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ВСТУП

Регенераційна здатність рослин давно 
використовується для клонального мікро-

розмноження у вигляді черенкування та 
прищеплення [1]. Спроби регенерувати 
цілі окремі рослини з невеликих тканин 
або поодиноких клітин in vitro розпочалися 
на початку ХХ ст., коли Haberlandt запро-
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Соняшник (Helianthus annuus L.) є однією з основних олійних культур у світі та безпереч-
но однією з важких культур для культивування в умовах in vitro. Наразі не існує жодного 
зареєстрованого сорту (клона, лінії, гібрида, популяції) трансгенного соняшнику. Однією 
з основних проблем при створенні трансгенних рослин є розробка ефективної системи 
регенерації in vitro, що дасть змогу отримувати морфологічно типові фертильні росли-
ни–регенеранти. Відомо, що регенераційну здатність соняшнику можна досліджувати 
двома шляхами: соматичним ембріогенезом та прямим органогенезом. Завдяки різному 
співвідношенню регуляторів росту, таких як ауксин та цитокінін, є можливість вплива-
ти на частоту регенерації з різних типів тканин. Так, за високих концентрацій ауксинів 
та низьких концентрацій цитокінінів є можливість індукувати регенерацію коренів. А для 
індукції регенерації пагонів краще використати високі концентрації цитокініну та низькі 
концентрації ауксинів. Однак, знаючи різні підходи та методи культивування соняшнику в 
культурі регенерації in vitro, на сьогодні не існує універсального протоколу, що підходив для 
всіх генотипів соняшнику. Саме тому метою нашої роботи було дослідити регенераційну 
здатність ліній соняшнику та розробити ефективну систему, що в подальшому буде ви-
користано для генетичних досліджень із метою покращення господарсько-цінних ознак. 
У цій роботі представлені дослідження щодо регенерації 4-х комерційних ліній соняшнику 
(Helianthus annuus L.) української селекції шляхом органогенезу. Як експлантати викорис-
товували сім’ядолі незрілого насіння (21 день після запилення). Індукцію та проліферацію 
адвентивних бруньок тестували на базовому середовищі з різними концентраціями регуля-
торів росту. Було встановлено, що оптимальним живильним середовищем для індукції та 
проліферації адвентивних бруньок є модифіковане середовище MS, доповнене вітамінами 
за Gamborg, 5 мг/л AgNO3, 2 мг/л 2–isopentenyladenine (2–iP), 0,5 мг/л indole–3–acetic 
acid (IAA), 0,1 мг/л thidiazuron (TDZ). Елонгацію адвентивних пагонів здійснювали на 
модифікованому живильному середовищі MS, доповненому вітамінами за Gamborg, 5 мг/л 
AgNO3, 1 мг/л 2–іP, 0,5 мг/л N6–benzylaminopurine (BAP). Розроблено ефективну систему 
укорінення в культурі in vitro. Вдалося адаптувати укорінені рослини–регенеранти до 

септичних умов, що дало змогу отримати насіння.
Ключові слова: адвентивні пагони, живильне середовище, фітогормони.
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понував концепцію культури тканин [2]. 
Проривом в історії культури тканин стало 
відкриття того, що баланс двох екзоген-
них рослинних гормонів, а саме ауксину 
та цитокініну, може визначити долю ре-
генеруючої тканини. Своєю чергою, висо-
ке співвідношення ауксину до цитокініну 
зазвичай призводить до регенерації ко-
ренів, а співвідношення високих концен-
трацій цитокініну до ауксину, як правило, 
сприяє регенерації пагонів [3]. Steward зі 
співавторами далі продемонстрували, що 
навіть окремі клітини з васкулярної флое-
ми моркви зберігають тотипотентність —  
здатність регенерувати цілі рослини [4], 
таким чином, висвітлюючи дивовижний 
регенераційний потенціал соматичних клі-
тин рослин.

Здатність до регенерації в культурі in 
vitro вивчалась у багатьох видів рослин, але 
її індукція не може бути універсальною, 
оскільки вона є генотипзалежною [5]. Ге-
нотипові відмінності в морфогенезі можуть 
бути пов’язані з різницею рівня ендогенно-
го гормону [6].

Ця регенераційна здатність може бути 
збільшена за рахунок екзогенних регулято-
рів росту в культурі in vitro. Накопичення 
фактів свідчить про те, що деякі форми 
регенерації рослин передбачають перепро-
грамування диференційованих соматич-
них клітин, тоді як інші індукують її через 
активацію відносно недиференційованих 
клітин у соматичних тканинах [7].

Загалом, соняшник (Helianthus annuus 
L.) — одна з важких культур для маніпуля-
цій in vitro [8; 9]. Морфогенез соняшнику 
дуже мінливий і залежить від генотипу, 
компонентів живильних середовищ, типу 
експлантата умов культивування і т.д. У 
цього виду було описано різні методи для 
регенерації за допомогою органогенезу або 
соматичного ембріогенезу [9], але ефектив-
на система регенерації залишається досить 
актуальним питанням.

Морфогенез у культурі in vitro відбува-
ється за допомогою адвентивного органо-
генезу, при якому відбувається формуван-
ня однієї меристеми кореня або пагона в 
адвентивній бруньці з подальшою її про-

ліферацією в пагін (корінь) і наступним 
його укоріненням (індукцією пагонів); або 
соматичного ембріогенезу, в результаті яко-
го формуються соматичні ембріоїди з 2-ма 
апексами — кореня і пагона.

У цих меристемних тканинах пластиди 
знаходяться на недиференційованій про-
пластидній стадії. Розвиток білого ноду-
лярного ембріогенного калюса при сома-
тичному ембріогенезі та утворення зелених 
адвентивних бруньок при органогенезі пе-
редбачають розбіжність режимів диферен-
ціювання пластиду під час морфогенезу. 
Регулятори росту рослин можуть бути за-
лучені для індукції або спрямування різних 
шляхів диференціювання пластид [6].

Теоретично адвентивні меристеми мо-
жуть формуватись двома шляхами:

• з диференційованих клітин експлан-
тата без стадії диференціації;

• з неспеціалізованих, неорганізованих, 
і диференційованих клітин калюсних тка-
нин [5].

Hicks описав ці два методи регенерації 
як прямий і непрямий морфогенез, відпо-
відно [10]. На практиці їх не завжди мож-
ливо розрізнити. Меристеми, які сформу-
вались прямо, призначені для формування 
пагонів або соматичних ембріоїдів, можуть 
проліферувати формуючи регенеративну 
тканину схожу за зовнішнім виглядом на 
калюс. Такі меристеми також можуть бути 
оточені диференційованим калюсом і це 
ускладнює з’ясування їх походження. Ме-
ристеми, які формують пагони, часто мо-
жуть бути відділені від калюсної тканини. 
Альтернативно, меристеми пагонів можуть 
утворюватися в межах калюса, який до цих 
пір прикріплений до основної тканини або 
всередині тканини експлантата, або можуть 
бути сформовані одночасно з такого калюса 
і з поверхневих клітин експлантата [11].

Враховуючи, що соняшник є культу-
рою, з якою важко працювати в культурі 
in vitro, оскільки регенераційна здатність 
залежить від генотипу, поживного середо-
вища та умов культивування, розробка 
ефективної, робочої системи є актуальною. 
Тому нашою метою було дослідити реге-
нераційну здатність шляхом органогенезу  
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ОТРИМАННЯ ФЕРТИЛЬНИХ РОСЛИН–РЕГЕНЕРАНТІВ СОНЯШНИКУ (HELIANTHUS ANNUUS L.)...

in vitro на чотирьох генотипах із метою по-
дальшого використання цієї системи на 
різних генотипах соняшнику.

АНАЛІЗ ОСТАННІХ ДОСЛІДЖЕНЬ  
І ПУБЛІКАЦІЙ

Соняшник (Helianthus annuus L.) є ціка-
вим та важким об’єктом для різноманітних 
маніпуляцій в культурі in vitro. Розробивши 
ефективну систему регенерації стане мож-
ливим ефективно проводити генетичну тран-
сформацію, що базується на здатності клітин 
регенерувати у морфологічно типові рос-
лини соняшнику. Однак на регенераційну 
здатність впливає: тип експлантата, поживне 
середовище та умови культивування.

Є публікації, в яких висвітлені резуль-
тати дослідження, регенераційної здатнос-
ті соняшнику, використовуючи різні типи 
експлантатів та різне співвідношення регу-
ляторів росту [8; 12; 13].

Zhang Z. та Finer, J.J. (2015) проводи-
ли дослідження регенераційної здатності 
соняшнику на лінії RHA280. Робота була 
спрямована на визначення впливу регуля-
торів росту на покращення розвитку паго-
нів. У результаті, імпульсна обробка сім’я-
долей середовищем Мурасіге–Скуга (МS), 
що містить у собі 1,5 мг/л 6–бензинаміно-
пурину (6–ВА) та 0,2 мг/л нафтилоцтової 
кислоти (NAA), з подальшим перенесенням 
на середовище, яке містить 0,1 мг/л гібе-
релінової кислоти (GA3), призводить до 
поліпшеного розвитку пагонів [14].

Nowakowska M. зі співавт. (2020), до-
сліджуючи багаторічний вид соняшнику 
Helianthus verticillatus в культурі in vitro 
розробили протокол клонального мікро-
розмноження з використанням пазушних 
проростків. У цій роботі були використані 
SSR-маркера з метою визначення одно-
рідності між рослинами–регенерантами та 
вихідною рослиною. Було встановлено, що 
всі рослини–регенеранти є однорідними 
та стабільними порівняно з їх вихідними 
рослинами [15].

Також дослідження регенераційної 
здатності проводили на декоративному 
соняшнику. Qi Y–K. зі співавт. (2018), 
при здійсненні дослідження регенерацій-

ної здатності декоративного соняшнику 
(YAN1569, YAN1339, YAN1339, YAN1328) 
встановили, що в якості експлантатів кра-
ще використовувати молоді апекальні 
бруньки, існує генотипзалежна реакція на 
регулятори росту (особливо на 6–бензил-
амінопурин). Кращою концентрацією  
6–ВА для YAN1569 є 0,6 мг/л, для YAN1339 —  
0,6–0,9 мг/л, YAN1339 — 0,6–0,9, а для 
YAN1328 — 0,9–1,2 мг/л [16].

Робота Kim M.–J. зі співавт. (2016) була 
спрямована на розробку ефективної систе-
ми регенерації та генетичної трансформації 
Helianthus tuberosus L. Автори представили 
результати вивчення впливу регуляторів 
росту, умов культивування, тип експланта-
та та умов трансформації. За даними вче-
них, найбільша частота регенерації була 
встановлена на середовищі Мурасіге–Ску-
га (МS) з додаванням 1 мг/л зеатину [17].

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕНЬ

Рослинний матеріал. Використовували 
насіння 4-х ліній соняшнику (2, 3, 19, 35) 
(21-ша доба після запилення), які були на-
дані Всеукраїнським науковим інститутом 
селекції. Насіння стерилізували 70% етано-
лом упродовж 1 хв, після чого переносили 
їх в 50% розчин гіпохлориту натрію. На-
сіння промивали 3 рази стерильною дис-
тильованою водою для видалення залиш-
ків стерилізуючих агентів. Як експлантати 
використовували сім’ядолі.

Індукція адвентивних бруньок. У всіх 
експериментах (крім стадії укорінення) 
використовували макро- і мікроелементи 
середовища МS [18], вітаміни В5 [19], 3% 
цукрозу, 5 мг/л AgNO3.

Базове середовище було доповнене ре-
гуляторами росту різної концентрації:

1) 2 мг/л 2–iP, 0,5 мг/л IAA, 0,1 мг/л 
TDZ [20];

2) 2 мг/л 2–iP, 0,5 мг/л picloram, 0,1 мг/л  
TDZ;

3) 1 мг/л BAP, 1 мг/л a–naphthalenea-
cetic acid (NAA), 0,1 мг/л gibberellic acid 
(GA3) [21];

4) 1 мг/л BAP, 0,25 мг/л IAA, 0,1 мг/л 
GA3;
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5) 2 мг/л kinetin (Kn), 0,5 мг/л NAA.
Середовище автоклавували при 121°С 

упродовж 20 хв, перед тим доводили рН 1М  
розчином КОН або НСl до 5,7±0,1. Для 
індукції морфогенезу експлантати куль-
тивували без та з освітленням упродовж 
21 доби при 25°С. Якщо експлантати куль-
тивували в темряві, то через 14 діб їх пере-
носили на те саме середовище, але в умовах 
світла на 7 діб.

Проліферація адвентивних бруньок. Для 
проліферації адвентивних бруньок вико-
ристовували базове середовище з додаван-
ням різних регуляторів росту:

6) 2 мг/л 2–iP, 0,5 мг/л IAA, 0,1 мг/л 
TDZ [20];

7) 3 мг/л BAP, 2 мг/л 2–iP .
Експлантати культивували упродовж 

14 діб при 16/8 фотоперіоді і 25°С.
Елонгація адвентивних пагонів. Елон-

гація адвентивних пагонів відбувалась на 
середовищах, які доповнені різною кон-
центрацією цитокінінів та гібереліновою 
кислотою (10–12 діб).

8) BAP 0,1 mg/l [22];
9) 2–iP 1 mg/l, BAP 0,5 mg/l [20];
10) GA3 0,2mg/l [21].
Укорінення. Для індукції коренів ви-

користовували — макро- і мікроелемен-
тів середовища МS [18], вітаміни В5 [19], 
2% цукрозу, з додаванням ауксину 1 мг/л  
indole–3–buteric acid (ІВА).

Адаптація. Після утворення коренів 
рослини–регенеранти переносили в ґрунт 
і вирощували в умовах теплиці (16/8 фо-
топеріод, 25°С). На фертильних рослинах 
проводили автотриппінг.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

При культивуванні експлантатів на 
середовищі 1 відбувалась індукція адвен-
тивних бруньок (пагонів) (рис. 1) залеж-
но від умов культивування та генотипу. У 
лінії 35 адвентивні бруньки формувались 
по всій поверхні експлантата (рис. 1, а,  
1, б), але при культивуванні в різних умо-
вах освітлення їх проліферація (рис. 1, б) 
краще здійснювалась, якщо експлантати 
спочатку (14 діб) культивувались на се-
редовищі 1 без освітлення, а потім екс-

плантати переносили на свіже живиль-
не середовище при фотоперіоді 16/8 год  
(рис. 1, б). У лінії 3 адвентивні бруньки 
утворювались на проксимальній части-
ні сім’ядолі відносно зародка (рис. 1, в), і 
при різних умовах культивування різниці 
між проліферацією в адвентивні пагони не 
спостерігалось (табл. 1). Адвентивні паго-
ни вдалось отримати тільки на двох гено- 
типах.

На середовищі 2 при заміні IAA на piclo-
ram у тій самій концентрації (рис. 1, д) від-
бувалось утворення рихлого неморфоген-
ного калюса у всіх генотипів (фотоперіод 
16/8). При культивуванні 14 діб у темряві 
з подальшим субкультивуванням на світлі 
(рис. 1, е) на проксимальній частині сім’я-
долі спостерігали ризогенез.

При культивуванні експлантатів на се-
редовищі 3, 4, 5 утворювались морфологіч-
но ненормальні пагони.

Для проліферації адвентивних бруньок 
використовували середовища 6 і 7. Аналі-
зуючи табл. 1 відсоток проліферації адвен-
тивних бруньок був вищим на середовищі 7  
(рис. 2, б), але в подальшому неможливо 
було елонгувати пагони, тому використо-
вували середовище 6 (рис. 2, а).

Лінія 35 відзначалась вищою часто-
тою проліферованих бруньок, ніж лінія 
3 (табл.), але вони піддавались сильній 
вітрифікації. У лінії 3 адвентивні паго-
ни формувались лише на проксимальній 
частині сім’ядолі і вони мали нормальну 
морфологію (рис. 2, в).

Для елонгації пагонів використовува-
ли середовища з гібереліновою кислотою, 
високою та низькою концентрацією ци-
токінінів. На середовищі з гібереліновою 
кислотою пагони елонгувались, але під-
давались сильній вітрифікації і втрачали 
морфологічно нормальний вигляд.

Також адвентивні пагони лінії 35 вда-
лося елонгувати на середовищі 9, але при 
культивуванні на усіх середовищах вони 
мали гіпергідратовані тканини, які немож-
ливо було укорінити. Нормальні елонго-
вані адвентивні пагони вдалось отримати 
тільки у лінії 3 з високою концентрацією 
цитокінінів (середовище 9) (рис. 3, а).
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Рис. 1. Індукція морфогенезу в культурі in vitro соняшнику (Helianthus annuus L.)
Примітки: а) лінія 35, середовище 1, 16/8 фотоперіод 21 доба; б) лінія 35, середовище 1, 14 діб без освіт-
лення, 7 діб 16/8 фотоперіод; в) лінія 3; середовище 1, 16/8 фотоперіод 21 доба; г) лінія 3, середовище 1,  
14 діб без освітлення, 7 діб 16/8 фотоперіод; д) середовище 2, 16/8 фотоперіод 21 доба; е) середовище 2, 
14 діб без освітлення, 7 діб 16/8 фотоперіод.
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35

Світло 1 85
6 18 8 – – –

7 26 9 – – –

Темрява 14 діб + 
світло 1 100

6 67 8 16 – –

7 82 9 – – –

3

Світло 1 75
6 52 8 36 75 80

7 58 9 – – –

Темрява 14 діб + 
світло 1 70

6 54 8 35 75 80

7 62 9 – – –
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Рис. 2. Проліферація адвентивних бруньок
Примітки: а) лінія 35, середовище 6; б) лінія 35, середовище 6; в) лінія 3, середовище 6.

Рис. 3. Отримання насіння соняшнику у лінії 3 з адвентивних пагонів з культури in vitro
Примітки: а) елонгація пагонів на середовищі 9; б) укорінені адвентивні пагони; в), г) адаптовані in vivo 
рослини–регенеранти; д) цвітіння рослин; е) дозріле насіння соняшнику.

Індукція коренів у рослин–регенерантів 
відбувалася при культивуванні на середо-
вищі з ауксинами, з додаванням 1 мг/л 
IBA, частота укорінення становила 75%. 
При культивуванні адвентивних пагонів 
на безгормональному середовищі (конт-
роль) не вдалося індукувати корені. Після 

формування коренів рослини переносили в 
ґрунт і адаптували (рис. 3, в). Таким чином 
рослини–регенерантів елонгувались in vivо 
(рис. 3, г), завдяки чому вдалось довести їх 
до цвітіння (рис. 3, д). Після автотриппінгу 
зав’язалось насіння (рис. 3, е), і через 45 діб 
його було зібрано.
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ВИСНОВКИ

При культивуванні експлантатів на се-
редовищі 1 частота індукції адвентивних 
бруньок була найвищою. Аналізуючи табл. 1,  
визначили, що лінія 35 має вищий відсоток 
регенерації, ніж лінія 3, але через сильну 
вітрифікацію рослин–регенерантів немож-
ливо було їх укорінити, на відміну від лінії 
3, адвентивні пагони якої мали нормальну 
морфологію. Рослини–регенеранти вда-

лося отримати тільки на 2-х лініях, отже 
регенерація соняшнику є генотипзалеж-
ною. Хоча адвентивні бруньки краще про-
ліферували на середовищі 7, через те, що 
далі такі пагони не вдалося елонгувати для 
проліферації використовували середовище 
6. Вдалося розробити ефективну систему 
укорінення адвентивних пагонів, що дало 
змогу адаптувати рослини–регенеранти до 
септичних умов.
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