ВСЕРОССИЙСКИЙ КОНКУРС

ЮНЫХ ИССЛАДОВАТЕЛЕЙ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ
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ВВЕДЕНИЕ
Ценность древесины Дуба черешчатого (Quércus róbur), и всё возрастающая потребность в ней наряду с высокими водоохранными, почвозащитными и рекреационными свойствами насаждений дуба делают эту древесную породу одной из самых ценных среди пород-лесообразователей в Европейской части Российской Федерации. Деградация дубрав стала глобальным явлением, она отмечается практически во всех ареалах многих видов дуба на планете по целому ряду причин: это и усыхание деревьев, и нерегулярность их плодоношения, и длинный репродуктивный цикл породы. Кроме того, желуди имеют непродолжительный срок хранения, сильно поражаются вредителями и болезнями, а также поедаются мелкими и крупными лесными животными. Проведение научных исследований, направленных на изучение и поддержание популяций пород древесных растений и их быстрое восстановление путем использования биотехнологических методов – актуальная проблема лесного хозяйства. 

Цель проекта используя технологию клонального микроразмножения, получить плюсовой посадочного материала Дуба черешчатого (Quércus róbur) для лесовосстановления на территории заповедного комплекса «Калужские засеки»
Задачи:
· освоить методику микроклонального размножения Дуба черешчатого (Quércus róbur); 

· изучать вопросы, связанные с особенностями физиологии и биохимии растений, возникающими при культивировании в условиях in vitro, клеточной селекции Дуба черешчатого (Quércus róbur); 

· получить посадочный материал для создания семенной плантацию плюсовых деревьев.

Объект исследования: размножение Дуба черешчатого (Quércus róbur) 

Предмет исследования: клонального микроразмножения  

Методы наблюдение, лабораторный эксперимент

Место реализации проекта 

 Лаборатория клонального микроразмножения ООО «ЗЕЛЕНЫЕ ЛИНИИ – КАЛУГА» д. Игнатовка, заведующий лабораторией Фролова Людмила Владимировна

Сроки реализации: начало январь 2019 - окончание 2022 г

Этапы реализации проекта:
Подготовительный январь 2019
Знакомство с методикой микроклонального размножения древесных пород

Основной – практический февраль 2019 – август 2019
1. Выбор растения-донора, изолирование эксплантов и получение хорошо растущей стерильной культуры.

2. Собственно микроразмножение, когда достигается получение максимального количества меристематических клонов.

3. Укоренение размноженных побегов с последующей адаптацией их к почвенным условиям, а при необходимости депонирование растений-регенерантов при пониженной температуре (+2оС, +10оС).

Заключительный сентябрь 2019 – апрель 2022
4. Выращивание растений в условиях теплицы и подготовка их к реализации или посадке в поле.

Планируемый результат

·  Использование технологии клонального микроразмножения позволят в течение одного года от одного донорного экспланта получать до 500 тыс. микрорастений, готовых к укоренению в почву 

·  Создание семенной плантации плюсовых деревьев Дуба черешчатого (Quércus róbur) 

1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
1.1. Способ клонального микроразмножения in vitro.
 Клональное микроразмножение – это массовое бесполое размножение в культуре клеток и тканей, при котором возникшие растения генетически идентичны исходному экземпляру.

In vitro (лат. «в стекле») — это технология выполнения экспериментов, когда опыты проводятся «в пробирке» — вне живого организма. 

Данный способ появился в 1957 г., когда американские исследователи Скуг и Миллер разработали методы регенерации растений из каллусной ткани путём её обработки фитогормонами - ауксинами и цитокинином, что сделало возможным получение безвирусного посадочного материала сельскохозяйственных растений

Преимущества технологий культуры in vitro растений по сравнению с традиционными методами получения посадочного материала:

массовое получение растительного материала в короткие сроки;

· круглогодичная работа независимо от погодных условий;

· оздоровление посадочного материала;
· возможность автоматизации процесса клонального микроразмножения;

· генетическая однородность посадочного материала

Процесс получения саженца начинается с клонального микроразмножения, осуществляемого в специальной лаборатории. Технология заключается в получении in vitro, то есть в стерильных условиях, вегетативным способом растений, генетически идентичных исходному материалу, благодаря чему за короткое время удается получить оптимальное количество микропобегов. Приложение 3. Схема клонального микроразмножения

Для достижения результата меристематическая ткань вычленяется из вегетативной почки под микроскопом, после чего для культивации помещается в разные по гормональному статусу питательные среды. Перед выведением обязательно проводится тестирование растения на вирусы, поскольку для всех культур характерен свой набор вирусов, влияющих как на внешний вид, так и на обменные процессы, фотосинтез, репродуктивность и качество урожая. На каждом этапе культивирования осуществляется жесткий контроль качества. Микрорастения, полученные в культуре in vitro, считаются оздоровленными, имеют более высокий морфогенетический потенциал, являются ювенильными, быстро наращивают вегетативную массу и раньше вступают в пору плодоношения.
1.2 . Особенности клонального микроразмножения Дуба черешчатого 
Работы по культуре ткани древесных растений впервые были начаты в середине 20-х годов прошлого века во Франции. Роже Готре работал с несколькими видами вяза и сосны. В середине 1960-х годов Матес получил первые регенеранты осины, которые были доведены до почвенных культур.

Однако культивирование тканей древесных растений имеет ряд трудностей. Древесные культуры отличаются медленным ростом, плохой укореняемостью, содержанием фенольных соединений, приводящих к ингибированию роста эксплантов. (Эксплант — группа клеток, отделенная от материнского организма. Используется в биологических исследованиях, связанных с микроклональным размножением растений)

 Кроме того, с возрастом дерева-донора регенерация тканей значительно замедляется, в них происходит накопление внутренней инфекции. Но несмотря на перечисленные трудности, к настоящему времени насчитывается более 200 видов древесных растений из 40 семейств, которые были размножены in vitro (каштан, дуб, береза, клен, осина, секвойя, гибриды тополей и осины, некоторые хвойные и др.).

При микроразмножении дуба, в отличие от других древесных видов, возникает много сложностей. Об этом упоминается в многочисленных статьях отечественных и зарубежных авторов. Так, например, указывается, что у развивающихся почек в условиях in vitro происходит отмирание верхушки почки (апикальное усыхание); экспланты необходимо постоянно снабжать ростовыми гормонами, направляющими их развитие в ту или иную сторону, и часто пересаживать на свежую питательную среду.

До настоящего времени исследования по микроклональному размножению дуба черешчатого проводились в основном на ювенильном материале (проростках желудей). Деревья дуба значительно различаются по внешним фенотипическим признакам: высоте, форме ствола, ветвистости, урожайности. Селекция ведется на выявление плюсовых деревьев, обладающих этими признаками в большей степени.

В силу ветроопыляемости дуба в естественных условиях определить, какое дерево является опылителем (отцом), практически невозможно, поэтому семенное потомство плюсовых деревьев может не проявлять признаков плюсовости. В связи с этим для сохранения материнского генотипа наиболее перспективным подходом является микроклональное размножение (почками, побегами) взрослых плюсовых деревьев. При этом растения-регенеранты будут обладать всеми признаками материнских деревьев.

Необходимо поэтапное освоение методики. Для подбора способов стерилизации, минерального и гормонального состава питательных сред целесообразно начинать с размножения ювенильного материала. После чего можно приступать ко второму этапу – разработке методики для размножения взрослых деревьев.
ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ

2. Реализация проекта (выполненные этапы работы)
2.1 Выбор растения-донора (приложение 4 Фото растения-донора)
В качестве растения-донара было выбрано дерево, произрастающее в лесном массиве сельского поселения Д. Игнатовка. Помощь в выборе оказали сотрудники Людиновского лесничества  

Донор обладал следующими характеристиками: дерево здоровые, нормального развития, густо облиственные, окраска и величина листьев нормальные, заболеваний и повреждений вредителями нет, без механических повреждений
2.2 Получение меристемных эксплантов 
Получение меристемной ткани осуществил сотрудник лаборатории, отделив от нужного экземпляра растения и поместил его на специальную питательную среду в пробирки Приложение 4. Фото Получение меристемных эксплантов. 

При работе были обеспечены условия для получения стерильной культуры
Проводилась стерилизация исходного растительного материала

2.3 Приготовление питательной среды 

На вводе была подготовлена питательная среда Мурасиге и Скута 

Приложение 4 Фото. Приготовление питательной среды

Порядок приготовления питательной среды следующий. Навеску агара, 6-8 г/л, заливают половинным, от запланированного объема, количеством во​ды и нагревают на электроплитке до полного растворения. В отдельном ста​кане растворяют навеску сахарозы. В другом последовательно смешивают раствор макро- и микроэлементов, хелата железа, витаминов, фитогормоноп, хлористого кальция и, если необходимо, других добавок. Затем объединяют все растворы, доводят объем до требуемого количества и нагревают до нача​ла кипения, но не кипятят. Проверяют pH среды лакмусовой бумагой или с помощью рН-метра. При необходимости доводят pH среды до требуемой ве​личины с помощью НС1 или КОН. Кислоту или щелочь добавляют по кап​лям, активно перемешивают, каждый раз проверяя pH среды. Готовую пита​тельную среду разливают в культуральные сосуды - пробирки, колбы, чашки Петри и т.д., так, чтобы она занимала не более четверти их объема. Закрыва​ют сосуды проавтоклавированными ватно-марлевыми пробками (в случае работы с культурой зародышей) или алюминиевой фольгой. Помещают про​бирки в штативы, колбы, стаканчики и т.д. в биксы и автоклавируют в авто​клаве при давлении 0,75-0,8 атм в течении 15 минут. При автоклавировании следует учесть некоторые особенности. 
2.4. Получение растущей стерильной культуры.

Меристемные растения выдержаны в специальном шкафу в течение 40 дней при освещении до 14 ч. в сутки.

Размножение: через 1-1,5 месяца микрочеренки уже имели размер горошины, у них образовались зачатки всех вегетативных органов растений. Подрощенные микрочеренки разделили на пять-семь частей. («Кусочки» (вновь полученные меристемные черенки) можно снова проращивать в пробирках в течение 20-30 дней.) Приложение 4 фото Эксплант на питательной среде в пробирке
Укоренение и адаптация: когда меристемные микрочеренки образовали достаточную корневую систему, их извлекли из склянок и пересадили в горшочки, заполненные легким торфом. Затем горшочки установили в защищенную среду (тепличный комплекс ООО «Зеленые линии») Через 6 недель микрочеренки привыкли к естественным условиям выращивания.

Подращивание: после укоренения и адаптации новые растения выращивались по агротехнике, свойственной данной культуре, в сентябре были высажены в школьную теплицу. Весной они будут пересажены в открытый грунт. (Приложение 5 фото Проращивание в теплице).
2.5. Реализация проекта (предстоящие этапы работы)

Высадка саженцев на постоянное место. Полученный посадочный материал планируется передать в дар заповедному комплексу «Козельские засеки»

ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНЫЙ 
В ходе реализации проекта на подготовительном этапе:

1. освоена методика микроклонального размножения Дуба черешчатого (Quércus róbur)
- 40 миристемных образцов помещены в питательную среду

- из каждого микрочеренка была выделена самая развитая часть и помещена в питательную среду, способствующую развитию корневой системы (2 банки по 20 шт).
2. Изучены вопросы, связанные с особенностями физиологии и биохимии растений, возникающими при культивировании в условиях in vitro, клеточной селекции Дуба черешчатого (Quércus róbur): 
-у развивающихся растений в условиях in vitro происходит отмирание верхушки почки (апикальное усыхание), поэтому экспланты постоянно снабжались ростовыми гормонами и пересаживались на свежую питательную среду.
- более сильные растения в количестве 32 шт были пересажены в индивидуальные сосуды.

3. Полученный посадочный материал плюсовых деревьев пересажан в школьную теплицу для зимовки в защищенном грунте.
Размноженный in vitro ценный генетический материал дуба может быть использован для закладки архивов клонов и испытательных культур на различных территориях, в том числе и природоохраняемых Используя биотехнологические приемы, можно вырастить необходимое количество.
Микроклональное размножение древесных растений имеет большое значение для практического лесоводства, поскольку биотехнологические подходы дают возможность получения заданного количества посадочного материала с улучшенными наследственными свойствами независимо от периодичности плодоношения деревьев, что способствует повышению качественного состава лесонасаждений и обеспечивает значительный экономический эффект. Появляется возможность размножения отдельных деревьев, имеющих ценный и уникальный генотип, а также сохранения исчезающих видов и, следовательно, биоразнообразия.
ЛИТЕРАТУРА И ИНТЕРНЕТ-РЕСУРСЫ

· Перспективы использования технологии клонального микроразмножения древесных видов для лесовосстановления - Д. Н. Зонтиков, И. А. Коренев – Центрально-Европейская лесная опытная станция, филиал ФБУ ВНИИЛМ

· О восстановлении Козельских Засек как уникального природно-исторического объекта -Д. М. Павлов, старший гос. инспектор Березичского лесничества национального парка «Угра» http://old.forest.ru/rus/bulletin/31/7.html 
· Клональное микроразмножение растений https://medbe.ru/materials/problemy-i-metody-biotekhnologii/klonalnoe-mikrorazmnozhenie-rasteniy/ 
· Клональное микроразмножение – принципиально новый метод вегетативного размножения - http://втораяиндустриализация.рф/klonalnoe-mikrorazmnozhenie/ 
· Лаборатории клонального микроразмножения ООО «ЗЕЛЕНЫЕ ЛИНИИ – КАЛУГА» http://ecokultura-ssnab.ru/index.php?Laboratorija_mikroklonalnogo_razmnozhenija&id=2&id2=1
ПРИЛОЖЕНИЕ

Приложение 1 

Для приготовления питательных сред необходимо наличие следующей химической посуды:

· колбы Эрленмейера на 1,2,3,5 л;

· стаканы мерные на 0,2, 0,5, 1 л;

· стаканы химические на 0,2, 0,5, 1 л;

· цилиндры мерные на 25 мл, 50 мл, 100 мл, 500 мл;

· пипетки на 1 мл, 5 мл, 10 мл;

Посуда для выращивания изолированных тканей:

· пробирки биологические 16 мм;

· пробирки биологические 21 мм;

· колбы Эрленмейера широкогорлые на 100 мл, 150 мл, 250 мл;

· стаканы лабораторные на 50 мл, 100 мл;

· чашки Петри;

Инструменты для изолирования апексов, зародышей, посадки и работы с конгломератами почек, каллусных тканей, фрагментами различных органов растений, микрорастений при посадке на питательные среды:

· скальпели хирургические остроконечные № 130, глазные средние, малые;

· пинцеты хирургические 15 см;

· набор микроинструментов, разработанный авторами, патент № 2216927. -Джигадло М.И., Джигадло Е.Н. 2003.
Приложение 2
Дуб черешчатый. описание
Дуб черешчатый (Quercus robur) - крупное мощное дерево до 40 м высотой с широко-пирамидальной, асимметричной и сильно ветвистой кроной, с крепкими вет[image: image5.jpg]


вями и толстым стволом (1—1,5 м в диаметре). На 20—30 году на коре образуются более-менее глубокие трещины. У деревьев, выросших на свободе, кора до 10 см толщины. Распространен почти во всей Европе от Пиренейского полуострова до Урала. Листья обратнояйцевидные или продолговато-обратнояйцевидные, длиной 7-15 см, на черешках около 5 мм, перистолопастные (лопастей обычно 6 пар), весной красноватые, летом зеленые, кожистые, слегка блестящие. Цветки раздельнополые. Цветение начинается у деревьев возрастом от 40 до 60 лет, вместе с распусканием листьев, обычно в мае. Растение однодомное.  Мужские цветки собраны в висячие сережки длиной 2-3 см, выходящие из пазух почечных чешуй. Женские цветки собраны в соцветия (от 3 до 12 цветков в каждом), которые образуются в пазухах верхних листьев побегов. Плод — желудь продолговатый, длиной 2-3 см, односеменной (изредка с 2-3 семенами). В зрелом состоянии серый или бурый с продольными зелеными полосками. Созревает в сентябре-октябре. 
Корневая система состоит из очень длинного стержневого корня; с 6—8 лет начинают развиваться боковые корни, тоже уходящие глубоко в землю.
Обычно живёт до 300—400 лет. Рост в высоту прекращается в возрасте 100—200 лет. Встречаются экземпляры, возраст которых около 2000 лет.
Описание: лиственное дерево с плотной, раскидистой кроной. Высота 40 м, ширина 25 м.
Темп роста: медленный. Активная фаза роста наблюдается в первые 20 лет, когда годовой прирост составляет 30 см. в высоту и 20 см. в ширину.
Долговечность: от 400 до 1500 лет. 
Цветки: желто-зеленые, плоские, округлые, 0.4 см. Цветет с конца мая - до начала июня. Чаще всего цветение длится 10 дней.
Листва: темно-зеленая. Осенью желто-бурая. Листья обратнояйцевидные, 5-7 лопастные, от 10 до 15 см.
Свет: любит солнечные места, мирится с небольшим затенением
Влага: не переносит застоя влаги, растёт при любой влажности почвы, Одна из особенностей Дуба черешчатого состоит в том, что он хоть и не переносит застоя влаги, но может спокойно выдерживать затопление до трех недель
Почва: может расти на любой почве. Желательно рыхлая и плодородная, может расти на засоленных почвах.
Морозостойкость: высокая.
Декоративность: Дуб черешчатый декоративен своей кроной, которая красива сама по себе, даже без листвы.
Посадка и уход за дубом черешчатым
Хорошо растет на плодородных, не кислых почвах (см. Что такое кислотность почвы: определение и регулирование pH). Дуб светолюбив, постарайтесь выбрать для него солнечное место. Однако полностью открытых мест следует избегать, т.к. саженцы могут страдать от заморозков и ветра. В молодом возрасте дуб растет медленно, в этот период роста окружите его кустарниками или другими деревьями.
Корневая шейка не должна быть заглублена, лучше если она будет на уровне земли, или выше.  Заглубление корневой шейки негативно сказывается на последующем росте дерева. 
Необходим регулярный полив и прополка в первые годы после посадки. За месяц до начала листопада прекращают дополнительный полив, чтобы деревья лучше подготовились к зиме.
Дуб подвержен такому заболеванию как мучнистая роса, особенно молодые деревья. Что бы этого не произошло нужна обработка растений садовой (коллоидной) серой (30—40 г на ведро воды), или другими серосодержащими препаратами. 
Полезные свойства:
Кору и листья дуба черешчатого широко применяют в народной медицине и гомеопатии. Они обладают противовоспалительным, вяжущим, кровоостанавливающим, седативным и противоглистным действиями. Отвары и настойки используют при заболеваниях ЖКТ, поносах, коликах, колитах, обострении язвенной болезни, кровотечениях, варикозном расширении вен, печеночных и селезеночных заболеваниях.
Дубовая кора также применяется как средство от геморроя, недержания мочи, экземы (делают примочки), обморожения (в виде ванночек), ожогов, золотухи, кровоточивости десен
Не обойтись без нее и при наличии запаха изо рта, излишней потливости ног. А ванны с добавлением дубового экстракта улучшают кровообращение, дарят хорошее самочувствие, укрепляют иммунитет и организм в целом.
Приложение 3 
Схема клонального микроразмножения
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Апикальная меристема в верхушечной почке побега
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А - продольный разрез; Б - конус нарастания (внешний вид и разрез); В - клетка первичной меристемы; Г - клетка из сформировавшегося листа (1 - конус нарастания, 2 - первичный бугорок, 3 - вторичный бугорок - бугорок пазушной почки, 4 – примордии - зачаточные листьев).

Приложение 4 
Растение-донор
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Получение меристемных эксплантов
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Приготовление питательной среды
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Эксплант на питательной среде в пробирке.
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Размножение. Отработка приемов деления микрочеренка 
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Номинация ботаника и экология растений  








ПОЛУЧЕНИЕ ПЛЮСОВОГО ПОСАДОЧНОГО МАТЕРИАЛА 


ДУБА ЧЕРЕШЧАТОГО (Quércus róbur)  
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КЛОНАЛЬНОГО МИКРОРАЗМНОЖЕНИЯ  
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