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Запропоновано схему клітинної селекції 

рослин томату на стійкість до засолення, яка 

включає використання методу ступінчатої селе-

кції, яка передбачає поступове зростання вмісту 

селективного агента у кількох пасажах. Показа-

но, можливість одержання солестійких ліній 

рослин томату згідно запропонованої техноло-

гії. Визначено рівень тиску сольового стресу, 

необхідного для добору сіль-толерантних реге-

нерантів. Виявлено перспективний генотип для 

використання за цією технологією – лінію КР-
07, яка була одержана з культури in vitro сорту 

Бобрицький, отримано повноцінні рослини-
регенеранти. Для селекції на клітинному рівні 

запропоновані живильні середовища, які хоча і 

не повністю, але частково відповідали б приро-

днім стресовим умовам і забезпечували експре-

сію ознаки резистентності, які давали можли-

вість добору необхідних варіантів. Таким чи-

ном, вивчення механізмів витривалості до засо-

лення є важливим для культивованих in vitro 
клітин і цілих рослин. Селекція на клітинному 

рівні також передбачає реальну перспективу 

одержання стійких до засолення форм культур-

них рослин. Виявлено зростання вмісту перок-

сиду водню у калюсних структурах і підвищен-

ня активності антиоксидантних ферметів супе-

роксиддисмутази і пероксидази. 
Ключові слова: Lycopersicon esculentum 

Mill., клітинна селекція, антиоксидантні ферме-

нти, регулятори росту, засолення. 
 

У роботах по клітинній селекції рослин на 

стійкість до іонних стресів частіше всього за-

стосовується метод прямої селекції, при якому 

як селективний агент застосовували токсичні 

концентрації солей. Однак, створювати стресові 

селективні умови in vitro, ідентичні природнім 

надзвичайно складно. У природних умовах, 

крім токсичної дії іонів, додаються інші факто-

ри впливу, а саме, наявність різних речовин, у 
тому числі кислого рН середовища та інших 
супутніх факторів. Для селекції на клітинному 

рівні запропоновано живильні середовища, які 

частково відповідали б природнім стресовим 

умовам, забезпечували б наявність ознак резис-

тентності та давали можливість добору необхід-

них варіантів. Таким чином, вивчення клітин-

них механізмів стійкості до засолення є важли-

вим для культивованих in vitro клітин і цілих 

рослин. Таким чином, селекція на клітинному 

рівні є реальною перспективою одержання стій-

ких до засолення форм культурних рослин [9]. 
Для вивчення солестійкості культурних 

рослин найбільш зручною моделлю для прове-

дення дослідів є така, що дозволяє вивчати стій-

кість на рівні клітин, тканин і простих фізіоло-

гічних реакцій організмів. Тому для вивчення 

генетичних механізмів солестійкості досить 

часто використовуються проростки та молоді 

рослини [14]. Крім того, навіть успадкування 

солестійкості на молодих проростках зустрічає 

цілий ряд труднощів. Найбільшого успіху вда-

ється досягнути при аналізі успадкування клі-

тинних механізмів солестійкості. При цьому 

відмічено, що клітинні механізми солестійкості 

відрізняються не тільки між видами і родами, 

але і між сортами та гібридами однієї культу-

ри [10]. Припускають, що механізм виникнення 
сомаклональної мінливості in vitro має подіб-

ність із спонтанними мутаціями, які викликають 
АФК [14]. 

Клітинна селекція in vitro – метод виді-

лення мутантних клітин і сомаклональних варі-

антів за допомогою селективних умов. Однією 

із переваг культури in vitro є можливість на ос-

нові сомаклональної варіабельності або індуко-

ваних мутацій відбирати у жорстких селектив-

них умовах клітини, які характеризуються необ-

хідними для дослідника ознаками. В умовах 
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культури in vitro відбувається дестабілізація 

генетичних та епігенетичних програм рослин-

них клітин, що може призводити до хромосом-

них змін, таких як одиничні точкові зміни у 

процесі реплікації, а також метилювання ДНК-
послідовностей і активація транспозонів. Поді-

бні прояви генетичної нестабільності мають 

різний характер: неуспадковані модифікації, 

успадковані та неуспадковані зміни експресії 

генів, істинні мутації. Усі ці процеси можуть 

бути досить тісно пов’язані із фенотиповими 

змінами. Відомо декілька цитогенетичнх меха-

нізмів сомаклональної мінливості, таких як: 

ядерна фрагментація або дисфункція мітотично-

го веретена, хромосомні перебудови, зміни у 

екстрахромосомному геномі, активація мобіль-

них генетичних елементів, пізня реплікація ге-

терохроматину, ампліфікація і редукція генів, 

соматичний кросинговер і обмін сестринських 

хроматид, нуклеотидна незбалансованість, елі-

мінація вірусів, ослаблення або пошкодження 

механізмів репарації. На сьогодні виявлено де-

кілька причин, які впливають на хромосомну 

нестабільність рослинни клітин in vitro. До них 

відносяться: а) генетична гетерогенність сома-

тичних клітин вихідного експланта, яка зумов-

лена генотипом вихідної рослини, типом екс-

планта та початковим рівнем плоїдності його 

тканин; б) генетичний стрес при дедиференціа-

ції у процесі введення тканин у культуру in vitro 
і редиференціація у процесі регенерації рослин; 

в) культивування клітин на штучних живильних 

середовищах (вплив складу середовища, регуля-

торів росту та тривалості і умов культивуван-

ня) [13, 15]. 
 
Матеріали і методи 
Як експланти використовували незрілі за-

родки, сім’ядольні вузли із меристематичною 

активністю, гіпокотилі рослин томату сортів 

Лагідний, Хорів, Борівський і Бобрицький дов-

жиною 1,2–1,5 мм у стадії їхнього розвитку, 

оптимального для індукції калюсогенезу. Для 

культивування ізольованих тканин використо-

вували агаризоване середовище МС загального 

мінерального складу із різними концентраціями 

регуляторів росту [1, 12]. Активність суперок-

сиддисмутази визначали спектрофотометрично 

за швидкістю окислення NADH у присутності 

нітросинього тетразолія і феназинметасульфату 

за методикою [7]. 
 

Результати та обговорення 
Для індукції морфогенезу дедиференційо-

вані клітини калюсу, які культивувалися 5–7 
тижнів, переносили на середовище того ж со-

льового складу із додаванням 1 мг/л кінетину, 
0,5 мг/л ІОК та 0,1 мг/л ГК. У цих умовах із 

щільних ділянок калюсу розвивалися зелені 

листкоподібні структури, тобто ініціалії, а через 

2–3 тижні були сформовані рослини-
регенеранти. Культури із проявом ризогенезу та 

некротизації вибраковувалися. Калюси без оз-

нак регенерації переносили на свіже середови-

ще. Після досягнення регенерантами висоти 

1,5–2 см їх переносили на середовище із напо-

ловину збідненим мінеральним складом без 

фіторегуляторів і зниженим вмістом 10–15 г/л 

цукрози. 
Для створення селективних умов NaCl 

(10–15 мг/л) вносився до живильного середови-

ща у різних варіантах, а для моделювання вод-

ного дефіциту до рідкого живильного середо-

вища як осмотик вносився ПЕГ. Використання 

ПЕГ для моделювання водного дефіциту in vitro 
найбільш перспективне, тому що дозволяє нор-

мувати величину водного потенціалу із достат-

ньою точністю, а його біологічна дія достатньо 

мінімальна. Введення до живильного середови-

ща 10 % ПЕГ відповідає осмотичному потенціа-

лу 0,7–0,75 МПа, а 15 % – 1,05–1,10 МПа. Для 

відбирання резистентних клітинних ліній вико-

ристовували метод ступінчастої селекції за та-

кими схемами: 10 мг/л NaCl (3 пасажі) – 12 мг/л 

NaCl (3 пасажі) – 15 мг/л NaCl (3 пасажі) – ос-

новне середовище МС (3 пасажі). Схеми клі-

тинної селекції включали кілька послідовних 

дій селективним агентом у різній концентрації 

на етапах індукції проліферації або проліферації 

морфогенезу калюсних культур. Контролем 

були калюсні лінії, культивовані на середови-

щах без додавання селективних агентів. Як пра-

вило, час експозиції на селективному середови-

щі складав не менше трьох тижнів. Ефектив-

ність тієї чи іншої системи визначали за серед-

німи значеннями виживання калюсних тканин і 
частоти регенерації рослин. Неоднозначність 

реакції на стрес регенерантів, одержаних на 

селективних середовищах, зумовила необхід-

ність підвищення ефективності добору солес-

тійких ліній томату in vitro, наприклад, шляхом 

корекції рівня стресора у селективному середо-

вищі. Дворазове збільшення концентрації NaCl 

у селективному середовищі (до 16 мг/л) призво-

дило до вірогідного пригнічення морфогенезу 
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калюсної культури, порівнюючи із контролем 

при помірному рівні формування повноцінних 

регенерантів (15–20 %). А концентрація NaCl у 

середовищі, що дорівнює 30 мг/л, викликала 

некроз калюсів у більшості досліджуваних ге-

нотипів. І тільки від селекційної лінії КР-07, яка 

була одержана із культури in vitro сорту Бобри-

цький, у цих умовах одержано повноцінні рос-

лини-регенеранти. Останнє спостереження лише 

підкреслює цінність цієї лінії для добору 

стресостійких форм томату in vitro. Таким чи-

ном, показана можливість одержання солестій-

ких ліній рослин томату згідно запропонованої 

технології; визначено рівень тиску сольового 

стресу, необхідного для добору сіль-
толерантних регенерантів; виявлено також пер-

спективний генотип, для використання за цією 
технологією. 

При дії на рослинний організм стресових 

агентів у їх клітинах синтезуються деякі захисні 

амінокислоти, зокрема пролін. Також було по-

казано, що при додаванні до живильного сере-

довища екзогенного проліну (0,2 мг/л) негатив-

на дія сольового стресу значно уповільнюється: 

у цих умовах темп проліферації частково відно-

влюється в усіх вивчених варіантах досліджен-

ня. Така ж тенденція була відмічена і при дода-

ванні до живильного середовища стероїдних 

глікоалкалоїдів 24-епібрасиноліду, епін-екстра 

та гомобрасиноліду (0,01 мг/л). 
Проведені нами дослідження показали 

стимулюючу роль рослинного стеролу β-
ситостерину (20–80 мг/л) в індукції калюсогене-

зу томату на 18–25 %. 
Після проведення першого пасажу було 

проведено вивчення вмісту пероксиду водню у 

калюсах контрольного варіанту та в калюсах 

експериментальних сортів томату. Було встано-

влено зростання вмісту цієї АФК, порівнюючи 

із контролем у такому порядку: Контроль → 

Лагідний → Бобрицький → Борівський → Хо-

рів. Дослідження особливостей функціонування 

антиоксидантної системи не тільки рослин, але і 

їхніх форм у культурі in vitro досить важливе 

для розуміння того, як рослина адаптується до 

змінених умов оточуючого середовища, викли-

каного стресовими факторами. Іншими дослі-

дженнями на різних культурах було встановле-

но, що при дії хлориду натрію на калюсні куль-

тури зростає продукція пероксиду водню – од-

нієї із форм АФК, яка, як правило, інтенсифікує 

перекисне окислення ліпідів мембран і призво-

дить до значних порушень внутрішньоклітинно-

го гомеостазу. Обмеження процесів пероксида-

ції і підтримування структурно-функціонально-
го стану мембранних ліпідів здійснюється за 

рахунок інтенсивної роботи антиоксидантної 

системи захисту, ключову роль у якій відігра-

ють спеціалізовані ферменти [4]. 
Супероксиддисмутаза є ключовим фер-

ментом антиоксидантного захисту, яка виконує 

роль первинного бар’єру протидію АФК, елімі-

нуючи супероксид із коефіцієнтом 104. Цей 

фермент представлений у значній кількості мо-

лекулярних форм. У їхніх активних центрах 

можуть бути присутні такі метали, як мідь, 

цинк, марганець, залізо, нікель. Cu / Zn-СОД 

локалізована у різних компартментах клітини. 

Механізм дії супероксиддисмутази включає 

послідовне відновлення і окислення металу ак-

тивного центру цього фермента супероксидни-

ми аніон-радикалами. Супероксид-радикал і 

пероксид водню у присутності іонів заліза (Fe2+, 
Fe3+) або міді (Cu2+) можуть вступати у реакції 

Фентона і Габера-Вайса та утворювати гідрок-

сильний радикал, який є самим сильним відо-

мим на цей час окислювачем [3, 6]. Після про-

ведення першого пасажу калюсів томатів, було 

проведено вивчення вмісту цього антиоксидан-

тного фермента у контрольних варіантах та у 

експериментальних зразках сортів томату. Було 

встановлено зростання вмісту супероксиддис-

мутази, порівнюючи із контролем у такому по-

рядку: Контроль → Лагідний → Бобрицький → 

Борівський → Хорів. Супероксиддисмутаза, 

пероксидаза і каталаза є основними компонен-

тами ферментативного антиоксидантного захис-

ту, які безпосередньо деактивують АФК, або 

приймають активну участь у регенерації низь-

комолекулярних антиоксидантів, зокрема глута-

тіону. Поєднання антиоксидантних властивос-

тей і здатності активувати транскрипцію генів, у 

тому числі і деяких антиоксидантних ферментів, 

а також інгібувати редокс-шляхи активації апо-

птозу свідчить про досить важливий вклад від-

новленого глутатіону та глутаредоксину у анти-

оксидантну захисну систему, що підвищує стій-

кість клітин проти окислювального стресу [2]. 
Пероксидаза – функціонально досить ла-

більний фермент, що реагує на будь-які зміни 

оточуючого середовища та стресові ситуації і 
відносится до 9 класу PR-білків. До складу пе-

роксидази входить гемін, представлений прото-

порфірином 9 у комплексі із тривалентним залі-

зом і поліпептидним ланцюгом. Поліпептидний 

ланцюг включає від 203 до 308 амінокислот і 
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формує компактну третинну структуру, яка 

представлена великим і малим доменом. Гемі-

нова частина молекули, у свою чергу, виконує 

роль активного центра, який приймає активну 

участь у розкладанні або активації пероксиду 

водню. У результаті виникають радикали відпо-

відних субстратів. Пероксидаза є ферментом, 

який реагує на самі різноманітні дії посередниц-

твом зміни складу своїх ізоформ, або зростання 

активності вже присутніх молекулярних форм. 

Після синтезу ізоферменти пероксидази можуть 

переміщуватися із цитоплазми у переплазмати-

чний простір, тобто цей фермент є секретова-

ний. Досить високий поліморфізм пероксидаз 

зумовлений із одного боку тим, що вони коду-

ються великою кількістю локусів та алелей, а із 

іншого – посттранскрипційними модифікаціями 

молекул, пов’язаними із роботою специфічних 

протеаз і глікозилуванням окремих ізофермен-

тів. У клітині пероксидази існують як у цито-

плазматично розчиненій, так і у мембра-

нозв’язаних формах. Основна функція перокси-

дази – каталізувати окислення хімічних речовин 

за рахунок кисню пероксиду водню. Встановле-

но, що цей фермент володіє не тільки перокси-

дазними, але і оксидазними властивостями, ка-

талізуючи окислення цілого ряду сполук за ра-

хунок не активованого молекулярного кис-

ню [3]. У нашому випадку після проведення 

першого пасажу калюсів томату було проведено 

вивчення вмісту цього антиоксидантного фер-

мента у контрольних варіантах та у експеримен-

тальних зразків різних сортів томату. Було вста-

новлено зростання вмісту пероксидази, порів-

нюючи із контролем у такому порядку: Конт-

роль → Лагідний → Бобрицький → Борівський 

→ Хорів. 
 
Висновки 
При отриманні у культурі in vitro нових 

форм рослин томату із підвищеною стійкістю до 
хлоридного засолення ґрунту для відбирання 

резистентних клітинних ліній необхідно вико-

ристовувати метод ступінчастої селекції, що 

включає кілька послідовних пасажів при різній 

концентрації селективного агенту на етапах 

індукції проліферації або проліферації морфо-

генезу калюсних культур. Також, було виявлено 

зростання вмісту пероксиду водню у калюсах 
томатів і відповідно стимуляцію активності 

антиоксидантних ферметів супероксиддисмута-

зи та пероксидази. 
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FEATURES OF CELLULAR SELECTION OF TOMATO PLANTS, RESISTANCE AGAINST SALINING 
Aim. For selection at the cellular level, nutrient media are offered, which, although not completely, would partially 
correspond to natural stress conditions. Methods. As explants, immature embryos, cotyledon nodes with meristematic 
activity, and hypocotyls of tomato plants of the Lagidnyi, Khoryv, Borivskyi. Results. An agar medium of general 
mineral composition with different concentrations of growth regulators was used for the cultivation of isolated tissues 
the generally accepted method. Conclusions. When creating in vitro new forms of tomato plants with increased 
resistance to chloride salinization of the soil, it is necessary to select resistant cell lines using the stepwise selection 
method according to the scheme, which includes several consecutive actions of a selective agent in different 
concentrations at the stages of induction – proliferation, morphogenesis of callus cultures. An increase in the content of 
hydrogen peroxide in callus structures and stimulation of the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase and 
peroxidase were also found. 
Keywords: Lycopersicon esculentum Mill., cell selection, antioxidant enzymes, growth regulators, salting. 


