
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

ЕКОЛОГІЯ 1 БІОТЕХНОЛОПЯ

УДК 580.027 2 633.88
Н.М, Страшнюк, Л.Р, Грицак
Тернопільський державний педагогічний університсг імені Володимира Гнатюка 
4602- Тернопіль, пул М Кривоноса. 2

ВИКОРИСТАННЯ КУЛЬТУР КЛІТИН І ТКАНИН ЛІКАРСЬКИХ 
РОСЛИН ДЛЯ ОТРИМАННЯ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН

тіаарські у? а слина кьчьпіурії клітин і тканин, т іг1Г]і, Мячогсчт> ахягияні речовини

Лікувальні втасіивості рослин залежать від наявності в них комплексу різних за хімічною 
структурою і тер але ві нчною дією речовин Культивовані клітини рослин зберігають 
притаманну вихідному виду здатність синтезувати широкий спектр речовин вторинного 
метаболізму алкалоїдів, тЕрпеїіощів, глікозидів, сапонінів. полісахаридів, ефірних олій, 
дубиіьнич речовин, флавонів, вітамінів, рослинних гормонів, МІКРОЕЛЕМЕНТІВ, органічних 
кислот, мінеральних солей тої но [15] 1 тому для отримання цінних біологічно активних 
речовин, поряд з традиційними ■гехнопоґіямн. в основі яких лежить використання ЦІЛИХ 
організмів (мікроорганізмів- рослнн, івариц), використовують біогЕхнопоґічнІ МЕТОДИ, що 
ґрунтуються на культнпупанні вільних та іммобілізованих клітин [28]

Культура клітин, для того ш об стати об'єктом промислового вирощування, повинна 
витримати конкурЕнцію з дикорослими і культурними лікарськими, технічними рослинами, а 
також J мікробіологічним виробництвом і хімічним спіггеюм. Порівняно з традиційною 
лікарською сировиною, культури клітин мають такі переваги: незалежність від впливу 
факторів навколишнього середовища (кеlмеіу, се юну, печоди, іруїлоних умов, шкідників 
тошо), вищий вихід і якість продукту іавдяки опгимвації і стандартизації умов вирощування, 
економія ПОСІВНИХ ППОЦГ [10]

Однак, у сучасному біотпхнологічпому виробництві використовується невелика кількість 
ь.і тонших і тканинних культур Зумовлено це відносно низькою продуктивністю штамів, а 
також зим, що продуктивність відсе.^!Еініовацих нарішіїв, як правило, швидко шнжусться до 
середнього популяційного рівня Тому актуальним залишається з'ясування закономірностей, 
шо лпжаїь в основі іакої нестабільності Обмеженням у сіворенні високорентабельних 
іпхнолоіій є недостатня кількість фундаментальних знань про і енптичну, біохімічну, 
фізюлої піну реї у,і ятію вторинної о метаболізму в рослинній клітині |10J. Можливі функції 
вторинних речовин в інтактній рослині остаточно не вивчені але дія більшості з них 
спрямована, в основному, на захисі рослин від різних стресових факторів, тобто вони 
виконують регули горну функцію, забезпечуючи жигlєеіяпьнІCгь організму [7].

Показано, що іноді в культивованих юіпинах у спеціапі^ованому обміні проявляються 
особливості, характерні для філогенетично ранніх груп рослин або ЮВЕНІЛЬНОЇ стадії розвитку 
рослин [WJ Полу ля дія клітин — ушо проходить певний ОНТОГЕНЕЗ, розмноження 'поділ}— 
розтягнення—диференціація—старіння—смерть СПІВВІДНОШЕННЯ клітин, які знаходяться на 
різних стадіях розвитку, змінюється залежно від того, який процес переважає 
Диференціювання кал усної клітини, яка виходить з циклу поділу, полягає в її спеціалізації на 
синтезі видоспецнфічних вторинних сполук ] ІЗ]

Дані про контроль біоеннгезу вторинних метаболітів клітинною диференціацією 
неоднозначні. Якщо у деяких випадках синтез вторчнцих речовин починається з появою в 
культурі морфоіпнннх структур, то в інших - високий вихід досліджуваних речовин 
спостерігається в нсдиференційованій калуспій тканині [28].

Також СУПЕРЕЧЛИВІ ПОВІДОМЛЕННЯ про взаємозв'язок синтезу вторинних сполук з ростом 
клітин У багатьох культурах при періодичному режимі вирощування вторинні метаболіти 
накопичуються в значних кількостях лише прн сповільненні або зупинці росгу, хоча у деяких 
випадках синтез продукту сприяк росгу клітин. Можливо, механізми й умови, які блокують 
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ЕКОЛОГІЯ 1 БЮ1ЕХІІОЛОГІЯ

по^л клітин та їх активний ріст, г одночасно механізмами активації, які забезпечують синтез 
ферментів вторинного метаболізму [10].

Оскільки вллє мичв’язок синтезу вторинних сполук * росіом клітин на початкових етапах 
введення того чи іншого виду in Wfr'fo невідомий і не передбачуваний, то спочатку необхідно 
створити оптимальні умови для рос ту. тобто для накопичення біомаси, а потім дослідити вплив 
цих умов на біосинтез вюринних метаболітів. Якщо утворення біомаси не пов'язане з синтезом 
вторинної речовини, необхідно встановити баланс між біомасою і виходом речовини [9].

Отже, при введенні в культуру т vitro будь-якого виду важливим є: вибір іеноіипу 
донорної рослини; з'ясування специфіки ф із і олого -біохімічних процесів, що відбуваються у 
рослинному організмі: дослідження впливу екзогенних та ендогенних факторів на ріст і 
накопичення вторинних метаботігів у культурах клітин і ікапин, пошук способів підвищення 
бюпродук-іиьності отриманих клітинних штамів

Вибір генотипу лонорні^'і рослини
Збільшення синтезу вторинних метаболітів у культурах клітин може буї и досягнуто, 

якщо вихідні батьківські рослини, експланти яких використовуються, накопичують ве іикі 
кількості вюринних метаболітів. Тому, відбираючи рослину-донор експланив, слід детально 
дослідити її генотип. умови зростання та вплив факторів середовища на реалізацію геному

Гак, при дослідженні трьох культивованих популяцій (« Auvergne». «Raviera», «Jura») 
іирличу жовтою (Geniiuiici (ateti L \ які вирощувались на висоті 1500 та 740 метрів над рівнем 
моря біля ’І ренто (Італія), встановлено, що концентрація загальних білків у сухій речовині 
листків зменшувалась у всіх популяціях із зниженням висоти над рівнем моря [18] Вміст 
хлорофілу та каротиноїдів також зменшувався у популяціях «Вахісіа» і a «Jura», а для рослин 
популяції «Auvergne» пі показники не зллежапи від зміни висоти над рівнем моря. 
Співвідношення хлорофілу ct І b у рослинах досліджуваних популяцій не змінювалось при 
зниженні висоти над рівнем моря [48].

Для о гримання культури барвінк'у рожевого (Catharctntu\ М Неї і к із
співробітниками зібрав 184 зразки насіння з різних місць зростання [64] 3 проростків цих 
рослин були відібрані декілька з найбільшим вмістом (більше, ніж 0,7% сухої маси) 
гіпотензивних ждольних алкалоїдів — серпентину і аймалнину. з яких були о і римам і калусні 
культури, то містили у 4-5 разів більше досліджуваних алкалоїдів. ніж калусн, отримані з 
низькопродуктивних рослин [641 Однак, У. Реллер не виявив подібної залежності в утворенні 
серпентину калу сними культурами, отриманими із взятих з різних місць зростання рослин 
барвінку рожевою Японські дослідники також не спостерігали кореляції між вмістом 
алкалоїду берберину в інтактних рослинах і кал усних культурах Thalictrum mmus [64] 
Можливо, ці протиріччя пояснюються тим, що оцінка вихідного гсііоіиііу визначалася лише за 
фенотипом

Для о гри май ця клітинних культур маку снодійною (Papawer хотя Це rum) було 
використано і погонну лінію. Апікальні меристеми, ізольовані одночасно з різних рослин одного 
віку, культивувались на однакових середовищах, Оіримані калуси суттєво відрізнялись як Та 
ростовими характериспікамщ іак і за синтезом алкалоїдів 133]

При дослідженні синтезу нікотину в калусних ку іьіурах, отриманих від двох різних пар 
рослин тютюну (Nieotiana tabaeurnk що відрі знятися за вмістом нікотину і буди ізогенні за 
іншими локусами, виявлено високий вихід нікотину у культурах, ініційованих з 
високопродуктивних рослин.

З мстою відбору високопродуктивних ліній для введення в культуру т vitro нами 
викорисіовувались рослини видів роду Gentiuna L із різних популяцій- G lutea 
(г. Іїожижевська). СУ acaufa (г ІПпищ, г Туркул), G a&depiadea (і. Псжижевська, г Данцеиі), 
(і punctata (г Пожижсвська, г І оперла) [31]

Отримані із високопродуктивних вихідних ррелин культури Cathuranthub го\еи\ і 
Nicotiaria tabacum синтезували серией і ин і нікотин, від повідно, у більших, порівняно з іншими 
іпйямм, кть^костях [3]. Ці клітини, мабуть, володіють підвищеним біохімічним потенціалом, 
завдяки якому вони здатні продукувати і накопичувати вторинні метаболии Забезпечуючи 
стабільні культури цих клітин відповідними фізіологічними стимулами, тобто діючи на пускові 
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ЕКОЛОГІЯ t БІО1 ЕХІЮЛОПЯ

механізми або «е фе кто р нщ шляхів біосинтезу вторинних метаболітів, можна її іду куватн in vitro 
синтез значних кількостей вторинних метаболітів [3].

Незважаючи на суперечливість приведених даних, більшість дослідників іраднційно прн 
відборі рослнн чи ліній для отримання біологічно активних речовин враховують їх генетичні 
характеристики [27] Однак, це зовсім не означає, «ю як експлантат може використовуватися 
лише тканина, багата досліджуваною речовиною, оскільки висока концентрація речовини може 
відображати накопичення її в тканинах шляхом направленого транспорту, а не лише як продукт 
синтезу за місцем локалізації Тому вибір органу рослини для введення в культуру має важливе 
значення [28] Так наприклад вміст стероїду діосгеніну в культурі клітин діоскореї (Июлсогеа 
flaribiitKkt\ отриманої з бульби, був на порядок вищий, ніж в культурі клііин з пагона Часто 
клітннн tn titro готніютентні щодо сииіезу вторинних сполук, тобто будь-яка клітина при 
створенні відповідних умов культивування може продукувати рпчовнни, властиві для 
досліджуваної рослини [9]

Слід зазначити, шо гени, які відповідають за регуляцію біосинтезу вторинних 
метаболітів, присутні і в тих клітинах, в яких, як правило, вторинні метаболіти не 
синтезуються У деяких випадках бюсинтстичний потенціал культури клітин відновлюється 
при регенерації рослини Наприклад, культура клітин наперстянки прн довготривалому 
кудьїивуванн.і вірачада здатність дн синтезу глікозидів, а в рослинах, які регенерували з цієї 
куншури, їх біоспніЕз віднов іювався Отже, тенеіични інформація в істинах зберігається, а іе 
для її реалізації потрібні специфічні умови [27]

Вважають, що культивовані клітини, ізольовані від високопродуктивних рослин і тканин, 
містять необхідну генетичну інформацію для біосинтезу цих метаболітів [27]
Сомаклональна мінливість та її вплив на синтез культурами клітин І іканин 

біологічно активних речовин
Культура клітин рослин характеризується великою морфофізіологічното і генетичною 

гетерогенністю Перша залежні ь від виду тканини, складу живильного середовища та способу 
культивування; вона проявляється залежно віді фази росту та кількості пасажів. Гппеїична 
гетерсипннісгь може залежати вгі гетЕрогенності вихідного експланту і від складу середовища 
Кадусні і суспензійні культури відрізняються іа морфологією та ступенем ґ^ет^ероїєнностl 
клітинної популяції, за морфоген Етичним та біосинтЕтичнмм потенціалами | Н]

Варіації, що виникають, можуть мати фізіологічну, Епігенетичну і генетичну природу Як 
правило, фізіологічні зміни не мають стабільного характеру і зникають при зміні умов 
культивування. Складніше відрізнити генеінчні та епігенетичні зміни — ті та інші стабільно 
передаються протягом багатьох клітинних гЕнерацій, і не зникають при зміні умов 
культивування [8J

Р\ зу а ь і а і н до с л ідже н ь ос обл н вос гей хро м осомн ої м інлив ос г і ю і гги н при 
калусоутворенні дуже суііЕрещіиві Значна кшькіеіь ЕкспЕрнмЕнтальннх даних свідчить про тс. 
шо вже серед перших мн озів після індукції дедифЕренціацІї епосі ер і гається міксоїиюїдія j 
широкимі розмахом щодо чисда хромосом і наявності різних аномалій мітозу У багатьох 
публікаціях наведені дані про те, то серед перших клітинних поділів рівень порушень 
невеликий, і лише прн подальшій проліферації, особливо в процесі пасивування т vitro. 
від з значаться зростання рівня і розширення спектру хромосомних аномалій. Причина 
суперечності отриманих даних налипає у використанні різного вихідного магЕрІалу і/або різних 
умовах індукції калусоутворенпя [20]

Стан геному в клітинах різних органів і тканин може бути різним Відмінності виникають 
з онтогенезі як у рЕзульїаті запрограмованих змін у процесі диференціації клітин, так І в 
результаті накопичення мутацій. Кількість і спектр цих геном них змін залежить від багатьох 
факторів - виду рослини, особливостей її генотипу, віку і умов проростання, типу тканини і 
рівня спЕціалізації клітин тощо [18] Умови індукування дедиференціації і калусоутворення не 
тільки видаляють певну частину цих змін при всіущ клітин у мейоз, але в деяких випадках 
приводять до виникнення нових перебудов [20].
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ЕКОЛОГІЛІ БІОТЕХНОЛОПЯ

При використанні як вихідного матеріалу шіплоїд них клітин, у первинному калусі 
Clпеclерllаєіься. за окремими виияіерми, диплоїдні мітози Це показано на приклад! не тільки 
онтогенетично молодих тканин і органів (мери оте ми, зародки, молоді листки, деякі частини 
проростків тощо). але і при використанні високодифсрсищійованих клітин тих видів рослин 
і/або тканин, які в онтогенезі не піддавались поліплоїдії. Наприклад, диплоїд ний калус був 
отриманий іч нормальної тканини і тернии пухлини (КОРОНИРІСТИЙ гал) стебла соняшника [41], 
із коренеплодів іоі тамбура [43]. у КЛІИНРХ якої о перед початком проліферації вміст ДНК був 
близьким до 4С [45], з різних еріадів скерди Crepis capillarit [40. 59], із ділянок листків і 
цибулин Ormthogalam ttyrsoides та інших рослин, диференційованим териинрм котрих це 
властива поліплоїдія. У таких первинних калусах протягом всього nepionv їх росту, як правило 
не відзначааться суттєвих змін числа хромосом. Такі дані отримані при культивуванні 
первинних калушв. отриманих із молодих листків Vcorfww tabacuw [19]

Однак, при використанні як первинних ечеплантів серцевинної паренхіми того ж виту 
і купону, клітини якого нідпт'H' ПОЛІПЛОЇДІЇ, було встановлено наступне Число хромосом у 
перших після індукції калусоутворення мітоз ач коливалось аід 40 до 2 [5 при 2я=48 Ди- і 
тспррнлоїдиі клітини складали 12,5 і 17,5% вивчених юйінн, відповідно Клітини більш 
високих рівнів площнос! (містять понад 100 хромосом) складали близько 50% Другий мітоз 
відзначали через 1-2 дні після першого. Частота зустр і наявності клпиіі з більшим, нтж 100, 
числом хромосом, знизилась у другому мітозі вдвічі (до 22,7%) Культивована тканина 
складались на 70% з клёши і числом хромосом віл 77 до 96 [6[]

На основі проведених досліджень різних ділянок стебла V tabaciftn було зроблено 
висновок, що у вихідних мікстлю'їдних експлантат псрїіп полічи ін \itro відбуваїться, в 
основно?^, у диплоїд них і Р пегррнлоїдиик клітинах Клітини вищих рівнів іілоїдтюсіт 
піддаються редукції числу хромосом внаслідок фрагмента ції ядер, г лише після нього 
приступаю^ть до поділу [39]

Цікаві дані отримані також на прикладі гороху PIAM/W зяНгім? V цієї рослини показано 
відсутність поішлоїдппх клітин у листках і достаї ньо висока [\ частота в коренях г сім'ядолях. 
Кал ус, що створювався на частині листка, більше, ніж на 90% ск ЧРДРВСЯ т диплоїдних клітин 
[19] Калус стеблового поход^ие^ию на третину складався з поліплогдних клики. У канусі з 
ділянок коренів спостерігали ширший розмах мінливості за числом хромосом (від її до би), при 
ньому частка пстррнлоідиих мітозів перевищувала 30% [19]

ІЗ ррабідеlпсдср капус, триманий з насіння на віцміпу від калусів листового і стебловою 
походження складався практично повністю з диплоїдних еllllии [54] Однак, у дослідах з 
проростками Nigella saliva найстабільншіим був калус з листків Він місіив, крім диплоїдних, 
незначну кількість тс граї їиоїдних клітин У клііинах калусу з стебел рівень плоїд пості складав 
1211, з насіння — 8п [42]

Рівець і іигшг мінливості залежать також вїд виду рослини і від особливое їси його 
іеногип\ Наприклад, порівняння чотирьох видів арабідонс-иса показало^ що з пиляків у всіх 
випадках формувалися РНЄУПЛОЇДНІ калуси, а • насінин, що проростали, — в основному 
дишиндпг, При цьому рівець мінливості за числом хромосом був різним у різних видів і навіть 
у межах одного ницу в різних калусах, отриманих з аналогічних скспланпв [34]. У двох видів 
картоплі. Solatium tuberosum і S phureja у ді ганках листків, па яких т vitro утворювався калус, 
полгллоїцні клііини виникали внаслідок ендоредуплікації. Кількість циклів редуплікації була 
видоспецифічною, а рівень поліплоїдії залежав від початкової о рівня шюїдност^г генотипу, у 
тому числі від частини нелінлеїдни\■■ ядер у вихідній .міксоїілоїдній чіпяиці листка [58] Подібні 
результати б>ули пізніше отримані в аналогічних дослідах з люцерною [32] При культивуванні 
протопл ас і і в, триманих з зародків двох сортів рису різновидності japomca, були встановлені 
відмінності в плоїдиостl культивованих клітин R еuюво сорту калуси були динлоїдіц, а в 
цщіщх) — ^^іесонлеїдиг, і містини диплоїд ні, тетра- окто-, і аиеунлеї,диі ктіїини. Автори 
вважають, що цо.ллиіиїдиl клітини могли виникнути як наслідок ендополіплоїдц' при 
вирощуванні нр<еюIІлPспlB у культурі т vitro [56]

Рівень і іемп хромосомної мінливості т vitta залежать від початкового рівня нлеIдносн 
вихідної рослини і а cес■нтрипр У представників різних видів, соріів. форм г генотипів або 
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навіть при використанні одній рослини. але різних вихідних експлатітів, залежність темпу 
поліплоїдії від початкової о рівня іиюїдності може бучи різною Наприклад, у Сгерги capiHaris 
темп ПОЛІПЛОЇДІЇ клітин первинного калусу на експлангах віл гаплоїдної рослини був вищим, 
ніж на аналогічних експлаитах диптогдиої [60J. У картоплі при вивченії г чотирьох дигаплоїдів і 
одного гетр а гіпоїдної о сорту висока частота спонтанного подвоєння числа хромосом (42 50%) 
спостерігалась у клітинах культури бульбодисків у ірьох дигаплоїдних генотипах, а в 
чеївертого дигаштоїду і те' і рзлдоїду подвоєння не відбувалось [51J

Досліджувались первинні калуси, отримані з ділянок- листка диплоїд но і рослини 
N tabacum (сорт Самсун). з його недозрілих пиляків і з ділянок листків трьох гаплоїдів, 
отриманих при культивуванні тих же пиляків [20]. Було встановлено, що 4 калуси з листків 
диплоїда цс відрізнялись між собою за кількістю хромосом У них переважали диплоїд ні 
мітози (87—93%), зустрічались також тетраплоїдні (до 2%). пцодигілоідні (2,3—і,7%) і гаплоїдні 
(2,3 4.9%) клітини У таких же умовах калуси гаплоїдного походження супово відрізняються 
між собою Різниця буча встановлена і між зразками з різних ділянок одного листка, У деяких 
кал у сі в іначним був вщесюк ітпогаплоїдних клітин, який досягав в одному випадку 43%. 
Подібні результати були отримані і при вивченні первинних конусів з пиляків Але відсоток 
диплоїд іі их мітоз їв у ряді випадків був зі ач но виший (20). Заійльним для конусів тютюну 
гаплоїдного походження, особливо з пиляків. була порівняно невелика кількість анеуцлоїдних 
клітин

Подібні дані отримані при аналізі калусів шматів, індукованих на ділянках листків 
іашюідної, диплоїдної і теїранлоідної рослин, а також оірюмацих з пиляків диплоїда [62). 
Відмінність від гючюну поляїала у більшій варіації мінливості всіх типів первинних калусів 
томаїів за кількістю хромосом і у вищій частоті клітин як з ре ' тукіжаним, так і з збільшеним 
числом хромосом Це, напевно, обумовлено особливостями томату як об'єкта дослідження. 
Вони полягають у тому, що різним його органам, у тому чистії і лисікам. властива м^оп-ло^я 
(гіо іісоматія). При цьому частота клітин з різними С рівнями ДНК у дрті^оїдцрх і 
тетрзпло'їдних рослин практично однакова в межах від 2С до І6С і більше. і досягає, наприклад 
\ черешкових сіарночих лисіках рівця 123С. Це свідчить про іе, що у юмаїу в нормі в ході 
онтогенезу проходять процеси як редукції, гак г СІ ^редуплікації, а сама мщсопло'^я 
коцтрологі ься іенгичіїо як число ендоредугілікацій і перебуває під впливом умов 
вирощуваних рослин [62J

О і же. початковий ргведь іиюїдпосгі ексшіаніа може суттєво впливати не тільки на темпи 
поліплоїдії, але і на процеси рєдукнгі кгліжосг' г хромосом при калусоутвореііні При цьому у 
різних видів рослин залежність процесу мінливості числа хромосом від початкового рівня 
шю'и^ності мас різну ступінь вираження [20J

Рівень геномцої мінливості клітин первинною калусу залежить також від умов 
впрошування рослин і навіть під стадії клітинного циклу вихідного експданта [44, 55). Це. 
напевно, обумовлено тим, що умови вирощування можуть суттєво впливати на особливості 
іеномної мінливості в оніогенеїі Наприклад, як у диплоїдних, іак і у тстрацлоідних рослин 
томатів, кількість е і ідо реду плі каїни у клітинах листків і сім’ядоль, а звідси і особливості 
чіхсоплоIдI^ їхіііх тканин, бучи різними при вирощуванні рослин у теплиці та in vitro [62) 
Подібні дані отримані і для інших рослин [18| Напевно, саме тому, наприклад, у суниці 
Fragurna анапа^а листкові ехсги^aнти росіян, що вирощуються т vitro, порівняно з такими 
однорічних ге і іл ячних рослин утворили калус, який харахlсризуuаuся підвищеним рівнем 
геном неї мінливості, зокрема анеуплоїдією [55]

Показано, що полгпло’гтя і апсуллоїдія можуть виникати в культурі на початку клітинних 
поділів і частота таких змін збільшується і віком культури Гак, при культивуванні калусів 
гороху, одержаних із тканин сім’ядолей. анеуплоїднт та триплоідні клітини були виявлені уже в 
перших пасажах при цьому з віком культури зросіала і часіота перебудов хромосом, які 
uря]u^j^лр в анафазах кіини, що ділилися [8] Ефективним прийомом, який доводить, що зміна 
кількості хромосом у куцынuованрх клітинах рослин пов'язана не з вихідною гетерогенністю 
тканин, а, власне, з умовами культивування, є клоінущння окремих клітин Встановлено, ню 
калусні іклони, що культивуються на одному середовищі і при однакових умовах,
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розрізняються за кількістю хромосом У рослин-реггннеааив в умовах їй vitro відбуваються 
зміни кількості хромосом, їх перебудови, а також іиновІ і енні мутанії [ЗО] І ак? наприклад, прн 
проведенні цитогсн етичного аналізу калу су Gennana scabra та регенерованих з цього рослин, 
було встановлено, що псі регенеранти характерну валися такою ж, як материнські рослини, 
кількістю хромосом (2н=26) Однак, у деяких випадках серед калусних культур зустрічались 
ансуплоїдні і тCтраппоідНІ клітннн, як результат дії умов культивування /1ля рослин— 
реї <‘н ер антів характерними були фенотипові варіації, що проявлялись у зміні висоти рослин, 
форми листків і коренів, кількості стебел та часу цвітіння [46]

Встановлено, то. крім зміни кількості і структури хромосом, у клітинах рослин в умовах 
in vitro, відбуваються і генні мутації Вони приводять до виникнення певних варіантів та ознак, 
які проявляються на рівні не тільки клііин. але й цілих рослнн. Частоти гпнннх мутацій 
достатньо великі і можуть бути використані для підвищення гпнптнчного різноманіття 
ку тьтивованик рослнн [8].

Отже, клітини рослин, погранивши в умови кущивування /л vHro, піддаються 
гЕнетнчннм1 змінам Збереження клітинами генетичної стабільності може розглядатися лише як 
виключення Прямі цитологічні спостереження за числом і структурою хромосом 
культивованих клнин рослин свідчаїь, шо карюїин культивованих клітин леї ко піддається 
модифікаціям Частина іаких клітин гине, але деяка частина може розмножуватися і витісняти 
нормальні хромосомні варіанти Встановленсь то клітини н іміїїеними каріотипами можуть 
володіти морфогене гич цими ноіпнціями і давкій ночаюк рослинам—регенерантам із ЗМІНЕНИМ 
числом і структурою хромосом [8]

Процеси поліплоїдії і реакції числа хромосом у днфЕрпнційованих клітинах є ГЕНЕТИЧНО 
обумовленими Встановлено, що в онюгенезі рослин у різних тканинах вміст і СПІВВІДНОШЕННЯ 
фіюіормонів і інгібіторів змінюється, їло регулює в них. а також у сусідніх органах і тканинах, 
пронеси диференціації і морфогенеіу [12. 22]. а вплив екзогенних фною^р^моіив залежиіь від 
стадії онтогенезу [23 J

На прикладі культивованих in vitio клітин і тканин показано, що дедиференціація, 
диференціація і соматичний ембріщенез ждукуюіься екзогенними фітшпрмрнами [8]. 
Змищмочи СПІВВІДНОШЕННЯ між фітої ормонами в умовах /лт і-ог.о можна або протягом 
тривалого часу вирощувати диференційовану іканину. або викликати формування кореневих і 
стпб юних зародків, або закладку ембріоїдннх структур

Виявлено, що киЕтан, один з найбільш використовуваних і найбільш вивчених 
ф^^огормоюв з нигокініновою активністю. Є речовиною, що викликає як у Інтактних рослин, 
так і п культурі ткацнн, поліплоїдизацио клітинних популяцій внаслідок ініціювання 
еіідомітозія [53], порушення цитокіпезу [17] -іа селективну' стимул я цію поділу полііі.лоїдннч 
клітин [29] Торрі з співробітниками [47] встановили, ао при дії на диплоідні клітини гороху 
кінптин викликав два никли редуплікації хромосом, внаслідок чого з'являлись тетряплоїдні 
мптафазн. Дія на тетраплмїдні клітини кортпкса кореня не приводила до додаїкової реплікації. 
У процесі росту культури клітин на середовищі з кін станом кількість тстраплоїдннх, а потім і 
о кто плоїв н их мітозі в —ібільшуваллюк і вже через п'ять днів диплоїдпі клітннн складали менше, 
ніж 10% клітинної популяції [^7ф

Подібну дію на клітинні популяції мають ауксини 3-індол іл оцтова кислота (ЮК) [І] і 2,4- 
днхторфеноксиоцтова кислота (2,4—Д) [14] і гібереліни [2] У дослідах італійських дослідників 
[36] при вирощуванні калуспої тканини НарІорарри\ grai іШ\ всгановпени, що ііолїплодизація 
калуса залпжиіь від СПІВВІДНОШЕННЯ в живильному середовищі цитокнинів та ауксинів. 
ПопІП.гоїдні штами: з ппреваюю гетратлошних клітин отримані на середовищі, доповненому 
0,02 мг/л кінетину та 1 мг/л НОК. з перевагою октоmпо’їдних — на середовищі з 0.02 мг/л 
кінетину та 2 мг/л а-н нафтил оцтової кислоти (НОЮ. Штами з перевагою диплоїд ннх клітин 
отриманні на середовищі з 0,02 мг/л кінетину іа 4 мгл НОК [36]. Подібні рпгЗУJ^лтг!Г бузи 
отримані в культурі тканин Allium сера. де додавання в живильне середовище 5 мгл НОК 
приводило до збільшення числа динлоїдннх клітин 1 щ 100%. а використання цнюкініну - 6-(3- 
мп,іил—2-бутен—1-)Л—амжо)-пурину — стимулювало розвиток коренів і більшою, ніж у
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ЕКОЛОГІЯ 1 Б1ОТГХНОЛОГІЯ

контролі, кількістю диплоїдних кл^ин [52]. Отже, функціональна і хромосомна мінливість 
кіітин в онтогенезі рослин у певній мірі регулюється гормональним шляхом.

У рослин морфогенез може також регулюватися фітохром ною системою сі ля чом 
диференціальної експресії генів [251 Біохімічно не визначається як зміна у співвідношенні 
фітогормиїип та інгібіторів [24]. І ому, не виключено що фітохромна система може впливати 
на хромосомну мінливість п онтоіеиеп рослини Підтвердженням цього припущення можуть 
бути дані про різну іис>їдиість диференційованих клітин. різних органів рослин, у тому числі 
епікотиля, тю вирощуєшся в темнил та на світлі [38]

Подальше вивчення природних механізмів регуляції плоідності клітин у рослині і 
пошуки шляхів цілеспрямованого втручання у пі механізми є важливим для багатьох галузей 
біології, і перш за все. для біології розвитку, тля вирішення деяких практичних питань 
експериментальної генетики рослин, дня з'ясування залежності між змінами рівня нлоідиосіі 
та змінами синтезу культурами клпип і пкации біологічно акі и в них речовин.

Зміни вторинною метаболізму в культурах клітин можуть 6vth викликані різними 
факторами, зовнішніми умовами культивування (світлом, температурою, швидкістю обертання 
посудини для культивування), внутрішніми умовами культивування (еомиоиеніами 
живильного середовища — регуляторами росту', макро- і міереножирними речовинами, 
джерелами вуглецю, неенере’дииеами j ел і сщоррмн, аерацією і перемішуванням культури, pH 
живильного середовища); попередньою обробкою клітин перед ку.льгиEу,ваниям, відсутністю 
диференціювання тканини в деяких калусних і суспеїі ийних культурах; змінами 
біпсішцц нічною ігюіенціалу культур юіиин, одержаних із різних частин рослин; структурними 
перебу павами іеномів культивованих клітин викликаними ендорелуплікаїїііпо і (або) 
процесами фраї мепташї ядерної о і сниму (особливості, які властиві росту клітин ш тшо! [3].

Для багатьох культур клітин рослин характерним с те, що після фази швидкого поділе 
клітин v системі періодичного культивування їіінилк.ість раптово знижується і починається 
формування вторинних продуктів, а також інших ознак спеціалізації клітин. Цс так звании 
гро физ но—ідюфазний розвиток Первинний метаболії переважно сиитетуєпься як прямий 
результат метабопічних процесів, що підтримують життєдіяльність г ріст іcигии, та послідовно 
накопичується із збільшенням сухої маси ю • ітини На противагу цьому, вторинний метаболіт не 
є і іродукгом меIрбелітму, що підтримує клцини в активному с і ані поділу, і накопичення цих 
метаболітів запилюється порівняно з ростом клітин Тому, умови ку іьіивування, то сприяють 
швидкому росту, дуже різко сприяють біосинтезу вторинних метаболітів [3]. Отже, для 
одержання необхідною специфічної о продукту при періодичному впрошуванії і культур клііип 
рос інн необхідно намагатись досягнути оптимальних умов як для накопичення біомаси, так і 
для біосинтезу і накопичення вторинних метаболітів

При вирощуванні щ vitro ч інших фізико хімічних умовах проходить розрепресування 
заблокованої в нгlI'ивиuх умовах генетичної інформації, насту паю іь зміни, перебудови у 
структурі хромосомного апарату виникають порушення клітинного поділу Важливим є тс, що 
клітини зі зміненими каріотипами в умовах культури не елімінують з популяції, а можуть 
успішно репродукуватися І тому, у багатьох випадках щ vitro клітина набуває здатності 
утворювати ті речовини, які в називних умовах у материнській клітині не синтезуються [5, 13, 
63]. lax, деякі культури в умовах т vitro можуть продукувати підвищені кількості алкалоїдів, 
наприклад, анйсеоноламlн виявлений у більшій кількасц н ЄЄС-РРЄІРХ 11 культур Dctiurti 
stre/monam!, порівняно і інтактними рослинами, де цей алкалоїд присутній лише у слідових 
кількостях. Крім пеlс, деякі культури синтезують алкалоїди, не виявлені т ^ivo, наприклад, 
едулінін у Ruia grarco/eus і apo мерій у Siephanta cepharantha [3]

Встаноалсію, що на якісний склад та кількісний вміст біологічно активних речовин 
культпвеврянх in'vitro пагонів G httea впливають кaицеипра дії ФПО-ОРМОН^ (6-беитиламHкнlуриlту 
(ВАЛ) ВР ЮК) та їх співвідношення у живильному середо виш і [49]. Змінюючи склад середовища 
або використовуючи двох фаз не кульїивування, можна підібрати оптимальні умови з великим 
виходом біомаси іа високим вмістом біологічно активних речовин У культивованих in vitro 
коренях G lutea вміст генціопікрину був меншим від аналогічного показника у культивованих 
нагонах, свсрціамарин відсутній [49].
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Г'КОЛОГТЯ 1 БЮТЕХНОЛОПГ

Довготривале культивування калусної культури меліси лікарської приводило до змін 
кількості продукованої ефірної олії і а співвідношення між її складовими компонентами [37] 
Вміст цитронелалю, цитронелолу, неролу і гераніолу під впливом екзогенних регуляторів росту’ 
підвищувався, ' тоці як синтез гераніл ацетагу пригнічувався Живильні середовища, доповнені 
високими копнені раціями ЬАП, стимулюють нагромадження у рослинах значної кількості 
(більше, ніж 10%) аллоаромодеіітрспу. Цей сесквітерпеновий вуглеводень е лише слідовим 
складником у контрольних рослин М officinalis. [371

Отже, підібравши гип несплату та маніпулюючи складом живильний середовища, 
можна направлено впливати на генотипову конституцію клітинної популяції, створювати 
умови для преференция ьного розмноження в ній клітин із заданим числом хромосом і 
отримувати клітинні лінії з генетично детермінованою здатністю до надсинтезу тої чи іншої 
речовини [4. 18] Застосування таких підходів особливо ахтуальнрм є для нкарських рослин, 
потреба в яких у фармацевтичній промисловості та п народній медицині зростаг, а запаси у 
природі через не регламентов а ну господарську діяльність обмежені.

Способи підвищення бюсинтетичної активності культур клітин і тканин
Регулятори росту та інші подібні біологічно активні речовини можуть бути використані 

не тільки для реї у ля ції процесів віоринноіо метабол і і му куль швованих кіііин різних видів 
рослин, різних за типом росту іа ступенем диференціації (у тому числі трансформованих 
агробактеріями). але й для одержання нових шгамів. підвищена продуктивність яких може 
бути обумовлена змінами існстичної СІРУКГУРР клітинних популяцій 'Такі речовини 
безсумнівно привертають увагу ще й тому, шо вони на відміну, наприклад, від типових 
мутагенів, uрхлрхають направлені зміни генетичної структури клітинних популяцій. Високий 
рівень і етероїенності та мінливості культивованих кіііин, особливо геномно’ї мінливості, що 
призводить у деяких випадках до нестабільної продуктивності, може бути джерелом одержання 
нових штамів-продуцептів [18}.

З використанням схсцсррмсн іадьного мугаїенезу стало можливим одержання 
продуктивних штамів, що накопичують у ряді випадків важливі продукти, які синтезуються 
вихідними рослинами у незначних кількостях [18] У деяких випадках ДОЦІЛЬНО збільшити 
спонтанну генетичну мінливість обробкою мутагенами^ Вважають. що в популяціях клітин 
можуть виникати варіанти, в яких збільшення кількості потрібного метаболіту відбувається як 
наслідок змін на рівні структурних або регуляторних іенів При цьому у хУlынuоuанlй клітині 
вих('фи(шoвхкmcя шляхи метаболізму, що відмінні від властивих рослині і, що найбільш 
важливо і бажано, не підлягають контролю розвитку а_ отже, можливі на рівні не орган по в а но 
проліферуючих кінин [6J, Завдяки мінливосц КІІІРН у кульгу рі й? viiri> можливе отримання 
штамів, які б забезпечували високий вихід цінних продуктів метаболізму рослинної клітини.

Так, при кіопуваїшІ суспензійної культури клітині пасльону, виділено штами, які 
накопичують більше, ніж 3% від сухої маси, стероїдною алкалоїду соланідину Зас і осування 
мутагенезу і наступною селекцією дозволило отримати штам діоскорсі дельтовидно!, який 
містив 3% дюсгеціну від сухої маси [5, 8].

Для збільшення виходу біомаси рослинник клігиц і цільового продукту використовується 
метод відбору особливо активних поодиноких мі і гин з використанням радіоактивно мічених 
антитіл проти цільового продyхіу Наприклад, Отже отриманий клон клітин Catharanthib 
ггцешу який продукує вдвічі більше аймаліцину, порівняно з вихідними клітинами [[1].

При вирощуванні Fapaver bracteatum виявлено що зміна pH живильного середовища 
опромінення тканин нейтронами, введення в поживне середовище аналої їв амінокислот, а 
також механічне пошкодження тканини при їх пасивуванні виявляє стішулюючу дію на 
біосинтезу клітинах маку сангвінарину [16]

Генетична трансформація га інші генно’інженерні маніпуляції дозволили створиш 
перспективні високопродуктивні культури [21]. Особливо слід відзначити трансформанти. 
виділені за допомогою агробак-герії та її плазмід, зокрема, одержання «бородатих коренів», 
продуктивність яких виявилась досить високою [18. 21] Ці кульгури здатні сннlсзуuатр весь 
спектр коренеспещк^ччих вторинних метаболітів Завдяки високій ростовій активності 
генетично трансформованих коренів можливе одержання їх значної біомаси! порівняно з 
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ьульїуроюі клітин Ростовий індекс більшості стабільних кореневих культур становить вщ 20 
до 50 іа період 2-3 тижнelвo|о культивування 1ом\; якщо врахувати, шо при такому 
кульїивуванні концентрація вторинних метаболітів апатична тлій рослині, заіальна 
продуктивність кулыивованнх коренів може бути значно ВИЩОЮ, НІЖ продуктивність цілої 
рослини, Цікавою оснСдниіісію генетично трансформованих коренів г їх здатність виділяти 
біодоіічно активні речовини у живильне се родоните (від Ці до 75% їхнього єндог енного 
вмісту). Можливо, ЦЕ зумовлено відсутністю їх відтоку в надземні органи рослнн, що робить 
перспективним утилізацію живильної 'о середовища в промислових масштабах [26]

Для трансформації рослин роду GetWiana: 6 acauhs. G crueiiai^ G hutw, [a G purpurea 
були використані пгтаміи ЛТСС158?4 та А4М70Хиз 4 ihlzageneb [50J. Отримані в результаті 
імікрак.лональнаго розмноження пагони перелічених вище видів рослнн були Інокульовані 
суспензією клітин A rhizogenes. Адвентивні корені з'являлися v місцях інокуляції у рослнн усіх 
4 видів Кореневі апекси культивувались на живильному середовищі без фітогормонів 
протягом 2-6 років. Вони характеризувались значним розгалуженням та ппаґІогропізмоч [501. 
Сни ціан не формування бруньок відбувалось на коренях 67 сгии'аіа Корені G lutcu G acaufa і 
G purpurea куль і н вувалн на середовищах з високою конценірашсю кшегнпу, що викликало 
формування пухких калусних тканин Лише у випадку з €7 /шг/тнглт ні калуги були 
оріацогсіїними Регенеровані пагони <7 cruciatii та G purpurea дали початок рос тинам ям 
проявляли типові для трансформованих A rhizogenes фенотип н рослин, короткі меживузля за 
покручені лнсткн У коренях G. acaulis і а G сгисиИа, грансформованнх зн допомогою Я 
rhizogenes A4M70GL?S, позитивна реакція X-ghie в юзал л на активність бета-глюку ронідази 
ДНіС примані з волосатик коренів і з коренів трансі єніщч рослин, гбрндизувп' їй 
відповідними геномшцмн пробами саузерн-блшингу, мвцяки чому була доведена сгабіїьна. 
і пнпгнчна ірансформапія чотирьох видів менішна [50].

У ре^льтат тp<ансрJормаиІї коренів G }и(еа Agr&bactetіі і ehizvgvnes штам АТСС І5831 
вібрано 9 клонів 3 добре розвинутою морфологічною структурою^ і;і високою інтенсивністю 
росту. У 2 із 9 клонів серед вторинних, мпіабелітів у найбільшій кількосп синтезу валися 
. ектіртдоїдн. в нших - к сан гони В одному п клонів вміє і геї 11 пізину був б і н звісим до такої’ю 
в коренях пі і акті іих рослнн ’■49] Отримані іл ч/ло нагони і а трансформовані Корені G їиіеа. за 
припущеннями авторі в-г можуть бути оригінальним джерелом сировини для фармацевтичної 
промисловості [49]

Прн проведенні нами трансформації з використанням A. ihizogetws штам YEB отримані 
культури ізольованих коренів (У lulea характеризувались інтенснвні щнм ростом і а вищим, 
порівняно з не і ране формованими культурами, вмістом біологічно активних речовин [35]

Дія отримання іметаболітів можна ldC^Г)cyвв|г ііммобіліювані юіцинн рослин. Оскільки, 
при культивуванні рослинних клітин у вільному Сіамі спостерігається аїреганія клітин, 
диференціювання іа зміна їх активності Іммобілізовані клітини рослин позбавлені цього 
недоліку і мають персваїИ' їх вирізняє підвищена стійкість до механічних подразнень; фаза 
росту співпадає з фазою утворення метаболітів' клітини можна легко перенести на нове 
середовище або у реакційну суміш [11].

Знання особ ти вост—єн і механізмів с і рукту-рію-фуі національної мінливості геному 
культивованих клітин. розробка і пнегичнич основ клітинної селекції дозволять цілеспрямовано 
Сіворювати стабільні шгамн-супсрпрClДуLlенгм біологічно активних речовин, у тому числі і нх, 
шо ІНТЕНСИВНО ВНКОРИСГОВУЮГЬСЯ v фармацевтичній промисловості Використання таких 
штамів підвищить рентабельщеіь і конкуренгенда гність клцннцх біотехнологій одержання 
цінних нродукіів рослинного походження,
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USAGE OF MEDICINAL PLANTS CELLS AND TISSUES CULTURES FOR 
OBTAINING BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES

Thcic have been considered problems of usage of cells and tissues cultures of medicinal plants 
far obtaining biologically active substances I he analysis of various Factors influence on the 
biosynthetic activity of medicinal plants cells and tissues cultures and the ways of ns increasing has 
lieeu made
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