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Биотехнология — альтернатива тради-
ционным методам получения улучшенных
форм растений — становится более детали-
зированной и конкретной. В то же время
теоретические аспекты многих фундамен-
тальных процессов остаются вне изучаемого
круга вопросов, хотя именно они требуют
повышенного внимания. К таким пробле-
мам относятся закономерности дедифферен-
циации/дифференциации клеток. 

Получение биотехнологических расте-
ний зависит главным образом от реализации
процедуры регенерации жизнеспособных
растений. Для некоторых генотипов эта про-
цедура успешно разработана, для других она
весьма проблематична. В ряде случаев на блю -
дается полное отсутствие регенерации [1].

К числу культур с низкой эффектив-
ностью регенерации относится подсолнечник
(Helianthus annuus L., ssp. annuus). Регене -
рация у подсолнечника может осуществ-

ляться прямым либо непрямым органогене-
зом или соматическим эмбриогенезом [2−4].

У подсолнечника, аналогично другим
культурам, проявление (повышение) морфо-
генетической активности стимулируется
с помощью различных воздействий: измене-
нием состава культуральной среды, физиче-
скими нагрузками [5, 6]. На регенерацию
побегов подсолнечника оказывают влияние
регуляторы роста, особенно цитокинины [4].

Параллельно с варьированием внешних
факторов постоянно ведется поиск геноти-
пов с повышенным уровнем тотипотентно-
сти [7]. В то же время даже у генотипов с
высоким морфогенетическим потенциалом
не все органы и ткани способны к индукции
побегообразования, это относится и к стадии
онтогенеза растений. В связи с этим осу-
ществляют скрининг тканей уже отдельного
растения. Давно установлено, что система in
vitro оказывает многофакторное влияние на
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Широкое распространение методов биотехнологии растений в значительной степени сдер -
живается низкой частотой регенерации тканей in vitro. До настоящего времени проблемными
остаются вопросы, связанные с поиском эксплантатов с активной и стабильной индукцией
побегообразования. Известно, что динамические изменения содержания свободного пролина могут
быть связаны с процессами роста и развития in vivo и in vitro. In vitro проращивали зрелые семянки
подсолнечника (H. annuиs L.) in vitro и измеряли содержание свободного пролина в соматических
тканях, различающихся по регенерационной способности. Исследовали следующие типы
эксплантатов: семядоли 1- и 4-суточных проростков; первичный эксплантат, сформированный для
индукции побегообразования (сегмент 4-суточного проростка); первичные эксплантаты с началом
и отсутствием органогенеза после 6 сут выращивания на среде для регенерации; регенерант и
соответствующий ему эксплантат  в момент отделения побега; эксплантат через 10 сут после
отделения растения. Максимальный уровень пролина был отмечен только в эксплантатах, где
происходил морфогенез. Высказывается предположение о возможном участии пролина в процессах
органогенеза подсолнечника in vitro. Показатель содержания свободного пролина может быть
использован для первичного скрининга тканей подсолнечника, потенциально способных к
органогенезу in vitro.
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культивируемые ткани, коренным образом
изменяя их анатомическое строение, мета-
болизм, гормональный статус [8]. Однако
при отборе тканей, потенциально способных
к регенерации, как правило, ограничивают-
ся анатомическим и цитологическим конт-
ролем [9]. 

Поскольку морфогенетический потенци-
ал клетки является динамической характе-
ристикой, логично предположить, что его
изменения сопряжены с эндогенными изме-
нениями метаболизма. Очевидно, наиболь-
ший эффект будет отражаться в наиболее
вариабельных участках синтеза. 

Среди эндогенных аминокислот, посто-
янно присутствующих в растении, особый
интерес представляет пролин (Pro). Pro
в растениях синтезируется двумя путями:
из глутамата либо из орнитина [10−13].
В первом случае процесс идет с участием
энзима Δ1-пирролин-5-карбоксилатсинтета-
зы (P5CS) (К.Ф.2.7.2.11.1.2.1.41). Образует -
ся глутамин-γ-семиальдегид с последующей
спонтанной циклизацией в пирролин-5-кар-
боксилат и восстановлением в Pro. Во втором
случае реакция катализируется орнитин -
аминотрансферазой (ОАТ) (К.Ф.2.6.1.13).
Промежуточным продуктом также является
глутамин-γ-семиальдегид. При этом путь
синтеза из орнитина предпочтительнее при
высоких условиях доступного азота [10, 11].
Хотя оба энзима катализируют синтез одной
аминокислоты, их действие отличается
рядом особенностей. Активность P5CS выше
и ингибируется Pro [12, 13]. Активность
ОАТ ниже и регулируется абсцизовой кис -
лотой (АБК) [13]. Катаболизм пролина
осуществ ляется пролиндегидрогеназой
(PDH) (К.Ф.1.5.99.8).

Изучение свойств пролина, закономерно-
стей его накопления/расходования прово-
дится главным образом при исследовании
стресс-устойчивости [11−13]. Однако, при-
нимая во внимание уникальное свойство Pro —
саморегуляция активности энзимов своего
синтеза/деградации, в последнее время эту
аминокислоту рассматривают как регуля-
торную/сигнальную молекулу, действую-
щую не только в условиях адаптации расте-
ний к стрессу, но и в процессе их онтогенеза
[10−12]. Пролин может оказывать влияние
на процесы пролиферации и гибели клеток
[12]. Что касается культивирования in vitro,
то использование экзогенного пролина
может повышать частоту регенерации побе-
гов ряда культур. Имеются данные о повы-
шении содержания эндогенного Pro в ходе
соматического эмбриогенеза [14]. 

По нашему предположению, динамич-
ные изменения в содержании свободного
пролина могут быть связаны с процессами
органогенеза растений in vitro. В данной
работе проводили сравнительное изучение
содержания свободного пролина в эксплан-
татах, различающихся по способности к ин -
дукции побегообразования, и регенерантах
на ранних этапах их роста и развития.

Материалы и методы

Объектом исследования был подсолнеч-
ник (Helianthus annuus L.) сорта Прометей
(Институт масличных культур НАН Ук раи -
ны, пос. Солнечный, Запорожская обл.).
Зрелые семянки очищали, стерилизовали
последовательно 96%-м этанолом и 20%-м
раствором отбеливателя «Белизна» 4 мин
и 40 мин соответственно и троекратно про-
мывали стерильной дистиллированной
водой. Стерильные семянки проращивали
на агаризованной безгормональной среде
Мурасиге−Скуга [15]. Индукцию побегооб-
разования осуществляли на среде Му -
расиге−Скуга, содержащей 0,1 мг/л нафтил -
уксусной кислоты (НУК), 1,0 мг/л
бензиламинопурина (БАП), 20,0 мг/л тио-
сульфата натрия. Для определения свобод-
ного пролина отбирали ткани разного срока
культивирования, различающиеся по спо-
собности к реализации морфогенетического
потенциала (рис. 1, 1−8). 

Растительный материал культивировали
при температуре 25–26 °С, 16-часовом фото-
периоде и освещенности 3−4 клк. Пробы для
анализа отбирали и фиксировали в одно и то
же время суток. 

Содержание свободного пролина опреде-
ляли по методу Чинарда с модификациями
[16]. Суть метода заключается в образовании
окрашенного продукта взаимодействия Pro
с нингидриновым реактивом. Навеску рас-
тительной ткани растирали в 10 мл 3,0%-го
раствора сульфосалициловой кислоты для
осаждения протеинов. Гомогенат фильтро-
вали. К 2,0 мл фильтрата добавляли 2,0 мл
нингидринового реактива, приготовленного
без нагревания (1,25 г нингидрина, 30 мг
ледяной уксусной кислоты, 20 мл 6 М рас-
твора Н3РО4), и 2,0 мл ледяной уксусной
кислоты. Реакционную смесь инкубировали
на водяной бане при 100 °С в течение 1 ч,
быстро охлаждали, переносили в делитель-
ную воронку, содержащую 4,0 мл толуола,
встряхивали. Окрашенный в малиновый
цвет хромофор (верхний слой) отделяли и
колориметрировали против толуола при
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длине волны λ = 520 нм. Калибровочную
кривую строили по кристаллическому 
пролину.

Уровень свободного Pro измеряли в каж-
дом отдельном эксплантате и соответствую-
щем регенеранте (если морфогенез осу-
ществлялся). Приведены средние значения
и их стандартные ошибки по двум сериям
опытов, в каждом из которых пробы отбира-
ли не менее чем в троекратной аналитиче-
ской повторности. 

Результаты и обсуждение

Культурный подсолнечник считается
проблемно регенерирующим растением. Это
существенно ограничивает его генетическое
улучшение с помощью современных биотех-
нологий. Ранее нам удалось значительно
повысить частоту побегообразования у слабо
регенерирующих генотипов подсолнечника,
а также индуцировать этот процесс у нереге-
нерирующих. Положительный эффект был
достигнут за счет выбора первичного экс-
плантата и модификаций состава культу-
ральной среды для регенерации [5]. На рис.
2 показана регенерация побегов подсолнеч-
ника сорта Прометей путем прямого органо-
генеза (частота регенерации — 50÷80%). 

Адекватные быстрые ответные реакции
со стороны растительных тканей на условия
культивирования in vitro и их изменения
проявляются прежде всего в наиболее чув-

ствительных областях. Таковыми являются
области пролиферации, участки с дополни-
тельным поранением, сегменты с активным
метаболизмом и измененным гормональным
статусом. Вследствие этого, как указыва-
лось выше, ожидаемой характеристикой
данных областей может быть повышенный
уровень свободного пролина.

На диаграмме представлено содержание
свободного Pro в различных образцах тканей
подсолнечника, характеристика которых дана
в разделе «Материалы и методы» (рис. 3).

Как видно из данных, представленных
на рис. 3 (1–3), с увеличением продолжи-
тельности культивирования проростков
происходило повышение содержания сво -
бод ного пролина в семядолях и в эксплантате,

Рис. 1. Ткани подсолнечника, в которых измеряли содержание свободного пролина:
1 — семядоли семянки после 24-часового культивирования на среде для проращивания. Перед

проведением анализа семянки разделяли на 2 семядоли, которые анализировали отдельно;
2 — семядоли проростков, культивированных на среде для проращивания в течение 4 сут. Перед

проведением анализа отделяли корешок и апикальную почку. Каждую семядолю анализировали
отдельно;

3 — первичный эксплантат, потенциально способный к индукции побегообразования: ~2/3 семядоли с
рас щепленной верхней частью гипокотиля, размером 1-2 мм, сформированный из 4-суточных
проростков;

4 — первичный эксплантат на начальной стадии процесса побегообразования; 6 сут на среде для
регенерации (общий период культивирования — 10 сут);

5 — первичный эксплантат с отсутствием регенерации; 6 сут на среде для регенерации;
6 — регенерант после отделения от эксплантата; культивирование в течение 16 сут на среде для регенерации;
7 — эксплантат после отчленения регенеранта; 16 сут на среде для регенерации;
8 — эксплантат через 10 сут после отчленения регенеранта; 26 сут на среде для регенерации

1                2                          3                   4                       5                      6                       7                    8

Рис. 2. Регенерация побегов подсолнечника
сорта Прометей
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потенциально способном к индукции побего-
образования. В то же время по анализируе-
мому показателю между тканями этих
типов эксплантатов наблюдалось достовер-
ное различие. Наиболее высокий уровень
пролина был характерен для сегмента
проростк а, содержащего часть семядоли
с гипокотилем, что могло быть отражением
существования градиента концентрации
амино кислоты.

Ранее было установлено, что в семенах
подсолнечника в состоянии покоя присут-
ствуют восемь свободных аминокислот,
в том числе Pro [17]. На 4−5-е сутки прорас-
тания семян уровень Pro существенно воз-
растал, после чего поддерживался на доста-
точно высоком уровне. Авторы объясняют
это общей активацией метаболизма в про-
растающем семени. Изменения содержания
Pro в зависимости от возраста отмечены и
для других растений. Более того, в молодых
растениях петуньи Pro считается фактором,
сдвигающим общий баланс аминокислот
[18]. Анализ экспрессии гена P5CS араби-
допсиса показал, что потребность в содержании
пролина существует и в клетках быстрора-
стущих каллусных культур [19]. По вы -
шение уровня пролина коррелирует с важ-
ными народнохозяйственными показателями.
Так, в растениях гречихи увеличение содер-
жания пролина в 1,5–4 раза сочеталось
с повышением урожайности этой культуры
на 12% [20].

Далее при переносе потенциально спо-
собных к морфогенезу эксплантатов подсол-
нечника на среду для регенерации количе-
ство Pro в них почти 4-кратно снижалось.
Уже на 6-е сут культивирования наблюда-
лись существенные различия в содержании
свободного пролина между тканями, из
которых происходила индукция побегообра-
зования, и где она отсутствовала (рис. 3, 4,

5, соответственно). В эксплантате, где осу-
ществлялась регенерация побега, аккумули-
ровалось приблизительно в 2 раза большее
количество Pro.

В сформированных 6-дневных побегах
(рис. 3, 6) содержание пролина существенно
превышало уровень аминокислоты, изме-
ренный в эксплантатах, из которых иниции-
ровалась регенерация. Более того, в экс-
плантатах, из которых были вычленены
побеги, уровень этой аминокислоты досто-
верно не отличался от показателей нерегене-
рирующих тканей. В дальнейшем в таких
культивируемых эксплантатах количество
пролина оставалось стабильно низким.
Сравнительные исследования содержания
свободного пролина в культивируемых тка-
нях подсолнечника выявили два показа-
тельных момента. Во-первых, происходило
активное снижение содержания аминокис-
лоты в эксплантатах при культивировании
in vitro на регенерационной среде. Во-вто-
рых, наблюдалась сопряженность индукции
побегообразования и уровня измеряемого
параметра, что свидетельствует в пользу воз-
можного участия пролина в общей системе
регуляции процесса органогенеза подсол-
нечника in vitro.

Феномен динамического варьирования
содержания свободного пролина общеизве-
стен [21, 22]. Причины этого различны.
В нашем конкретном случае снижение
содержания пролина может быть следствием
ряда причин. С увеличением возраста куль-
туры скорость процессов синтеза за -
медляется (в системе in vitro это явление
усиливается вследствие исчерпания ресур-
сов), при этом быстрее стареют неморфоген-
ные тка ни. На это указывают и другие авто-
ры [8, 23].

Не исключается также и действие среды
культивирования, в частности регуляторов
роста НУК и БАП, которые присутствовали
в регенерационной среде. Как правило, для
стимуляции побегообразования и повыше-
ния частоты регенерации определяют опти-
мальные для конкретной культуры сочета-
ния ауксинов/цитокининов. При этом
всегда следует иметь в виду взаимодействие
экзогенных гормонов с эндогенными. 

Среди эндогенных гормонов особое место
занимает АБК. В данном случае важна ее
роль как стимулятора морфогенеза.
Отмечено одновременное накопление эндо-
генной АБК и экзогенных фитогормонов
в морфогенных тканях [24]. С другой сторо-
ны, имеются свидетельства о регуляторной
роли АБК в биосинтезе пролина. Так, экс-

Рис. 3. Содержание свободного пролина
в тканях подсолнечника, различающихся 

по способности к реализации
морфогенетического потенциала
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ВМІСТ ВІЛЬНОГО ПРОЛІНУ В ТКАНИНАХ
СОНЯШНИКУ ПРИ РЕАЛІЗАЦІЇ

МОРФОГЕНЕТИЧНОГО ПОТЕНЦІАЛУ in vitro

Л. Є. Сергєєва, А. Г. Комісаренко, 
Л. І. Броннікова, С. І. Михальська, 

О. М. Тищенко

Інститут фізіології рослин і генетики 
НАН України, Київ

E-mail: oltyko@gmail.com

Широке розповсюдження методів біотех-
нології рослин значною мірою стримується
низькою частотою регенерації тканин in vitro.
Проблемними й дотепер лишаються питання,
пов’язані з пошуком експлантатів з активною
та стабільною індукцією пагоноутворення.
Відомо, що динамічні зміни вмісту вільного
проліну можуть бути пов’язані з процесами
росту та розвитку in vivo й in vitro. In vitro про-
рощували зрілі сім’янки соняшника (H.
annuиs L.) і вимірювали вміст вільного пролі-
ну в соматичних тканинах, які різняться за
регенераційною здатністю. Досліджували такі
типи експлантатів: сім’ядолі 1- та 4-добових
проростків; первинний експлантат, підготов-
лений для індукції пагоноутворення (сегмент
4-добового проростка); первинні експлантати
з початком та за відсутності морфогенезу
після 6 діб вирощування на середовищі для
регенерації; регенерант та відповідний йому
експлантат у момент відділення проростка;
експлантат через 10 діб після відокремлення
рослини. Максимальний рівень проліну було
відзначено лише в експлантатах, де відбувався
морфогенез. Висловлюється припущення про
ймовірну участь проліну в процесах органоге-
незу  в соняшнику in vitro. Показник вмісту
вільного проліну може бути використаний для
первинного скринінгу тканин соняшнику,
потенційно здатних до органогенезу in vitro.

Ключові слова: H. annuus L., культура in
vitro, регенерація, пагоноутворення, пролін.

THE FREE PROLINE CONTENTS OF THE
SUNFLOWER TISSUES THROUGHOUT

THE MORPHOGENESIS in vitro

L. E. Sergeeva, A. G. Komisarenko, 
L. I. Bronnikova, S. I. Mikhalska,

O. M. Tishchenko

Institute of Plant Physiology and Genetics of
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv

E-mail: oltyko@gmail.com

Low frequency of in vitro plant regeneration
limits significantly wide expansion of biotech-
nology methods. The screening of explants with
stable and high level of the morphogenesis is an
open problem. It is  known, that free proline fluc-
tuations correlate with processes of plant growth
and development in vivo and in vitro. Sunflower
mature seeds were germinated in vitro. The con-
tents of free proline at somatic tissues with dif-
ferent regenerational abilities were measured.
Following explants were estimated: cotyledons
from 1- or 4-days cultivating shoots; primary
explants prepared for the regeneration proce-
dure (segments of 4-day cultivating shoots); pri-
mary explants with and without initial morpho-
genesis, 6 days on the regeneration medium;
shoots and certain explants at the moment of
their mutual separation; explants, 10 days after
shoots release. The top levels of free proline were
observed in tissues with fulfiled organogenesis.
The hypothesis about proline involvement to the
process of sunflower morphogenesis in vitro is
discussed. During primary screenings of
explants the level of free proline can be appropri-
ate index of in vitro sunflower organogenesis.

Key words: H. annuus L., in vitro culture, regen-
eration, organogenesis, proline. 
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