
ISSN 1810–7834. Â³ñí. Óêð. òîâ-âà ãåíåòèê³â ³ ñåëåêö³îíåð³â. 2011, òîì 9, ¹ 1118

© О.М. Бублик, 2011

УДК 575.155

ЧИННИКИ СОМАКЛОНАЛЬНОЇ МІНЛИВОСТІ РОСЛИН

О.М. Бублик
Інститут молекулярної біології і генетики НАН України 
Україна, 03680,  м. Київ, вул. Академіка Заболотного, буд. 150 
е-mail: o.m.bublyk@imbg.org.ua

Проаналізовано літературні дані щодо чинників, які обумовлюють рівень та особливості 
генетичних та епігенетичних змін у рослин в культурі in vitro. Значну роль відіграє насам-
перед вид рослини – часто сомаклональні зміни відображають зміни геному в проце-
сі видоутворення. Певна частина сомаклональних змін є реалізацією мутацій у клітинах 
експланта, зокрема результатом міксоплоїдності вихідних рослин. Подальше накопи-
чення геномних змін відбувається у процесі вирощування під впливом умов культури in 
vitro та підлягає добору, селективним фактором якого є пристосованість клітин із певни-
ми генетичними особливостями до умов культивування (тверде або рідке живильне се-
редовище) та складу живильного середовища, особливо наявності та співвідношенню 
у ньому регуляторів росту. Значний вплив на рівень сомаклональної мінливості чинить 
спосіб регенерації та тип росту культури тканин (організований або неорганізований).
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Явище сомаклональної мінливості
Сомаклональна мінливість проявляється у клітинах, тканинах та органах 

рослин в культурі in vitro та у рослин-регенерантів як кількісні та якісні мутації, 
цитологічні порушення, зміни послідовності ДНК, активація та припинення екс-
пресії генів [1].

Вперше наявність у культурі in vitro клітин із геномними змінами (поліплоїді-
єю та анеуплоїдією, різними аномаліями мітозу) була показана Р. Готре в 1935 р. 
[2]. Пізніше було встановлено, що високий рівень геномної мінливості – це одна 
з характерних особливостей клітинних культур, яка виявляється не лише при 
вивченні каріотипу, а й послідовностей ядерної, хлоропластної та мітохондрі-
альної ДНК [3].

Термін «сомаклональна мінливість» [4] вперше було запропоновано для 
позначення фенотипної мінливості серед рослин-регенерантів, отриманих із 
культивованих тканин, однак із часом він набув ширшого значення і на сьогод-
нішній день застосовується для позначення будь-яких генетичних або епігене-
тичних змін в культурі in vitro.

Це явище має практичне значення для селекції, оскільки є джерелом гене-
тичної різноманітності. Сомаклональну мінливість успішно застосовують для 
надання господарсько цінним видам бажаних ознак (підвищення врожаю, 
якості зерна, зміни часу цвітіння тощо), стійкості до хвороб та шкідників, гербі-
цидів, соле-, морозо- та посухостійкості, стійкості до інших абіотичних стресів 
[5, 6]. З іншого боку, сомаклональна мінливість зумовлює труднощі багатьох 
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прикладних напрямків, пов’язаних із куль-
турою іn vіtro – мікроклонального розмно-
ження рослин [7], кріозбереження [8], 
трансформації [5, 9], тривалого стабільно-
го культивування ліній-продуцентів біоло-
гічно активних речовин [3], тощо.

Чинники, які впливають на сомакло-
нальну мінливість
Рівень та особливості геномних змін у 

культурі in vitro насамперед залежать від 
виду рослини та стану геному клітин екс-
планта і знаходяться під впливом низки ін-
ших факторів: тривалості культивування, 
складу живильного середовища, умов ви-
рощування, ступеня відхилення культури 
від організованого росту [3, 10, 11].

Умови in vitro можуть виявляти мута-
генний вплив, оскільки клітини експланта 
зазнають дії стресу, зумовленого травмою 
при відділенні експланта від материнської 
рослини та стерилізацією, відмінним від 
властивого організму фітогормональним 
складом живильного середовища, геном 
клітин може зазнавати перепрограмуван-
ня під час дедиференціації та регенерації в 
умовах, відмінних від природних [12, 13].

Додатковим чинником, що впливає на 
напрямок сомаклональної мінливості в 
культурі іn vіtro, є адаптивна селекція. Зо-
крема, таким чином може регулюватися 
плоїдність культивованих іn vіtro клітин, що 
приводить клітинні популяції до оптималь-
ного для даних умов культивування спів-
відношення клітин із різною кількістю хро-
мосом. Це пояснюється тим, що клітини з 
різною кількістю хромосом відрізняються 
за активністю синтезу певних метаболітів, і 
між ними виникають симбіотичний зв’язок 
або антагонізм, засновані на обміні про-
дуктами метаболізму. В основі добору мо-
жуть лежати і відмінності за тривалості клі-
тинного циклу у клітин різної плоїдності [3]. 
Продемонстровано також можливість до-
бору ненаправлених спонтанних мутацій 
ДНК, селективним фактором якого є при-

стосованість клітин із певним типом мута-
цій до відмінностей у складі середовищ 
[14]. Явище подібне до дії на геномну мін-
ливість в культурі in vitro добору, селектив-
ним фактором якого є пристосованість клі-
тин із певними генетичними особливостя-
ми до умов вирощування, показане й для 
рослин у природі – зафіксована поява спе-
цифічних змін геному, що корелюють із 
умовами зростання (особливостями клі-
мату й ґрунту) (див. наприклад [15]).

Окремі роботи порівнюють силу впливу 
різних факторів на рівень сомаклональної 
мінливості. У Picea mariana і P. glauca ста-
тистичний аналіз, проведений для клона, 
родини клона і тривалості культивування як 
змінних, показав, що найбільш важливим 
джерелом генетичної нестабільності був 
клон, за яким йшла тривалість культиву-
вання [11]. За результатами цитофотомет-
ричного аналізу у Curcuma aromatica ста-
ріння калюсу більш ефективно індукувало 
сомаклональну мінливість, ніж застосовані 
регулятори росту, що засвідчено частота-
ми поліплоїдних клітин у рослин-регене-
рантів [16].

Генотип та джерело експлантів
Для багатьох видів рослин показано, 

що здатність до калюсогенезу, тривалого 
росту в умовах in vitro, морфогенезу, емб-
ріогенезу, тощо відрізняється у різних ге-
нотипів [17, 18]. Літературні дані свідчать 
про те, що рівень мутаційних змін у культурі 
in vitro також залежить від генотипу [5]. На-
приклад, це було показано для різних видів 
стахісу [19], сортів ячменю [20], персика 
[21], часнику [22], дифенбахії [23] і цукро-
вої тростини [24], сортів і мутантних форм 
гороху [25], клонів ялин Pіcea marіana і 
Pіcea glauca [11], родин напівсибсів сосни 
звичайної Pinus sylvestris [26]. Зокрема 
різні види можуть відрізнятися за рівнем 
хромосомної стабільності. Наприклад, 
жито має більшу хромосомну нестабіль-
ність, ніж ячмінь або просо, що пов’язують 
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із гіперваріабельними повторюваними по-
слідовностями, розташованими в гетеро
хроматині жита [27].

Виявлено, що геномні реорганізації в 
культурі in vitro протягом адаптації клітин 
до умов ізольованого росту часто мають 
каналізований характер і певним чином по-
вторюють зміни цього геному у природі в 
процесі видоутворення. Наприклад, у ро-
дині Solanaceae багато видів родів 
Nicotiana, Solanum, Lycopersicon та інших 
виникли в результаті поліплоїдії. І в культурі 
клітин цих видів геномна мінливість – це 
переважно мінливість числа хромосом, яка 
має широкий розмах і сягає високих рівнів 
плоїдності. Види Crepis відрізняються пе-
реважно морфологією хромосом, а полі-
плоїдія тут зустрічається рідше. Аналогіч-
но, геномна мінливість культивованих in 
vitro клітин C. capillaris в основному поля-
гає у зміні морфології хромосом. Цікаво, 
що серед перебудованих каріотипів пере-
важають такі, що нагадують за морфологі-
єю окремі хромосоми і навіть каріотипи ін-
ших видів роду Crepis, а саме C. pulchra, 
C. parviflora, C. alpina, C. rhoeadifolia, C. 
kotschyana та ін. [28, 29].

Невипадковий характер змін рослинно-
го геному в умовах ізольованого росту клі-
тин на штучних живильних середовищах 
показано і на рівні ДНК. Наприклад, у рау-
вольфії зміїної (Rauwolfia serpentina) спо-
стерігали паралелізм між перебудовами в 
клітинах in vitro і міжвидовими відмінностя-
ми, що виникли в процесі еволюції – фраг-
менти ДНК культивованих клітин, перебу-
довані порівняно з рослиною вихідного 
виду, нагадували такі у окремих представ-
ників інших видів роду Rauwolfia [30]. Ана-
логічно, дослідження на сої показали, що 
усі нові рестрикційні фрагменти рослин-
регенератнів були присутні у інших сортів 
сої [31], а у двох регенерантів часнику спо-
стерігали появу RAPD-фрагмента, що збі-
гався за розміром із фрагментом, присут-
нім у спектрі іншого сорту [22]. При дослі-

дженні рослин-регенерантів картоплі 
виявлено невипадковий характер перебу-
дов генів рРНК – EcoRI фрагменти 3’-кін-
цевої послідовності рДНК регенерантів, 
отриманих із протопластів одного сорту, 
були подібні до таких в інтактних рослинах 
іншого сорту [32]. На невипадковий харак-
тер геномних перебудов у клітинах in vitro 
вказується також і в роботах [33–37], при-
чому таку закономірність знайдено і для 
змін метилювання ДНК [38, 39]. Накопиче-
ні дані можуть свідчити про певну спіль-
ність механізмів еволюції геному рослин у 
природі в процесі видоутворення і в куль-
турі in vitro протягом адаптації клітин до 
умов ізольованого росту.

Окрім ділянок геному, що за сомакло-
нальної мінливості відтворювали мін-
ливість у природі, виявлено існування 
нестабільних районів геному рослин із 
підвищеною здатністю до виникнення му-
тацій в культурі іn vіtro. Існування таких ді-
лянок геному, так званих “гарячих точок”, 
продемонстровано в низці робіт виконаних 
на житі [34, 40], унгернії Віктора (Ungernia 
vіctorіs) [41], часнику [22], цибулі ріпчастій 
[42], пшениці [43]. У регенерантів жита чо-
тири з таких гіперваріабельних ділянок 
були просеквеновані, одна з них ідентифі-
кована як частина теломерного тандемно-
го повтору, інша виявила високу подібність 
до ділянок ретротранспозонів Angela, пос-
лідовності решти не були виявлені у базах 
даних [40]. Запропоновано практичне ви-
користання чутливих до стресу в культурі 
тканин ділянок геному із підвищеним рів-
нем мутацій, як маркерів для ранньої діа-
гностики сомаклональної мінливості [44].

Інший прояв сомаклональної мінли-
вості – варіювання кількості хромосом у 
культурі іn vіtro – може бути обумовлений 
соматичними мутаціями [45, 46] й міксо-
плоїдією вихідних експлантів, широко роз-
повсюдженою у апоміктичних видів та ви-
дів, які вегетативно розмножуються [47]. 
Такі види є полісоматичними – їхні сома-
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тичні клітини зазнають ендоредуплікації, 
яка супроводжує диференціацію, і веде до 
міксоплоїдизації тканин. Немеристема-
тичні експланти таких рослин є сумішшю 
клітин із різним рівнем плоїдності, що відо-
бражається у культурі тканин in vitro [48]. 
Наприклад, поліплоїдні клітини спостері-
гали у листках, коренях, але не в апікальних 
меристемах стебел, стеблах та оцвітині 
орхідеї. Також знайдено неоднорідний 
розподіл поліплоїдних клітин у різних час-
тинах листків та коренів. Відмічено, що рі-
вень ендополіплоїдії зародків зростав про-
тягом розвитку [49]. Частота високоплоїд-
них клітин (>8C) у стеблевих експлантах 
Asparagus officinalis збільшувалася зі 
зростанням відстані від апікальної мерис-
теми стебла. Калюси, які походили від від-
далених від апекса секцій, також демон-
стрували вищу плоїдність (до 16C), ніж ре-
шта [50]. Дані щодо різних рівнів 
плоїдності різних тканин та органів отри-
мано для низки видів рослин [49, 51–56], в 
окремих випадках міксоплоїдію спостері-
гали і у меристемах [54, 57]. Наприклад, у 
клітинах кінчиків коренів рослин Centaurea 
ragusina було знайдено порушення мітозу, 
зокрема анеуплоїдію, поліплоїдію, розри-
ви хромосом та хромосомні мости [46].

Генетичні відмінності різних тканин за-
фіксували на молекулярному рівні – у тка-
нин листка, стебла, кореня і бульби кар-
топлі спостерігали різницю за RAPD-мар-
керами [58]. У межах однієї рослини (у 
різних зразках листків) було виявлено мін-
ливість мікросателітного локуса у Robinia 
pseudoacacia [59]. При введенні в культу-
ру іn vіtro такі генетично неоднорідні ткани-
ни дають початок гетерогенним клітинним 
популяціям [3, 50, 53, 60]. Наприклад, при 
дослідженні порушень мітозу у клітинах 
листків Coffea arabica, що були викорис-
тані як експланти, та у клітинах отриманого 
із них калюсу, клітини із порушеннями міто-
зу було знайдено в обох тканинах. Ці пору-
шення включали поліплоїдію, анеуплоїдію, 

липкі хромосоми, подвійні профази і від-
стаючі хромосоми. Також спостерігали ін-
терфазні клітини із мікроядрами або двоя-
дерні. Проте частота знайдених порушень 
була достовірно вищою у калюсі, ніж у 
листках. Калюс мав також декілька додат-
кових порушень, таких як к-мітоз, зчеплені 
хромосоми, мультиполярні метафази і 
хромосомні мости [45].

Вплив на виникнення генетичних змін 
іn vіtro може чинити і стадія розвитку тка-
нин, використаних як експлант – так поява 
мутантного алеля мікросателітного локуса 
у регенерантів винограду була пов’язана із 
стадією відбору вихідного матеріалу [61].

Тривалість культивування in vitro
У процесі вирощування посилюється 

геномна нестабільність культури тканин. 
Показано, що вік культури впливає на час-
тоту хромосомних аберацій – загалом ця 
частота зростає із віком калюсу (див. огляд 
[27]). Наприклад у ембріогенних культур 
кукурудзи частка анафаз із мутаціями 
зростала від 4 % на 3 місяці до 10,6 % на 12 
місяців культивування, спостерігали нако-
пичення хромосомних мостів і фрагментів 
[62]. Аналогічно, зростала частота хромо-
сомних мутацій (анеуплоїдії, змін морфо-
логії хромосом, дицентриків тощо) у реге-
нерантів дуба – від 49 % після 4 місяців 
культивування до 88 % після 20 місяців 
[63]. У пшениці в 4-місячній калюсній куль-
турі виявили 12 % аберантних хромосом, у 
подальшому рівень аберацій зростав і до-
сягав 80 % у 8-місячному калюсі [60]. По-
казано збільшення довжини теломер і кіль-
кості теломерних повторів у калюсних 
культурах ячменю, отриманих із незрілих 
зародків, із віком калюсу [64]. У регене-
рантів Curcuma aromatica, отриманих із 
калюсу віком 180 днів частота поліплоїд-
них клітин була вищою, ніж у регенерантів, 
що походили із 60-денного калюсу [16].

Таку ж закономірність – пряму залеж-
ність рівня сомаклональної мінливості від 
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віку культури тканин – виявлено і для змін 
послідовності ДНК. Наприклад, у культури 
тканин Ungernia vіctorіs зафіксовано ви-
никнення змін RAPD-спектрів протягом 
першого року вирощування і подальше на-
копичення цих змін протягом другого та 
третього років: середнє арифметичне ге-
нетичних дистанцій за Жакардом між рос-
линою-донором та калюсними культурами 
віком 1 рік становило 0,68 %, 2 роки – 
1,55  %, та 3 роки – 2,13 % [65]. З підви-
щенням віку калюсу Eucalyptus globulus 
підвищувалася мінливість отриманих від 
нього рослин-регенерантів. У межах груп 
регенерантів, отриманих шляхом непря-
мого органогенезу від однієї рослини, се-
редня кількість поліморфних AFLP-
фрагментів становила відповідно 3,08, 
5,40 і 8,38 для 6, 8 і 10 пасажів отримання 
регенерантів; частка рослин без полі-
морфних фрагментів становила 41,67 %, 
35 % і 25 % відповідно [66].

У цукрового буряка при тривалому 
(більше двадцяти років) культивуванні ка-
люсних ліній виявлено прогресуючі із ча-
сом зміни морфології клітин – вгинання 
ядра, багатоядерність, вакуолізація ядер-
ця і дефекти клітинної стінки [67].

Збільшення рівня мінливості кодуючих 
послідовностей також прямо корелює із 
тривалістю культивування, що показано 
для генів сахарозосинтази, АТФ/АДФ-
транслокатора та актину – у калюсної куль-
тури кукурудзи було знайдено значну мін-
ливість довжини та копійності фрагментів 
цих генів [68].

Із часом перебування в культурі in vitro 
можуть посилюватися і епігенетичні зміни. 
Наприклад, показано деметилювання ге-
номів рослин-регенерантів хмелю, що 
прогресувало із кількістю пасажів органо-
генного калюсу, від якого вони були отри-
мані [69].

Із віком культури спостерігали підви-
щення рівня транскрипції у трьох родин 

ретротранспозонів рису (Tos10, Tos17 і 
Tos19) [70].

Вплив тривалості культивування не об-
межується ядерним геномом, а зачіпає 
увесь генетичний матеріал клітини. Так, 
делеції і перебудови мітохондріальної ДНК 
зустрічалися частіше у регенерантів рису, 
які отримували із тривалокультивованих 
клітинних культур [71]. Одномісячні культу-
ри тканин рису не мали делецій у пластомі, 
а культури після 11 років вирощування 
мали різні ступені делецій та перебудов у 
100 % випадків [72].

Мутації якісних ознак також накопичу-
ються із часом при культивуванні in vitro 
[72, 73]. Так, серед регенерантів тюльпана 
фенотипічно нормальними були рослини, 
отримані методом циклічної мультиплікації 
бічних пагонів після двох років культиву-
вання. Однак серед регенерантів, отрима-
них із чотирирічної культури усі рослини 
мали змінений колір пелюсток. Також із 
чотирьох-семирічних культур були отри-
мані ювенільні рослини із аномальними 
листками. За допомогою RAPD та ISSR-
маркерів показано, що ця фенотипічна 
мінливість супроводжувалася генетични-
ми змінами [75].

Було зроблено спробу описати мате-
матично залежність частоти сомаклональ-
них змін від тривалості культивування. 
У суспензійної ембріогенної культури кави 
(Coffea arabica L.) частота морфологічних 
варіантів (f) зростала експоненційно із ві-
ком культури (t) (3, 6, 9 та 12 місяців) у від-
повідності із функцією f = 0.99e0.267t [76].

Разом із тим, накопичено дані, які не 
дозволяють говорити про існування про-
стої пропорційної залежності між триваліс-
тю культивування клітин і рівнем накопи-
чення генетичних змін. На цитологічному 
рівні для низки видів рослин було показа-
но, що після завершення формування клі-
тинного штаму (8–10-й пасаж) за незмін-
них умов вирощування спостерігається 
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відносний генетичний гомеостаз, підтри-
муваний дією стабілізуючого добору [3].

У деяких випадках не можна виявити і 
прямої закономірності із накопичення ге-
нетичних змін у регенерантів, отриманих із 
старіших культур тканин, порівняно із мо-
лодшими. Наприклад, рівень мінливості за 
RAPD- та ISSR-маркерами у регенерантів 
гороху після 10 років культивування не пе-
ревищував рівня мінливості після двох 
років культивування. Порівняння ж регене-
рантів, отриманих після восьми місяців і 10 
років у культурі in vitro виявило пряму за-
лежність рівня мінливості від тривалості 
вирощування [25]. Вік калюсу не мав впли-
ву і на рівень сомаклональної мінливості у 
регенерантів дифенбахії – рівні мінливості 
у рослин, що регенерували із 8- і 16-місяч-
ного калюсу були однакові [23]. У отрима-
них із калюсу рослинах Theobroma cacao 
генетичні та епігенетичні відмінності від 
вихідних рослин (вивчені відповідно за 
допомогою SSR- та MSAP-маркерів 
(methylation-sensitive amplified polymor
phism)) спершу накопичувалися із віком 
культури, досягаючи максимуму на 10–14 
тижні), а при подальшому культивуванні – 
зменшувалися до закінчення експеримен-
ту (22 тиждень) [77]. Можливим пояснен-
ням такої картини є втрата тотипотентності 
клітинами із значними генетичними пору-
шеннями і розвиток регенерантів лише із 
генетично стабільних клітин, як на початко-
вих, так і на пізніх етапах культивування ка-
люсу.

Склад живильного середовища та 
умови культивування
Істотний вплив на рівень і спектр змін 

геному, що виникають в культурі іn vіtro, 
мають компоненти живильних середовищ, 
умови культивування та продукти метабо-
лізму клітин [3]. Вважають, що провідну 
роль при цьому відіграють фітогормони та 
синтетичні регулятори росту [14, 78–86]. 
Є дані про можливість впливу на сомакло-

нальну мінливість також вітамінів [87, 88], 
сахарози [89, 90], агару [78, 91, 92] і міне-
ральних солей [93, 94].

Дисбаланс регуляторів росту у середо-
вищі, особливо ауксинів і цитокінів, є важ-
ливою причиною стресу і призводить до 
вітрифікації, сомаклональної мінливості, 
нездатності культивованих клітин та тка-
нин до відповіді на маніпуляції в культурі in 
vitro і перетворення їх на незалежні від 
ростових факторів [13]. Особливе значен-
ня регуляторів росту пов’язано із тим, що 
вони впливають на процес поділу клітини 
[95].

Показано, що під впливом регуляторів 
росту на рослинну клітину може відбувати-
ся диференційна реплікація повторюваних 
послідовностей високої частоти [96], акти-
вація промоторів деяких транспозонів 
[97], зміна кількості хромосом [3, 50, 55, 
79, 80, 86] та вмісту ядерної ДНК [79, 81], 
аберації хромосом [3, 98], зміни спектрів 
ізоферментів [84], індукція сестринських 
хроматидних обмінів [99] та специфічні пе-
ребудови геному, що визначаються моле-
кулярно-генетичними маркерами, зокре-
ма методом RAPD-ПЛР [14, 82, 83, 100, 
101].

Виявлено зв’язок рівня метилювання 
ДНК у культурі тканин й фітогормонального 
складу живильного середовища. Так, за-
гальний рівень метилювання суспензійної 
культури моркви змінювався у відповідь на 
зміну концентрації гормонів у середовищі. 
Рівень метилювання знижувався зі збіль-
шенням концентрації кінетину, але підви-
щувався зі збільшенням концентрації аук-
синів 2,4-Д, НОК і ІОК [102]. Додавання кі-
нетину до живильного середовища 
спричиняло значне зниження рівня мети-
лювання ДНК моркви і за даними іншого 
дослідження [103]. Також показано вплив 
регуляторів росту на метилювання ДНК у 
суспензійних культур баклажана (Solanum 
melongena L.) [104].
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Відомо, що регулятори росту у низьких 
та близьких до оптимальних доз, мають за-
хисну (антимутагенну) дією, а у підвище-
них, навпаки, – мутагенну [3]. Так, з набору 
концентрацій α-НОК, застосованих при 
вирощуванні культури тканин орхідеї 
Dorіtaenopsіs, істотну поліплоїдизацію клі-
тинної популяції спричиняла концентрація 
10 мг/л, але не нижчі концентрації (1 і 5 
мг/л) [80]. У клітин калюсу тютюну α – НОК 
викликала зменшення кількості ДНК у яд-
рах у концентрації 18,6 мг/л, а нижчі кон-
центрації (0,2 і 1,9 мг/л) не впливали на 
зміну цієї ознаки [81]. Збільшення концен-
трації кінетину з 4 до 8 мг/л сприяло знач-
ному підвищенню рівня генетичної різно-
манітності у культурі тканин кактуса Cereus 
peruvіanus: із 176 врахованих RAPD-
ампліконів поліморфними були 40 і 80 від-
повідно [82]. Хоча зустрічаються і повідо-
млення про відсутність впливу високих 
концентрацій регуляторів росту на гене-
тичну стабільність культури тканин – засто-
сування до 10 мг/л 6-бензиламінопурину 
та кінетину дозволяло отримати рослини-
регенеранти банана, стабільні за RAPD- та 
ISSR-маркерами [105]. Протиріччя даних 
із впливу на сомаклональну мінливість різ-
них концентрацій екзогенних регуляторів 
росту, імовірно, пов’язані з індивідуальни-
ми потребами різних видів, сортів, ліній 
рослин у регуляторів росту і різними поро-
гами прояву селективного й мутагенного 
впливів останніх.

Рівень мутагенної активності відріз-
няється у різних регуляторів росту, напри-
клад 2,4-Д має більший вплив на зміни ге-
нетичного апарату клітини, ніж НОК у таких 
самих концентраціях, або концентраціях 
того ж порядку [55, 65, 80, 106]. Так, у сус-
пензійної культури орхідеї Dorіtaenopsіs 
культивування з 1 мг/л 2,4-Д спричиняло 
значне зменшення частки клітин із вмістом 
ДНК 4С і збільшення клітин із 8С. Застосу-
вання НОК призводило до подібного, але 
менш вираженого результату зміни струк-

тури клітинної популяції лише в концентра-
ції 10 мг/л, але не в нижчих концентраціях 
(1 і 5 мг/л) [80]. У Urginea indica 2,4-Д (2 и 
4 мг/л) і НОК (2 мг/л) відрізнялися за впли-
вом на полісоматичну тканину експланту. 
2,4-Д стимулювала поділ політенних ядер, 
НОК – ні [55].

Крім того на геномну мінливість культу-
ри тканин може впливати і співвідношення 
різних регуляторів росту у живильному се-
редовищі. Наприклад, надлишок у живиль-
ному середовищі ауксинів відносно ци-
токінінів може призводити до ендоредуплі-
кації [16, 107,108].

Спостерігали залежність геномних змін 
не лише від складу живильного середови-
ща, але і від способу культивування – у виг-
ляді калюсу на твердому живильному се-
редовищі чи у вигляді суспензії – у рідкому. 
Для пшениці було показано, що більше 
хромосомних мутацій індукується у рідко-
му середовищі, ніж на твердому [109]. Для 
калюсних і суспензійних культур гаплопап-
пуса H. gracіlіs [91, 92] і наперстянки 
Dіgіtalіs lanata [78] показано, що поліплої-
дизація клітинних культур на твердих жи-
вильних середовищах відбувалась інтен-
сивніше, рівень плоїдності у сформованих 
калюсних штамів був вище, ніж у суспен-
зійних.

Деякі дані свідчать про те, що зміна 
умов вирощування більше впливає на ге-
номну мінливість культивованих тканин 
порівняно зі зміною складу живильного се-
редовища. Так рівень поліморфізму RAPD-
ампліконів у калюсної культури раувольфії 
зміїної при зміні умов вирощування з по-
верхневого на глибинне був значно вищий, 
ніж при зниженні вмісту сахарози і зміні мі-
неральної основи агаризованого середо-
вища [110]. У калюсних ліній U. victoris 
встановлено збільшення частки метафаз із 
диплоїдним набором хромосом за зміни 
поверхневого на глибинне вирощування, 
але впливу компонентів живильних середо
вищ у тому числі регуляторів росту, на фор-
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мування певних співвідношень клітин різ-
ної плоїдності, при цьому не виявлено 
[111].

Спонтанні мутації в культурі in vitro та-
кож можуть бути спричинені продуктами 
метаболізму культивованих клітин та рос-
лин. До таких автомутагенних речовин на-
лежать роданід, ізотіоціанат, путресцин, 
гістидин, аргінін, сечовина, молочна кис-
лота, малонова кислота, формальдегід, 
ацетальдегід, пуринові алкалоїди і аденін 
[112].

Тип росту культури тканин
При розмноженні рослин шляхом реге-

нерації із калюсних, суспензійних культур 
та протопластів досить часто виникають 
генетичні зміни. Тому мікроклональне роз-
множення у промислових масштабах в ос-
новному спирається на методи соматич-
ного ембріогенезу та індукції розвитку па-
зушних бруньок у культурі пагонів, за яких 
регенерація відбувається із організованих 
тканин меристем. Вважається, що ці два 
методи дозволяють отримувати генетично 
однорідні рослини, оскільки меристеми не 
мають схильності до генетичних змін, які 
можуть виникнути під час поділів чи дифе-
ренціації в культурі in vitro [7]. Наприклад 
показано, що рослини Eucalyptus 
camaldulensis розмножені за допомогою 
методу індукції розвитку пазушних бруньок 
у культурі пагонів та перенесені в поле, 
були стабільними за розміром геному, 
ПДРФ ядерного геному та геномів органел 
і RAPD-маркерами [113]. Регенеранти ба-
нана, отримані з пазушних бруньок, були 
абсолютно ідентичними материнській рос-
лині за тридцятьма RAPD- та п’ятьма ISSR-
маркерами [114]. При розмноженні 
Curcuma caesia бруньковими експланта-
ми, регеранти виявляли стабільність за 
вмістом ДНК, RAPD- та ISSR-маркерами 
[115]. Рослини Passiflora cincinnata отри-
мані шляхом первинного і вторинного емб-
ріогенезу (305 і 138 рослин відповідно) за 

вмістом ядерної ДНК відповідали сіянцям, 
лише одна рослина з отриманих із первин-
них ембріонів мала підвищений більш ніж 
удвічі середній вміст ДНК [116]. Методом 
соматичного ембріогенезу отримано іден-
тичні за RAPD-маркерами рослини-
регенеранти дуба, генетично стабільними 
були і вихідні ембріогенні клітинні лінії 
[117].

Однак із цього правила існують і винят-
ки. Рослини кукурудзи, отримані із культу-
ри соматичних ембріоїдів, були варіабель-
нішими, як за фенотипом, так і цитологіч-
но, ніж отримані шляхом органогенезу 
[118]. У регенерантів Tricyrtis hirta, отри-
маних із ембріогенних калюсних культур, 
були знайдені морфологічні відхилення та 
поліплоїдія [119]. Серед регенерантів чаю, 
отриманих шляхом соматичного ембріоге-
незу, лише 9,2 % сомаклонів мали суттєву 
подібність на генетичному рівні за ISSR-
маркерами [120]. При соматичному емб-
ріогенезі у Pinus pinaster зафіксовано змі-
ни у SSR-локусах 9,6 % проаналізованих 
рослин-регенерантів [121]. Серед регене-
рантів Robinia ambigua отриманих мето-
дом індукції розвитку пазушних бруньок у 
культурі пагонів знайдено поліморфізм за 
RAPD-маркерами, який досягав 26 % полі-
морфних ампліконів [122]. У рослин цукро-
вої тростини, отриманих із меристем, по-
ліморфізм за 98 RAPD-локусами становив 
6,93 % [24].

Рівень генетичної мінливості може 
відрізнятися у різних типів калюсних куль-
тур. Показано, що тип калюсу пов’язаний зі 
стабільністю числа хромосом культивова-
них клітин. Морфогенний калюс загалом 
має нормальну кількість хромосом, у той 
час як неморфогенний демонструє високу 
частоту анеуплоїдії і поліплоїдії. Такі дані 
отримано для Daucus carota, Hordeum 
vulgare, Haworthia setata, Nicotiana 
tabacum, Pisum sativum, Triticum aestivum 
і Zea mays [27], Dianthus acicularis [123], 
кормового буряка (Beta vulgaris L. v. 
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Crassa) [124], хоча знайдено і винятки із 
цього правила [125]. Літературні дані на-
дають і непрямі докази оберненої залеж-
ності між рівнем диференціації культури 
тканин й рівнем сомаклональної мінливос-
ті, наприклад аналіз морфологічних ознак 
регенерантів, отриманих із культур тканин 
різного ступеня диференціації у ячменю 
[126] і бегонії [127].

Існування оберненої залежності між 
рівнем сомаклональної мінливості та рів-
нем відхилення культивованих тканин від 
організованого росту знайдено при вив-
ченні стабільності послідовностей ДНК різ-
них типів калюсу. Після культивування про-
тягом двох років генетичні дистанції за Жа-
кардом між неморфогенною культурою 
U.  vіctorіs та материнською рослиною на 
двох різних середовищах склали 2,32 та 
1,93 %, відповідні показники для морфо-
генної культури – 1,15 та 0,77 %. Тобто ге-
нетичні зміни у неморфогенних калюсів за 
результатами RAPD-аналізу були до 2,5 
разів вищими, ніж у морфогенних [65].

Відмінності між двома типами калюсу 
на молекулярному рівні були знайдені у 
дуба: серед чотирьох калюсних ліній, які 
походили від однієї рослини, лінія, що 
втратила здатність до ембріогенезу, відріз-
нялася за RAPD-маркерами від трьох ін-
ших ембріогенних ліній [128]. Аналогічно, 
за RAPD-маркерами знайдено відмінності 
між здатною і нездатною до регенерації ка-
люсними лініями овочевого стахісу [83], 
хоча автори не вважають, що знайдені від-
мінності RAPD-спектрів можуть бути без-
посередньо пов’язані зі здатністю калюсів 
до регенерації.

Також знайдено відмінності різних типів 
калюсних культур за метилюванням ДНК. 
Досліджено два типи калюсу олійної паль-
ми (Elaeis guineensis): нодулярний ком-
пактний калюс і швидкоростучий калюс, із 
яких відповідно отримували 5 % і 100 % 
рослин-регенерантів із фемінізованими 
пиляками. У останнього загальний рівень 

метилювання був нижчим на 4,5 % (23,2 % 
та 18,7 % відповідно) [129]. При аналізі 
ембріогенного і неморфогенного калюсів 
елеутерококу Eleuterococcus senticosus 
методом MSAP виявлено, що рівень мети-
лювання в ембріогенному калюсі був зна-
чно нижчим за такий у неморфогенному. 
В  неморфогенному калюсі було метильо-
вано 16,99 % сайтів 5’-CCGG–3’, а в емб-
ріогенному лише 11,2 % [30]. Гіпермети-
лювання залишків цитозину було знайдене 
у неморфогенного калюсу кормового бу-
ряка порівняно із морфогенним калюсом 
[124].

Зафіксовано, що напрямки змін про-
філів метилювання ДНК суттєво відрізня-
лися при соматичному ембріогенезі і орга-
ногенезі у Rosa hybrida. У ембріогенного 
калюсу з високою частотою відбувалося 
деметилювання зовнішніх цитозинів у пос-
лідовностях 5’-CCGG–3’ і більшість зміне-
них AFLP-фрагментів передавалися 
рослинам-регенерантам. Однак більшість 
змінених у органогенного калюсу фраг-
ментів поверталися до вихідного стану у 
отриманих із нього регенерантів [131].

Різні типи калюсних культур можуть 
відрізнятися і на біохімічному рівні. Так, у 
калюсних культур конюшини лугової 
(Trifolium pratense) регенерація супрово-
джувалася зниженням інтенсивності за-
барвлення і кількості фрагментів перокси-
даз порівняно з нерегенеруючими культу-
рами. Унікальний пероксидазний фраг
мент був характерний для нерегенеруючих 
культур на відміну від регенеруючих [132]. 
Відрізнялися метаболічні профілі рослин 
першого покоління, отриманих від трьох 
типів культур тканин огірка – листкової ка-
люсної культури, цитокінінзалежної клітин-
ної суспензії і рідинної культури меристе-
матичних брилок [133]. Виявлено ізофор-
ми пероксидаз – маркери процесів дифе-
ренціації й дедиференціації клітин тютюну: 
ПО з Rf (відносна електрофоретична рух-
ливість білків) 0,14 і 0,21 є маркерами де-
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диференціації, а ПО з Rf 0,26; 0,51 і 0,65 – 
повної диференціації клітин тютюну [134].

Висновок
Коло чинників, які можуть впливати на 

рівень та особливості геномних змін в куль-
турі іn vіtro, в загальному уже окреслене, 
проте їхня дія на сьогоднішній день вигля-
дає неоднозначною, а механізми, за якими 
вони діють, поки не досліджені. Дотепер 
недостатньо вивчені, зокрема, вплив ком-
понентів живильних середовищ на геном 
рослинної клітини, реорганізації геному, 
що супроводжують дедиференціювання та 
редиференціювання клітин. Незважаючи 
на накопичення даних щодо дії цих чинни-
ків усе ще неможливо передбачати наслід-
ки культивування in vitro. Подальше ви-
вчення генетичних основ сомаклональної 
мінливості, її причин, механізмів, особли-
востей та розмаху, якого вона може до
сягати за певних умов, дозволить у пер-
спективі зробити це явище керованим та 
удосконалити існуючі біотехнологічні ме-
тодики. Крім того, результати таких дослі-
джень дозволять відповісти і на низку фун-
даментальних питань, зокрема дослідити 
відповідь рослин на стрес та визначити клі-
тинні механізми, що діють у процесі еволю-
ції.
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Проанализированы литературные данные 
относительно факторов, обуславливающих 
уровень и особенности генетических и епиге-
нетических изменений у растений в культуре in 
vitro. Значительную роль играет, прежде всего, 
вид растения – часто сомаклональные измене-
ния отображают изменения генома в процес-
се видообразования. Определенная часть со-
маклональних изменений является реализа-
цией мутаций в клетках экспланта, в частности 
результатом миксоплоидности исходных рас-
тений. Дальнейшее накопление геномных из-
менений происходит в процессе выращивания 
под влиянием условий культуры in vitro и по-
длежит отбору, селективным фактором кото-
рого является приспособленность клеток с 
определенными генетическими особенностя-
ми к условиям культивирования (твердая или 
жидкая питательная среда) и составу пита-
тельной среды, особенно наличию и соотно-
шению в нем регуляторов роста. Значительное 
влияние на уровень сомаклональної измен-

чивости оказывает способ регенерации и тип 
роста культуры тканей (организованный или 
неорганизованный).

Ключевые слова: культура клеток и тканей рас-
тений, сомаклональная изменчивость, про-
должительность культивирования in vitro, 
компоненты питательной среды, условия куль-
тивирования, тип роста культуры тканей.
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Literature data on factors that influence the lev-
el and peculiarities of genetic and epigenetic 
changes in plant tissue culture were analyzed. 
First of all plant species has significant role – fre-
quently somaclonal variation mirrors genome 
changes during speciation. Some part of soma-
clonal changes is an implementation of muta-
tions in explant cells; particularly it is the result 
of maternal plant mixoploidy. Subsequent ac-
cumulation of genome changes occurs during 
culturing process under the influence of in vitro 
conditions and is liable to selection, the selec-
tive factor of which is the adaptation of cells with 
some genetic features to culturing conditions 
(solid or liquid nutrient medium) and to compo-
sition of nutrient medium, especially to the pres-
ence and the ratio of growth regulators in it. The 
mode of regeneration and the type of tissue cul-
ture growth (organized or unorganized) exert 
significant influence on somaclonal variation 
level.

Key words: plant cell and tissue culture, soma-
clonal variation, in vitro culturing duration, com-
ponents of nutrient medium, culturing condi-
tions, the type of tissue culture growth.


