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Аннотация
Изучено содержание и соотношение различных компонентов катехиновой группы (эпикатехин, галлокатехин, эпигаллокатехин, эпикатехингаллат, эпигаллокатехингаллат) в микропобегах чая (in vitro) при осмотическом стрессе, вызванном добавлением в питательную среду маннита, хлорида натрия и хлорида кальция в различных концентрациях. Установлено, что осмотический стресс индуцирует в них образование и накопление простых катехинов (эпикатехин, галлокатехин, эпигаллокатехин), при этом содержание галлированных катехинов (эпикатехингаллат, эпигаллокатехингаллат) снижается. Соотношение содержания простых катехинов к галлированным в оптимальных условиях было значительно ниже (0,7-1,6) в сравнении со стрессовыми условиями (2,2-3,7), вызванными добавлением в питательные среды осмотиков.
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Экологические стрессы, с которыми периодически сталкиваются растения, в том числе и чай, индуцируют накопление различных вторичных метаболитов, в частности, фенольных соединений. Предполагается, что эти вещества играют важную роль в адаптации растений к окружающей среде и в преодолении стрессовых условий, сформированных под влиянием высокой и низкой температуры, УФ-стресса, патогенной инфекции, засухи, засоления, минеральной недостаточности и других факторов [1-11]. Сообщается, что при засухе накапливаются различные соединения фенольной природы (флавоноиды, антоцианы, пигменты и другие), которые, обладая антиоксидантными свойствами, снижают осмотический и окислительный стрессы [1-7]. Растительные вторичные метаболиты также являются уникальными источниками для производства фармацевтических препаратов, пищевых добавок, ароматизаторов и других промышленно важных биохимических веществ [12-14]. При изучении образования и накопления биологически активных веществ наиболее эффективными инструментами являются технологии культивирования растительных клеток, тканей и микропобегов в условиях in vitro [14, 15]. Поэтому изучение физиолого-биохимических реакций растений на различные стрессы в условиях in vitro актуальны с точки зрения понимания адаптации растений к стрессам, поиска информативных индикаторов устойчивости растений, а также факторов, способствующих усилению индукции синтеза этих веществ.
В этой связи была поставлена цель: изучить особенности накопления катехинов в микропобегах чая в условиях in vitro при различной степени осмотического стресса, а также при увеличении концентрации кальция в питательной среде. 

Объектом исследования являлись микропобеги чая в культуре in vitro, размноженные на модифицированной питательной среде MS с добавлением регуляторов роста БАП 6 мг/л, НУК 1 мг/л, ГК 2 мг/л [16]. Далее микропобеги пересаживали на питательные среды, в которые вносили различные осмотики и увеличивали концентрацию кальция. Базовой средой для этих экспериментов была 1/2 MS без добавления цитокининов и ауксинов. Первый опыт включал следующие варианты: контроль – среда без добавления осмотиков; варианты с добавлением в питательную среду маннита в концентрациях 36,4 г/л и 54,8 г/л, варианты с добавлением в питательную среду NaCl в концентрациях 2 г/л и 4 г/л. Во 2-ом опыте изучали влияние различных концентраций кальция на образование водорастворимых катехинов в микропобегах чая при осмотическом стрессе (маннит 40 г/л). Исследовали 3 варианта: контроль – CaCl2  440 мг/л и варианты с полуторным (CaCl2  660 мг/л) и двойным (CaCl2  880 мг/л) содержанием кальция в питательной среде. Экспланты культивировали в течение трех (1-й опыт) и двух (2-й опыт) месяцев на питательных средах, после чего определяли в них содержание катехинов (эпикатехина (Эк), галлокатехина (Гк), эпигаллокатехина (ЭГк), эпикатехингаллата (ЭКГ) и эпигаллокатехингаллата (ЭГКГ)). В опыте 1 определение этих органических веществ проводили методом ВЭЖХ на приборе Милихром (ЭкоНова, Новосибирск). Пробоподготовку осуществляли по следующему протоколу: 20 мг свежих листьев растирали в 1 мл 70% этанола, инкубировали 30 минут при 70оС, центрифугировали 10 минут при 13 000 об/мин. Затем надосадочную жидкость фильтровали через мембрану с размером пор 40 мкм. Во втором опыте определение веществ катехиновой группы проводили методом МЭКХ (мицеллярная электрокинетическая хроматография), за основу была принята методика [17]. Экстракцию катехинов проводили горячей водой на водяной бане в течение 45 минут. 
Исследования показали, что при культивировании микропобегов чая в оптимальных условиях (без добавления осмотиков) в составе катехиновой группы преобладали ЭГК и ЭГКГ, что характерно для чайного растения [18-20]. При этом соотношение между простыми (Эк +Гк+ЭГк) и галлированными (ЭКГ, ЭГКГ) катехинами было близко к единице. Известно, что при образовании катехинов вначале синтезируется простейшая катехиновая молекула (-) –эпикатехин, которая затем может либо гидроксилироваться (образование (-)-эпигаллокатехина), либо галлироваться (образование (-)-эпигаллокатехингаллата) [19]. При этом процессы галлирования протекают в чайном растении с меньшей скоростью, чем процессы гидроксилирования [19]. При индукции осмотического стресса in vitro в целом отмечено увеличение суммы катехинов и существенное изменение соотношения разных групп. Так, в микропобегах чая на питательной среде с маннитом 36,4 г/л отмечали достоверное увеличение содержания простых катехинов (рис. 1а), в меньшей степени, – галлированных катехинов, соотношение этих групп было выше 1. 
                                               а)                                                         б)
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Рис. 1. Содержание катехинов (мг/г сырого вещества) в микропобегах чая в культуре
in vitro при добавлении в среду различных концентраций маннита
При усилении осмотического стресса (маннит 54,6 г/л) отмечено более интенсивное образование простых катехинов при снижении доли (соотношение выше единицы) галлированных катехинов (рис. 1, б). 

При индукции осмотического стресса посредством засоления (добавление в питательную среду хлорида натрия) регистрировались схожие закономерности. Так, при концентрации 2 г/л (средний стресс) не было выявлено существенного изменения содержания простых катехинов в сравнении с контролем, однако при этом отмечено снижение образования галлированных катехинов (рис. 2, б). 
                                                     а)                                                        б)
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Рис. 2. Содержание катехинов (мг/г сырого вещества) в листьях микропобегов чая в культуре in vitro при добавлении в среду различных концентраций хлорида натрия

Увеличение концентрации хлористого натрия в 2 раза в питательной среде сопровождалось усилением накопления как простых, так и галлированных катехинов в сравнении с контролем, однако их соотношение было в пользу простых катехинов. В целом следует отметить, что при осмотическом стрессе соотношение простых катехинов к галлированным существенно возрастало: от 0,7 на контроле до 1,7 и 2,2 (маннит и хлорид калия, соответственно), что свидетельствовало о снижении скорости синтеза галлированных катехинов. 

При культивировании микропобегов чая во 2-ом опыте выявленные основные закономерности также подтверждались (рис. 3). Так, в контрольном образце (CaCl2  440 мг/л, без добавления маннита) соотношение простых и галлированных катехинов составляло 1,6. На фоне добавления маннита (осмотический стресс) отмечено существенное снижение содержания галлированных катехинов и рост их соотношения с простыми до 2,5. При увеличении концентрации кальция в питательной среде в 1,5 раза (без маннита) отмечено усиление накопления галлированных катехинов при стабильном содержании простых (соотношение простых к галлированным составило 1,3). При 2-кратном увеличении содержания кальция в питательной среде отмечено увеличение накопления простых катехинов (соотношение приближалось к 3) в сравнении с контролем (соотношение 1,6), что, по-видимому, являлось реакцией на химический состав среды.
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Рис. 3. Содержание катехинов (мг/г абс. сух. в-ва) в листьях чая в культуре
in vitro при добавлении в среду различных концентраций хлорида кальция

При осмотическом стрессе (маннит 40 мг/л) для всех вариантов опыта (за исключением варианта с 2-кратным увеличением концентрации хлорида кальция) прослеживалась закономерность снижения содержания галлированных катехинов, соотношение их с простыми катехинами было в пределах 2,5-3,7. 
Таким образом, установлено, что осмотический стресс, вызванный обезвоживанием или засолением, индуцирует в микропобегах чая в условиях in vitro, преимущественно, накопление простых и, в меньшей степени, галлированных катехинов. Соотношение содержания простых катехинов к галлированным в оптимальных условиях было значительно ниже (0,7-1,6) в сравнении со стрессовыми условиями (2,2-3,7), вызванными добавлением в питательные среды осмотиков.
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