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Черная смородина относится к легко размножаемым культурам. Ее достаточно легко можно размножить традиционными методами – одревесневшими или зелеными черенками, отводками  и т. д. Однако традиционные методы не позволяют получить свободный от вирусной инфекции посадочный материал. Основное преимущество клонального размножения растений черной смородины in vitro –  это получение генетически однородного посадочного материала свободного от вирусной инфекции. Достигается это путем вычленения  меристемных тканей апексов из верхушечных и пазушных почек стеблей черной смородины. Клональное размножении растений черной смородины включает в себя несколько этапов.
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ВВЕДЕНИЕ

Черная смородина относится к легко размножаемым культурам. Ее достаточно легко можно размножить традиционными методами – одревесневшими или зелеными черенками, отводками  и т. д. Однако традиционные методы не позволяют получить свободный от вирусной инфекции посадочный материал. Основное преимущество клонального размножения растений черной смородины in vitro –  это получение генетически однородного посадочного материала свободного от вирусной инфекции. Достигается это путем вычленения  меристемных тканей апексов из верхушечных и пазушных почек стеблей черной смородины. Клональное размножении растений черной смородины включает в себя несколько этапов [4].
Певый этап – выбор растения-донора, изолирование эксплантов (введение in vitro)  и получение хорошо   растущей стерильной культуры.

В качестве донорных растений для микроклонального размножения in vitro использовались растения черной смородины сортов Голубка и Алтайская десертная.
ПРОГРАММА, МЕТОДИКА, ОБЪЕМ РАБОТ
Краткая характеристика растения донора - сорт смородины Голубка. 

Высокоурожайный, зимостойкий, самоплодный сорт консервного назначения. Выведен в НИИ садоводства Сибири путем скрещивания (западно-европейский сорт х Приморский чемпион). Авторы: М.А. Лисавенко, H. И. Кравцова, Н. М. Павлова, И. А. Кухарская.
Куст не высокий, густой полураскидистый, имеет много прикорневых побегов. Ягоды выравненные, средней величины, овальной формы, тонкокожие, черные, с сизым восковым налетом, чашечка маленькая. Вкус ягод удовлетворительный. Ягоды созревают одновременно, долго не осыпаются, содержат 5,4-8,5% сахаров, 2,2-3,9% кислот, 121-198 мг/100 г витамина С, отрыв ягод сухой, хорошо убирается механизированным способом. Ягоды малотранспортабельные. 

Листья средней величины, темно-зеленые, густо покрывают ветви. Края средней лопасти листа и частично боковых подогнуты вниз. Бутоны красные, цветки бледно-розовые. 

Сорт  требователен к высокой влажности почвы, очень отзывчив на удобрения. Не поражается махровостью, не устойчив к мучнистой росе и почковому клещу. Сорт может поражаться почковым клещом и мучнистой росой.
Краткая характеристика растения донора - сорт смородины Алтайская десертная.  Сорт выведен в Научно-исследовательском институте садоводства Сибири (НИИСС) им. М. А. Лисавенко (европейский сорт х Алтайский великан).

Кусты крупные, сильнорослые, средней высоты, густоты и раскидистости. Осенью побеги светлокоричневые с острыми удлиненными слабо-розовыми почками. Листья темно-зеленые, блестящие, на верху побегов желтовато-зеленые, вогнутые, с нерезкой сетью жилок; ниже по побегу – слабовыпуклые с более заметной сетью жилок. Основание с сердцевидной или треугольной выемкой средней глубины.

Цветочные кисти 6-10 см, содержат 6-10 цветков, редкие. Цветки крупные, с бледными зелено-розовыми чашелистиками. Хорошие сорта-опылители (при наличии опыляющих насекомых) – сорта черной смородины – Голубка и Приморский чемпион. Ягоды крупные и средние (средний вес одной ягоды 0,77 г, максимальный – 1,90 г), черные, с большой чашечкой. Кожица тонкая. Вкус сладкий, со слабой кислотой и приятным ароматом. Ягоды хороши и для потребления в свежем виде. Созревание раннесреднее. При созревании ягоды осыпаются, отрыв сухой. Сорт среднеморозостойкий, засухоустойчивый.
Выбор объекта для выделения и изолирования эксплантов. Для работы in vitro выбирали хорошо развитые кусты черной смородины сортов – Голубка и Алтайская десертная.

С кроны кустов растений данных сортов в месте с пазушными и верхушечными почками срезали однолетние побеги длиной около 15-20 см. Срезанные побеги помещали в сосуд с водопроводной водой и выдерживали при комнатной температуре до стадии появления зеленого конуса. После появления последнего побеги нарезали на участки стебля с одной почкой – апикальной или латеральной. Для введения in vitro черенки предварительно проходили стадию стерилизации. 
Стерилизация объекта. Согласно литературным данным в настоящее время имеется достаточно большое количество способов стерилизации различных эксплантов растений плодовых и ягодных культур. При этом экспозиция в стерилизующем растворе для объектов с нежными, легко повреждающими тканями составляет 5-10 минут и 10-20 минут, для тканей имеющих более плотную оболочку. После чего растительные объекты тщательно промываются  стерильной дистиллированной водой и затем переносятся на заранее приготовленную питательную среду [3]. Другие исследователи древесные черенки растений черной смородины на протяжении 2-х часов отмывают в воде со стиральным порошком «Лотос», далее они один час промываются в проточной воде. Очищенные таким образом от загрязнения черенки стерилизуют в растворе нитрата серебра (0,3%) в течение 10 минут с последующим 3-х кратным промыванием в стерильной дистиллированной воде по 5 минут в каждой порции [5]. Известны и другие способы стерилизации эксплантов растений черной смородины. Например, сначала экспланты стерилизуют 0,1% раствором сулемы в течение 5 минут, далее в 0,1% растворе сулемы в сочетании с 0,1% раствором топаза в течение 10-30 минут. После чего растительные объекты выдерживаются в течение 20 минут в растворе (1:5) моющего средства «Доместос» [6]. Вышеприведенные способоы стерилизации были изучены нами при введении эксплантов черной смородины в стерильную культуру. На растительных объектах черной смородины был также изучен способ стерилизации, который нами использовался при стерилизации растительных объектов  карельской березы. В основе данного способа лежало следующие: отрезки однолетних побегов черной смородины  длиной 4-6 см. тщательно промывали проточной водой с хозяйственным мылом; далее побеги стерилизовали 3%-м раствором хлорамина в (экспозиция в стерелезующем растворе 5 минут), потом их трижды промывали в стерильной воде; затем проводили основную стерилизацию побегов 0,025% раствором мертиолята Na в сочетании с 7%  белизной  в экспозиции 10 минут, после чего побеги трижды промывали  в стерильной воде. Изучение различных способов стерилизации эксплантов черной смородины показало их высокую эффективность. Так, например, в проводимых экспериментах при стерилизации различными способами  выход стерильных эксплантов растений черной смородины находился в пределах от 82,5 до 100%. Наилучшие результаты по стерилизации растительных объектов  были получены  в вариантах опыта с использованием сулемы (вариант № 3) и мертиолята Na (вариант № 4) (таблица 1).
Таблица 1 – Эффективность способов стерилизации при введении эксплантов растений черной смородины сорта Голубка in vitro
	 N
п/п
	       Вариант стерилизации
	Кол-во эксплантов

in vitro,шт.
	Кол-во

эксплантов

без инфекции, шт.
	Эффек-тивность стерили-

зации, %

	1
	Хлорамин 15% в течение 15 мин. Трех разовая промывка в стерильной дистиллированной воде.
	40
	33
	82,5

	2


	Промывка в воде со стиральным порошком «Лотос» (2 ч.). Промывка в проточной воде (1 ч.). Стерилизация в 0,3%  растворе нитрата серебра (10 мин). Трех разовая промывка в стерильной  дистиллированной воде по 5 минут в каждой порции.
	40
	35
	87,5



	3
	Сулема 0,1% (5 мин). Сулема в сочетании с 0,1% топазом (10-30 мин.); моющее средство «Доместос» в разведении 1:5 в экспозиции 20 мин.
	40
	40
	100

	4


	Промывка проточной водой с хозяйственным мылом. Стерилизация побегов 3%-м раствором хлорамина (5 мин.). Трехразовая промывка в стерильной воде.  Стерилизация побегов 0,025% раствором мертиолята Na в сочетании с 7%  белизной  в экспозиции 10 минут, трехразовая промывка в стерильной воде.
	40
	40
	100


РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Вычленение апикальных меристем (введение in vitro). Апексы побегов меристем размером 0,1-0,2 мм изолировали из асептических почек растений смородины с помощью бинокулярного микроскопа МС-2 ZOOM при увеличении × 20 и специального набора инструментов (препаровальная игла, скальпель, пинцет). Работа проводилась в ламинарном боксе (рисунок 1). Далее изолированные меристемы переносились на стандартную стерильную агаризованную питательную среду Мурасиге и Скуга, в состав которой были включены 0,1 мг/л 6-БАП и 0,2  мг/л ГК [5]. 
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Рисунок 1 – Изоляция апикальных меристем из почек растения смородин
Культивирование растительных объектов in vitro осуществляли в факторостатной комнате при контролируемых условиях освещенности (3-5 тыс.лк.), продолжительности фотопериода (16/8 ч), температуры (24-26˚ С) и относительной влажности воздуха (60-80%). 
Второй этап – собственно микроразмножение. Микроразмножение – черенкование растений черной смородины проводили в стерильных условиях ламинарного бокса.
Как правило, на данном этапе исследователи используют питательную среду Мурасиге и Скуг, содержащую различные биологические вещества, а так же регуляторы роста. Если в результате клонального размножения in vitro были получены недостаточно развитые побегов черной смородины  (менее 2 см длиной, тонкие и  непригодные для укоренения) необходим дополнительный пассаж. Для доращивания микропобегов используется питательная среда Марусиге и Скуг с добавле-
нием  в нее 0,1 мг/л 6-БАП или 0,2 мг/л 6-БАП и 1,0 мг/л ГК [7]. При использовании в эксперименте ИМК в возрастающей концентрации от 0,05 мг/л до 0,8 мг/л  в сочетании с 0,5 мг/л 6-БАП, рост побегов и количество междоузлий у растений черной смородины in vitro уменьшалось.
Таблица 2 – Динамика роста растений черной смородины сорта Голубка на жидкой питательной среде Мурасиге и Скуг с различным соотношением ауксина и цитокинина

	Концентрация 

ауксин/ цитокинин, мг\л
	Длина, см. на:
	Число междоузлий, шт. на:

	
	5-е 

сутки
	10-е сутки
	20-е 

сутки
	5-е 

сутки
	10-е 

сутки
	20-е 

сутки

	ИМК-0,05/

6-БАП-0,5
	2,02±0,31
	2,21±0,32
	3,00±0,16
	3,22±0,36
	3,50±0,38
	3,55±0,23

	ИМК-0,1/ 

6-БАП-0,5
	2,00±0,50
	2,63±0,10
	3,31±0,11
	2,42±0,10
	2,71±0,00
	2,80±0,34

	ИМК-0,2/ 

6-БАП-0,5
	1,50±0,50
	1,53±0,50
	2,00±0,50
	2,47±0,33
	2,50±0,29
	2,67±0,19

	ИМК-0,4/ 

6-БАП-0,5
	1,50±0,50
	1,57±0,25
	2,10±0,50
	2,19±1,00
	2,30±0,50
	2,34±0,23

	ИМК-0,8/ 

6-БАП-0,5
	1,00±0,17
	1,33±0,77
	1,55±0,25
	2,00±0,58
	2,07±0,33
	2,21±0,12

	ИУК-0,05/ 

6-БАП-0,5
	1,58±0,15
	1,63±0,19
	2,15±0,06
	2,33±0,21
	2,43±0,20
	2,56±0,25

	ИУК-0,1/ 

6-БАП-0,5
	1,53±0,53
	1,64±0,34
	1,73±0,08
	2,50±0,22
	2,53±0,19
	2,79±0,19

	ИУК-0,2/ 

6-БАП-0,5
	1,61±0,19
	1,79±0,24
	1,82±0,33
	2,00±1,00
	2,43±0,19
	2,55±0,13

	ИУК-0,4/ 

6-БАП-0,5
	1,50±0,29
	2,38±0,52
	2,56±0,11
	2,75±0,48
	2,83±0,37
	3,00±0,16

	ИУК-0,8/ 

6-БАП-0,5
	2,00±0,13
	2,41±0,12
	2,62±0,30
	2,55±0,33     
	2,60±0,29
	2,88±0,09


Для увеличения выхода крупных побегов, пригодных для укоренения на данном этапе нами было изучено влияние на рост пробирочных растений черной смородины различных концентраций 6-БАП (0,2-0,5 мг/л)  в сочетании с 0,5 мг/л ИМК. 
Третий этап – укоренение размноженных побегов in vitro. Для размножения и укоренения растений-регенерантов черной смородины in vitro использовали пробирки, стеклянные стаканчики, кюветы из пластмассы (рисунок 2). При укоренении побегов черной смородины in vitro, как правило, исследователи меняют основной состав питательной среды.  Концентрация минеральных солей по рецепту Мурасиге и Скуга уменьшается в 2, а иногда и в 4 раза или питательную среду Мурасиге и Скуг заменяют средой Уайта. В питательной среде  уменьшают количество сахара до 0,5-1,0% и полностью корнеобразования используют β-индолилмасляную кислоту (ИМК), ИУК или НУК. 
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 Рисунок 2– Микроклональное размножение астений черной смородины в пробирках

Четвертый  этап –  адаптация пробирочных растений к почвенным условиям и пересадка  адаптированных растений из условий искусственного климата в условия естественного полевого фона.

При адаптации корни растений отмываются от агара в слабом растворе перманганата калия, и при посадке подрезаются до 2-2,5 см. Растения накрывают полиэтиленовой плёнкой, чтобы создать условия 100%-ной влажности. Через 2 недели влажность уменьшают до 70-80%. Начало нового роста адаптируемых регенерантов свидетельствует о завершении адаптации.
 
Результаты приживаемости (укоренения) пробирочных растений черной смородины на различных типах субстрата показали, что все изучаемые типы субстратов по приживаемости растений превысили контроль. Наиболее благоприятным для приживаемости пробирочных растений черной смородины в нестерильных условиях был торфогрунт «Садовник».
Выводы

В результате проведенных исследований было установлено:

- стерилизующие растворы, содержащие в своем составе сулему или мертиолят Na, обладали более высокой эффективностью при стерилизации эксплантов растений черной смородины;

- высокую приживаемость в проводимых экспериментах имели верхушечные и пазушные меристемы, полученные из растений-регенерантов черной смородины in vitro;

- установлено, что концентрации ИМК в пределах 0,05-0,1 мг/л в сочетании с 0,5 мг/л БАП оказывают благоприятное влияние на рост и развитие растений-регенерантов черной смородины in vitro;

- наиболее оптимальной средой для роста и развития растений-регенерантов черной смородины in vitro  является питательная среда с добавлением в нее 6-БАП в концентрации 0,2 мг/л и ИМК в концентрации 0,5 мг/л;

- в проводимых экспериментах наиболее благоприятным для приживаемости пробирочных растений черной смородины в нестерильных условиях был торфогрунт «Садовник».
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