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Анотацiя. Одним iз факторiв навколишнього середовища, що приводять до зна-
ного зниження врожайностi рослин є засолення грунтiв. У зв’язку з загальним погiр-
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земель, зростає необхiднiсть в селекцiї солестiйких форм рослин. Можливiсть вивче-
ння стрес-стiйкостi, в тому ж числi i дає використання культури рослинних клiтин.
Перевагами стiйкостi до абiотичних чинникiв рослин в умовах in vitro є швидка
оцiнка полiгенної стiйкостi. Використання методу клiтинної селекцiї iз застосуван-
ням летальних доз IВМ є гарантованим методом видiлення клiтинних культур, котрi
вiдзначаються активною життєдiяльнiстю в умовах дiї такого стресового навантаже-
ння. Отримано клiтиннi лiнiї тютюну, стiйкi до катiонiв барiю, (Ba-СКЛ). Частота
видiлення стiйких варiантiв у будь-якого генотипу вiдповiдала порядку 10−6. В клi-
тиннiй селекцiї стiйкiсть оцiнюють за вiдносним приростом бiомаси калюсу (∆m),
який вказує на ступiнь життєдiяльностi (стресового ураження). Концентрацiя катiо-
нiв Ba2+, яка застосовувалась, була летальною для клiтинних культур дикого типу.

Отриманi стiйкi культури вважали стiйкими клiтинними лiнiями, що доводиться
подальшими отриманими фактами. Вони характеризувалися стабiльною пролiфера-
цiєю за дiї iонiв-стресорiв та зберiгали цю ознаку у клiтинних поколiннях пiсля три-
валого вирощування без селективного тиску.

Ключовi слова: засолення, клiтинна селекцiя, Nicotiana tabacum L., стрес-стiйкiсть,
iони K+ та Na+, регенеранти, бiлок, лiнiї.
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Abstract. Soil salinity is one of the environmental factors that lead to a significant
reduction in plant yields. Due to the overall deterioration of the global environmental
picture and the widespread use of artificial irrigation, there is a growing need to breed
salt-resistant plant species. The use of plant cell culture also makes it possible to study
stress resistance. The advantage of in vitro testing of plant resistance to abiotic factors is
the rapid assessment of polygenic resistance. The use of the cell selection method with the
application of lethal doses of IPM is a guaranteed method of isolating cell cultures that
are characterised by active vital activity under the influence of such a stress load. The
tobacco cell lines resistant to barium cations (Ba-CCL) were obtained. The frequency of
isolation of resistant variants in any genotype corresponded to the order of 10−6. In cell
breeding, resistance is assessed by the relative increase in callus biomass (∆m), which
indicates the degree of vital activity (stress damage). The applied concentration of Ba2+

cations was lethal for wild-type cell cultures.

The obtained resistant cultures were considered to be resistant tobacco cell lines, which
was proved by further results. They were characterised by stable proliferation under the
influence of stressor ions and retained this feature in cell generations after prolonged
cultivation without selective pressure.

Key words: salinity, cell selection, resistance, Nicotiana tabacum L., stress tolerance,
K+ and Na+ ions, regenerant, ptotein, lines.

Вступ. Збiльшення числа чисельностi населення нашої планети є серйозним ви-
кликом для сталого соцiального розвитку, який потребує постiйного нарощування
виробництва сiльськогосподарських рослин. Абiотичний стрес, спричинений змiна-
ми клiмату, приводить до порушення процесiв на фiзiологiчному та молекулярному
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рiвнях, якi впливають на рiст/розвиток рослин, що призводить до втрат врожайностi
у виробництвi культур [12, 11, 16].

Серед абiотичних стресiв найбiльший шкодочинний вплив спричиняє осмотичний
стрес – засолення [2, 15]. Для зниження шкiдливого впливу засолення на врожайнiсть
рослин iснує потреба у солестiйких генотипiв рослин.

Одним iз найбiльш перспективних напрямкiв вирiшення проблеми отримання i
стрес-стiйких форм рослин вважають клiтинну селекцiю [7, 17].

Вiдомо, що абiотичнi стреси викликають комплекс взаємно пов’язаних реакцiй,
якi можуть протiкати одночасно або почергово. Тому для первинної селекцiї доцiльно
було б обирати агент, котрий вiдзначався як специфiчною так i загальною шкодочин-
ною дiєю.

Мета. Вiдбiр комплексно стiйких генотипiв, то пiд час кожного окремого пасиру-
вання завжди провадили змiну умов культивування Моделюючим стресовим агентом
обрати речовину, яка характеризується високою токсичнiстю у вiдносно малих кiль-
костях. Тому вона може призводити до значних уражень клiтини. Клiтинна селекцiя
стає головним методом отримання рослинних форм з унiкальними характеристика-
ми. Такими характеристиками вiдзначаються iони важких металiв (IВМ) [4, 6, 22].

Матерiали i методи. Для створення модельної системи in vitro було викори-
стано iон Ba2+. Селектуючу концентрацiю iона барiю визначали в попереднiх екс-
периментах. Нею вважали найменшу кiлькiсть стресора яка припиняла розвиток
клiтинної культури дикого типу. Якщо пiсля повернення в нормлаьнi умови життє-
дiяльнiсть культури вiдновлювалась концентрацiю стресового чинника пiдвищували.
Таким чином запобiгали вiдбору адаптантiв. Якщо iон, який застосовувався, вима-
гав особливих модифiкацiй середовища, то такi змiни проводились з урахуванням
збереження якiсного та кiлькiсного складу живильних середовищ [11, 21, 22].

В клiтиннiй селекцiї велике значення має феномен життєдiяльностi стiйкої клi-
тинної культури. Стiйкою вважають культуру, яка тiльки витримує стресовий тиск
при повному гальмуваннi ростових процесiв, а вiдновлює пролiферацiю лише за нор-
мальних умов. В наших експериментах вiдбирались культури, якi зберiгали рiст i
розвиток впродовж всього термiну культивування. Для визначення стiйкостi постiй-
но контролювався показник вiдносного приросту бiомаси (∆m):

∆m =
(m1 −m0)

m0

m0 – маса клiтин на початку пасажу, m1 – маса клiтин в кiнцi пасажу [5, 17].
Результати та обговорення. Оскiльки метою експерименту був вiдбiр ком-

плексно стiйких генотипiв, то пiд час кожного окремого пасирування завжди прова-
дили змiну умов культивування. Кiлькiсть пасажiв на окремому середовищi (строк
культивування) був довiльний. Перевiрку робили, використовуючи клiтиннi культу-
ри тютюну.

Ва-СКЛ були отриманi в результатi первинної селекцiї на середовищi з летальною
концентрацiєю iону Ba2+. Пiсля нарощування клiтинної бiомаси на селективному
середовищ вiдбору калюс паралельно пасирували на контрольному середовищi (н.у.)
та на селективних середовищах iз Ba2+.

У таблицi 1 подано параметр ∆m для СКЛ тютюну (вiдповiдно 2-й i 6-й пасажi);
кожний окремий пасаж не перевищував 35 дiб. Пасаж, наступний пiсля процедури
плейтингу вважали нульовим. Клiтиннi культури 6-го пасажу перед вимiрюванням
∆m три пасажi, з 3-го по 5-й, вирощували за нормальних адаптацiйних ефектiв i
оцiнювати виключно генетичнi параметри стiйкостi.

Концентрацiя катiонiв Ba2+, яка застосовувалась, була летальною для клiтинних
культур дикого типу.
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З наведеної таблицi зрозумiло, що Ba-СКЛ тютюну зберiгали властиву життєдi-
яльнiсть при рiзких змiнах умов вирощування: стрес – норма – стрес. При цьому,
однак, варто вказати, що за нормальних умов ∆m клiтинних варiантiв був вищим i
перебував у межах 3,74-6,37.

Табл. 1: Вiдносний прирiст бiомаси калусу (∆m) Ba-СКЛ тютюну рiзних
пасажiв при культивуваннi на селективному середовищi з 2мМBa2+

Table 1. Relative increase in callus biomass (∆m) of Ba-RCL of tobacco of
different passages during cultivation on selective medium with 2mMBa2+

Стiйка клiтинна лiнiя, ∆m
культура 2-й пасаж 6-й пасаж
ТЮТЮН
СКЛ № 2 4,70 ± 0,17 5,00 ± 0,93
СКЛ № 13 2,85 ± 0,20 1,00 ± 0,21
СКЛ № 17 1,50 ± 0,02 3,33 ± 0,23
СКЛ № 19 1,25 ± 0,03 0,96 ± 0,39
Контроль Росту не було Росту не було

Серед стiйких клiтинних лiнiй тютюну були видiленi навiть надстiйкi варiанти,
котрi демонстрували пролiферацiю у присутностi 5мМ катiонiв барiю, тобто витри-
мували дозу токсиканта у 2,5 разiв вищу летальної.

Вiдомо, iони Ва2+ впливають на перенесення iонiв К+. Iонна взаємодiя/антагонiзм
вiдзначена i для iнших катiонiв. Отже стiйкiсть до засолення може бути пов’язана iз
кiнетикою переносу токсичних катiонiв або структурою самих транспортерiв. При-
пускаємо, також, що крос-стiйкiсть до iонiв Ва2+ як фактора до засолення пов’язана
iз змiною в’язкостi мембран, яка викликається змiною ступеня насиченостi їх лiпiдiв
[1, 4, 7, 21, 22].

Одним з встановлених ефектiв, який може чинити iон важкого металу в бiологi-
чних системах, є функцiя стабiлiзатора структур. Ця функцiя виконується в простих
випадках, коли мають на увазi орiєнтуючий вплив iонiв в комплекснiй сполуцi. Ко-
ли метал стабiлiзує структуру бiлкiв у ферментi, не впливаючи на процес каталiзу.
В тому випадку, коли iон металу утворює каталiтичну структуру iз якiсно новими
показниками [7, 9, 20, 21]. Однак остання подiя iмовiрна лише в присутностi iона
металу. В нашому випадку крос-стiйкiсть Ва-СКЛ пiдтверджується пролiферацiєю
та ростом культури на будь-якому селективному середовищi. Скорiше за все така
подiя здiйснюється за рахунок компартментацiї токсичних iонiв. Таке припущення
пiдтвердилось при визначеннi вмiсту вiльного пролiну у стiйких клiтинних лiнiй.

Пролiн – виняткова вторинна амiнокислота. Оскiльки в складi молекули мiсти-
ться α-атом азоту у пiролiдиновому кiльцi, пролiн не є (подiбно iншим амiнокисло-
там) звичайним субстратом для ферментiв амiнокислотного метаболiзму – декарбо-
ксилаз, амiнотрансфераз, рацемаз. Натомiсть iснує сiмейство метаболiзуючих про-
лiн ферментiв iз власним клiтинним розташуванням та регуляторними механiзмами
[8, 11, 14, 19]. Пролiн вiдiграє вирiшальну роль в клiтинних механiзмах i як скла-
дова протеїнiв, i як вiльна амiнокислота. Завдяки циклiчнiй структурi, пролiн має
обмежену конфiрмацiйну гнучкiсть, що визначає, в кiнцевому рахунку, стабiлiза-
цiю/дестабiлiзацiю вторинної структури бiлку.

Висока iонна сила культурального середовища викликала накопичення пролiну.
Однак ця подiя стосувалась клiтин, якi вирощували у присутностi солей морської
води. Ця адаптивна вiдповiдь пов’язана, очевидно, iз дiєю анiонiв. На користь цього
припущення вказує тотожнiсть змiн балансу K+/Na+, яку спостерiгали в клiтинах
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при перенесеннi на середовища iз будь-яким типом засолення. Зростання/зменшення
рiвня амiнокислоти у культурi узгоджувалась iз стадiями клiтинного циклу [7, 10,
23].

У галофiтiв в умовах засолення також вiдбуваються змiни неорганiчних iонних
компонентiв i супровiдне з ним зростання вмiсту пролiну [9, 14, 18, 20]. При цьому
акумуляцiя амiнокислот у них розцiнюється як адаптивна ознака солестiйкостi.

Саме це вказує на чергування подiй активного синтезу/використання пролiну в
межах, необхiдних для пiдтримання росту культури при дiї конкретного стресового
чинника. Цей феномен властивий Ва-СКЛ.

В таблицi 2 наведено показники рiвня вiльного пролiну, визначеного в клiтинах
Ва-СКЛ тютюну на 14 день культивування в присутностi 1,5 кратно летальної дози
iонiв Ва2+. Таку концентрацiю токсичних катiонiв витримувала переважна бiльшiсть
стiйких клiтинних лiнiй тютюну. Тому пiсля додаткового скринiнгу серед СКЛ видi-
ляли та культивували клiтиннi варiанти лише з таким рiвнем стiйкостi.

Табл. 2: Вмiст вiльного пролiну в калусi Ва-СКЛ тютюну при культивуваннi
в присутностi катiонiв Ва2

Table 2. Free proline in tobacco callus Ва-RCL whten cultured in the presence
of Ва2+cation

Стiйка клiтинна лiнiя Пролiн мг %/г сирої маси
Середовище
В5Гамборга

Середовище
В5Гамборга∗+3мМВа2+

СКЛ № 2 6,13 ± 0,53 1,70 ± 0,034
СКЛ № 9 7,50 ± 0,11 11,80 ± 0,24
СКЛ № 10 7,72 ± 0,33 9,00 ± 1,77
СКЛ № 14 9,71 ± 1,05 7,25 ± 0,17
Контроль 10,70 ± 0,29 3,63 ± 0,24

Оцiнюючи у Ва-СКЛ два визнаних параметра солестiйкостi, а саме взаємовiд-
ношення iонiв K+/Na+ i рiвень вiльного пролiну паралельно, помiтно, що суттєве
зниження першого показника вiдносно контролю викликає засолення будь-якого ти-
пу.

Стiйкiсть рослин тютюну супроводжувалась пiдвищеним рiвнем вiльного пролi-
ну в листках. Пiдвищення вмiсту пролiну вiдбувалось за рахунок його синтезу i,
можливо, часткового транспорту з коренiв пiсля їхнього утворення de novo. Дина-
мiка коливань вмiсту амiнокислоти спiвпадала з характером змiн, зафiксованих у
клiтинних лiнiй, культивованих за умов засолення.

Отже у пiдтриманнi солестiйкостi рослин ключову роль вiдiграють механiзми,
реалiзованi на клiтинному рiвнi. Експериментальна система: стiйка клiтинна лiнiя –
стiйка рослина-регенерант – стiйке потомство – спрацьовує у всiх ланках.

Вiдомо, що збiльшення позаклiтинного бiлкового пулу часто пов’язано з фосфо-
рилюванням по тирозиновим сайтам та визначає статус культури [1, 2, 3, 13, 23].

Аналогiчна подiя перерозподiлу бiлку було вiдмiчено при культивуваннi Ва-стiйких
клiтинних лiнiй тютюну при хлоридному та сульфатному засоленнях. В той же час
вмiст бiлку в клiтинах за стресових умов був нижчим.

Вiдмiченi явища, на нашу думку, вiдображають особливостi функцiонування клi-
тин, а в цiлому можуть свiдчити на користь нормальної життєздатностi варiантiв
при стресовому тиску.

Рослини R0, а також насiння та проростки R1 тестувались in vitro в умовах прямої
дiї засолення (25,0 г/л солей морської води).
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Рис. 1: Електрофорез розчинних бiлкiв тютюну за сольового стресу, куль-
тивований за умов in vitro
Figure 1. Electrophoresis of soluble proteins of tobacco under salt stress culti-
vated underconditions of in vitro

*К – тютюн, рослина, дикий тип, нормалi умови; 1 – калюс, дикий тип, солi
морської води; 2 – Ва-стiйка лiнiя, солi морської води; 3 - Ва-стiйка лiнiя, Na2SO4 [3,
17, 20].

Рис. 2: Проростання насiння R1 пiсля 21-о витримування при засоленнi
(2,5% солей морської води)
Figure 2. Germination of R2 seeds after 21 incubations under inoculation with
2.5% seawater salt
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Рис. 3: А. Контроль (1) та рослина – регенерант (2) пiсля 5-ти денної по-
сухи; Б. Контроль та рослина – регенерант, культивированi при засоленнi
в умовах in vitro
Figure 3 A. Control (1) and plant – regenerants (2) at 5 days dryness; B.
Control and plant – regenerants, cultivated under the conditions in vitro

Рослини R0 за стресових умов формували корiння та листочки. Це свiдчить про
нормальну життєдiяльнiсть органiзму, яка пiдтримується за рахунок найсуттєвiших
метаболiчних процесiв. Про спрямованiсть реакцiй свiдчить обмежений протеїновий
пул в клiтинах рослин.

Застосування iонiв Ва2+ у клiтиннiй селекцiї показало великий потенцiал їхньої
придатностi для отримання рослинних форм iз пiдвищеним рiвнем солестiйкостi.
Фактично, замiсть типового глiкофiту, яким є тютюн, з’явився новий генотип, що
за стiйкiстю (розвивається у присутностi 2,5%-ного засолення) вiдповiдає класичним
галофiтам.

Висновки. Ва-СКЛ реагують на дiї конкретних iонiв-стресорiв. Присутнiсть ка-
тiонiв Ва2+ впливає на iонний баланс, утримуючи K+, що, однак не є єдиною причи-
ною солестiйкостi. У СКЛ змiнюється рiвень вiльного пролiну в залежностi вiд типу
осмотичного стресу. При цьому проявляється детоксикуюча роль пролiну.

Залучення iонiв важких металiв в клiтиннiй селекцiї дало можливiсть отримати
клiтин стiйкi лiнiї та рослин до засолепнняю. Такий перспективний бiотнехнологi-
чний метод дозволяє забезпечити отримання нових стресостiйких генотипiв будь-
яких сiльськогосподарських культур.
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РIДКIСНI ТА ЗНИКАЮЧI ВИДИ ТРАВ’ЯНИСТИХ РОСЛИН, ЩО
ЗРОСТАЮТЬ У ЛIСОПАРКУ ДРУЖБИ НАРОДIВ (М. ДНIПРО)

I. Г. Сущенко1, А. М. Кабар1, М.О. Квiтко1,2, Ю. В. Лихолат1

1 Днiпровський нацiональний унiверситет iменi Олеся Гончара, м. Днiпро, Україна
2 Криворiзький державний педагогiчний унiверситет, м. Кривий Рiг, Україна

Анотацiя. Для червонокнижних рослин Днiпропетровської областi з кожним ро-
ком все бiльше уваги повинно придiлятися саме захисту ареалiв видiв, що зростають
на теренах мiст – в урбоценозах. Їхнiй статус та екологiчна цiннiсть мають безпосе-
реднє значення для змiцнення фiтоценотичних зв’язкiв мiж рослинами у навколи-
шньому середовищi. Рослини природних фiтоценозiв, якi збереглися в парковiй зонi
м. Днiпро пристосувалися до таких жорстких умов за рахунок змiн, якi вiдображаю-
ться у функцiонуваннi рослинних органiзмiв. Завдяки цьому можуть зростати тiльки
види, що набули адаптивних здiбностей до умов довкiлля. Так, у лiсопарку Дружби
народiв збереглися у первинному станi дiлянки природних фiтоценозiв до складу
яких входять рiдкiснi види рослин, що вiдносяться до степової, лучної та болотної
рослинностi. Вiдповiдно до закону України “Червона книга України” вiд 7 лютого
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