåéñòâèþ â óñëîâèÿõ õðàíåíèÿ áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà
äèíàìèêà èõ àêòèâíîñòè (ñóììàðíàÿ àêòèâíîñòü ëåãêîðàñòâîðèìûõ è èîíî-
ñâÿçàííûõ ïåðîêñèäàç) â ëèñòüÿõ åæåâèêè â ïðîöåññå íèçêîòåìïåðàòóðíîãî
õðàíåíèÿ â òå÷åíèå 12 ìåñ. Â ïåðâûå 8 ìåñ õðàíåíèÿ àêòèâíîñòü ïåðîêñèäàç
âîçðàñòàëà â ñðåäíåì äî 50.9 ± 10.3 ìêìîëü/(ìèí·ã ñûðîé ìàññû) (ò. å. äî
339 ± 32 % îò èñõîäíîãî óðîâíÿ) (ðèñ. 3, Â), ÷òî, ïî-âèäèìîìó, è ÿâëÿåòñÿ
ïðè÷èíîé ïîääåðæàíèÿ íèçêîãî óðîâíÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà â òêàíÿõ ëèñòü-
åâ åæåâèêè.

Ñ óâåëè÷åíèåì ñðîêîâ õðàíåíèÿ äî 12 ìåñ ïðîèñõîäèëî ñíèæåíèå àêòèâ-
íîñòè ïåðîêñèäàç äî 30 ìêìîëü/(ìèí�ã ñûðîé ìàññû) (ò. å. äî 204 ± 27 % îò
èñõîäíîãî óðîâíÿ), â òî âðåìÿ êàê ñîäåðæàíèå ïåðîêñèäà âîäîðîäà ïðè ýòîì
ïîñòåïåííî ïîâûøàëîñü. Âåðîÿòíî, â íà÷àëüíûé ïåðèîä õðàíåíèÿ âûñîêàÿ
àêòèâíîñòü ïåðîêñèäàç ñïîñîáñòâîâàëà ïîääåðæàíèþ óðîâíÿ ïåðîêñèäà âî-
äîðîäà íà íèçêîì óðîâíå. Èçâåñòíî, ÷òî îäíîé èç ïðè÷èí òîðìîæåíèÿ ðîñ-
òà, êîòîðîå íàáëþäàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì âîçðàñòà ðàñòåíèé, ÿâëÿåòñÿ ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà (Corpas, 2001). Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ïîâû-
øåííûé óðîâåíü Í2Î2 ÿâëÿåòñÿ òàêæå îäíîé èç íàèáîëåå âàæíûõ ïðè÷èí
ñòàðåíèÿ è ãèáåëè ìèêðîðàñòåíèé â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî íèçêîòåìïåðàòóð-
íîãî õðàíåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, èçìåíåíèå óðîâíÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà â ðàñòèòåëüíûõ
òêàíÿõ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî êàê ïàðàìåòð (ýêñïðåññ-òåñò), ïîçâîëÿþ-
ùèé îöåíèòü æèçíåñïîñîáíîñòü ìèêðîðàñòåíèé â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî õðà-
íåíèÿ in vitro.

Åùå îäíèì î÷åíü âàæíûì êîìïîíåíòîì â îòâåòíûõ ðåàêöèÿõ ðàñòå-
íèé íà ðàçëè÷íûå ñòðåññîâûå ôàêòîðû ÿâëÿåòñÿ àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà
(Smirnoff, 2000). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñîäåðæàíèå àñêîðáèíîâîé êèñëîòû
â ëèñòüÿõ åæåâèêè ê êîíöó 8 ìåñ õðàíåíèÿ ðåçêî ñíèæàåòñÿ: îò 0.70 ± 0.03 äî
0.03 ± 0.01 ìã/ã ñûðîé ìàññû (ðèñ. 3, Ã).
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Ïàäåíèå óðîâíÿ àñêîðáèíîâîé êèñëîòû â ëèñòüÿõ ìèêðîðàñòåíèé åæåâè-
êè ïðè õðàíåíèè â óñëîâèÿõ íèçêèõ òåìïåðàòóð, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ ïîâû-
øåíèåì àêòèâíîñòè ïåðîêñèäàç. Åùå îäíîé âîçìîæíîé ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ âîññòàíîâëåííîé àñêîðáèíîâîé êèñëîòû â ëèñòüÿõ åæåâèêè ïðè
äëèòåëüíîì õðàíåíèè ìîæåò áûòü åå îêèñëåíèå â äåãèäðîàñêîðáèíîâóþ êèñ-
ëîòó (Chen et al., 2003).

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíèÿ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ è áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé íà ìèêðîðàñòåíèÿõ åæåâèê Rubus argutus Link, R. ursinus Cham. et Schltdl.
è íåêîòîðûõ ìåæâèäîâûõ ãèáðèäîâ, ìàëèíû îáûêíîâåííîé Rubus idaeus L.
è çåìëÿíèêè ñàäîâîé Fragaria ananassa Duch. óñòàíîâëåíî, ÷òî ñðåäè èññëå-
äóåìûõ êóëüòóð íàèáîëüøèì êîýôôèöèåíòîì ìèêðîðàçìíîæåíèÿ è âûæèâà-
åìîñòüþ â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ in vitro ïðè +4 °C îáëàäàþò ðàñòå-
íèÿ çåìëÿíèêè ñàäîâîé. Óñòàíîâëåíî, ÷òî õðàíåíèå ìèêðîðàñòåíèé åæåâèê
â óñëîâèÿõ íèçêèõ ïîëîæèòåëüíûõ òåìïåðàòóð ÿâëÿåòñÿ ñòðåññîâîé ñèòóà-
öèåé, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ïîâûøåíèå îáðàçîâàíèÿ ïðîëèíà è ñíèæåíèå
ñîäåðæàíèÿ àñêîðáèíîâîé êèñëîòû â ðàñòåíèÿõ.

Äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè ìèêðîðàñòåíèé â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîãî
õðàíåíèÿ in vitro â êà÷åñòâå ýêïðåññ-òåñòà ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü èçìåíå-
íèå óðîâíÿ ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Òàê, íà ïåðâûõ ýòàïàõ íèçêîòåìïåðàòóðíîãî
ïðîáèðî÷íîãî õðàíåíèÿ ìèêðîðàñòåíèé åæåâèêè ïðîèñõîäèò ïîâûøåíèå àê-
òèâíîñòè ïåðîêñèäàç, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ïîääåðæàíèþ ñîäåðæàíèÿ Í2Î2 â òå-
÷åíèå 4 ìåñ íà èñõîäíîì óðîâíå. Ñ óâåëè÷åíèåì ñðîêîâ õðàíåíèÿ îòìå÷åíî
ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ïåðîêñèäàç; â ðåçóëüòàòå ïåðîêñèä âîäîðîäà, íàêàïëè-
âàþùèéñÿ â óñëîâèÿõ íèçêîòåìïåðàòóðíîãî ïðîáèðî÷íîãî õðàíåíèÿ, íå óòè-
ëèçèðóåòñÿ è íà÷èíàåò ïîâðåæäàòü ðàñòåíèÿ.

ÁËÀÃÎÄÀÐÍÎÑÒÈ

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ãðàíò ¹ 05-04-49619)
è Bioversity International / Vavilov Genebank / LoA (ãðàíò ¹ 07/053)
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Âûñîöê à ÿ Î. Í. Äëèòåëüíîå õðàíåíèå in vitro êîëëåêöèè ðàñòåíèé çåìëÿíèêè /
Ôèçèîëîãèÿ ðàñòåíèé. 1994. Ò. 41. Ñ. 935—941.

Ã à â ðè ë åíêî Ò. À., Ä óí à å â à Ñ. Å., Ò ð ó ñ êèíî â Ý. Â., Àí ò îíî â à Î. Þ.,
Ïåíäèí åí Ã. È., Ë óïûøåâ à Þ. Â., Ð î ã î â à ÿ Â. Â., Øâà ÷ê î Í. À. Ñòðà-
òåãèÿ äîëãîñðî÷íîãî õðàíåíèÿ ãåíîôîíäà âåãåòàòèâíî ðàçìíîæàåìûõ ñåëüñêîõî-
çÿéñòâåííûõ ðàñòåíèé â êîíòðîëèðóåìûõ óñëîâèÿõ ñðåäû / Òð. ïî ïðèêë. áîòà-
íèêå, ãåíåòèêå è ñåëåêöèè. 2007. Ò. 164. Ñ. 273—285.

Ã ¸ ðèí ã Õ. Ðåàêöèÿ ðàñòåíèé íà âëèÿíèå âðåäíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ è õèìè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ îêðóæàþùåé ñðåäû / Ìàòåðèàëû IX êîíãð. ýóêàðïèÿ. 1981. Ñ. 23—35.

Äîð îøåíêî Í. Ï., Êî ñ ò ðèêèí È. À. Ìèêðîêëîíàëüíîå ðàçìíîæåíèå ñòîëîâî-
ãî âèíîãðàäà ñîðòà Àãàò Äîíñêîé / Ñàäîâîäñòâî è âèíîãðàäàðñòâî. 1989. ¹ 3.
Ñ. 37—40.
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Ð î êèöêèé Ï. Ô. Áèîëîãè÷åñêàÿ ñòàòèñòèêà. Ìèíñê, 1987.
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MICROPROPAGATION AND DYNAMICS MORPHOPHYSIOLOGICAL
PARAMETERS OF SOME SPECIES OF GENERA RUBUS AND
FRAGARIA (ROSACEAE) UNDER PRESERVATION IN VITRO

I. S. Samatova, S. E. Dunaeva, E. I. Sharova,
S. M. Schiparyev, S. S. Medvedev, T. A. Gavrilenko

SUMMARY

Interspecies differences of micropropagation, growth and development between
15 samples of blackberry, raspberry and strawberry microplants have been analyzed
under long-term in vitro preservation at +4 °Ñ. Some biochemical parameters of
blackberry microplants stored for a long time at +4 °Ñ have been analyzed too.
Strawberry demonstrated the best micropropagation factor and the greatest survive
under mentioned. The content of an ascorbic acid in leaves of a blackberry is shar-
ply reduced (in 25 times within 8 months of preservation). The content of free pro-
line increased in the beginning of preservation, and then reduced. Level of Í2Î2 in
leaves of the blackberry, stored long time at low temperature, does not vary within
the first 4 months and then increases. Peroxidase activity increases in 4—8 months
of preservation and is decreased by 12 month of preservation. It is concluded that
the most probable reason of ageing and destruction of microplants in conditions of
long-term in vitro preservation is the increase of Í2Î2 level.
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