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Встановлено специфічні й неспецифічні якісні та кількісні зміни регенерантів
буряка цукрового, що довготривало культивувались в умовах in vitro, за концен-
трацією фотосинтетичних пігментів (хлорофілів а, b, каротиноїдів), активністю
аніонних пероксидаз, вмістом фенольних сполук, які виконують важливі регуля-
торні і захисні функції. Виявлено значні генотипні відмінності за дослідженими
показниками. Проведено кластерний аналіз спорідненості досліджених генотипів
за якісним біохімічним станом метаболічного профілю, встановлено його особ-
ливості щодо формування екологічної пластичності рослин, що важливо для
підвищення ефективності селекційного процесу буряка цукрового.
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У селекційному процесі буряка цукрового значну роль відіграють біотех-
нологічні методи, які дають змогу з високою ефективністю створювати
вихідний матеріал [1, 11], отримувати стійкі проти природних стресових
чинників генотипи [4, 16]. Пріоритетним напрямом у сучасній інно-
ваційній біотехнології рослин є метод мікроклонального розмноження
[3, 6] i збереження рослинного матеріалу [10], який застосовують на всіх
етапах селекційного процесу.

В культурі in vitro рослини перебувають у стані часткового гетеро-
трофного живлення, що спричинює зміни метаболічних процесів і їх
адаптацію до специфічних умов середовища. Важливим лімітувальним
чинником, що впливає на метаболізм рослин in vitro, є світло. Спект-
ральні характеристики та інтенсивність штучного освітлення різняться
від природних, особливо в короткохвильовій частині спектра. Відсут-
ність коротких хвиль при цьому негативно позначається на генетичному
апараті рослин, особливо генів, експресія яких залежить від освітлен-
ня [15].

Метою роботи було вивчення специфічних і неспецифічних якісних
та кількісних змін у рослин-регенерантів буряка цукрового, довготрива-
ло культивованих in vitro.

Методика

У роботі досліджували рослини-регенеранти буряка цукрового сортів
Білоцерківський однонасінний 45, Ялтушківський однонасінний 64,
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диплоїдних гібридів Іванівський ЧС 33, Уладово-Верхняцький ЧС 37,
Український ЧС 70, Іванівсько-Веселоподільський ЧС 84 і триплоїдного
гібрида Олександрія, які культивували на модифікованому середовищі
Мурасиге—Скуга [7] за температури 25—26 С, освітлення 4500 лк, фо-
топеріоду 16 год упродовж двох років.

Вміст хлорофілів а, b і каротиноїдів у листках рослин-регенерантів
буряка цукрового (мг/г сирої речовини) визначали в метанольних екст-
рактах, які отримували у співвідношенні 1:10 (наважка листків : мета-
нол). Оптичну густину вимірювали за довжини хвиль 662 нм (хлорофіл а),
646 (хлорофіл b) і 440 нм (каротиноїди) на спектрофотометрі Optizen
POP (Південна Корея). Контролем слугував метанол [13].

Тритерпенові глікозиди ідентифікували методом тонкошарової хро-
матографії на пластинах з параметрами 100  150 мм, сорбент — Silica
gel G60 («Merck», Німеччина), фенолкарбонові кислоти і флавоноїди —
за допомогою системи розчинників: 1) хлороформ : метанол : вода
(70 : 30 : 4); 2) хлороформ : льодяна оцтова кислота : метанол : вода
(60 : 32 : 12 : 8). Посилення світіння речовин при опроміненні ультра-
фіолетом (УФ 365 нм) досягали обробкою пластин з хроматограмами
5 %-м спиртовим розчином AlCl3 з подальшим нагріванням протягом
5 хв за 105 С [9]. Сапоніни виявляли шляхом послідовної обробки пла-
стин спиртовим розчином сірчаної кислоти і ваніліну [8]. Хроматограми
витримували 7—10 хв за температури 110 С до появи характерних плям.
Фотодокументацію матеріалів виконували з використанням програми
Axio Vision 40V Carl Zeiss. Цифрову обробку даних здійснювали в про-
грамі Image Pro Premier 9.0 (Trial version). Хроматограми аналізували в
програмі Sorbfil TLC. 

Активність аніонних пероксидаз визначали за швидкістю реакції
окиснення бензидину до утворення продукту синього кольору певної
концентрації [2].

Загальний вміст фенольних сполук у листках буряка цукрового
досліджених генотипів встановлювали спектрофотометричним методом
(СФ Optizen Pop, Південна Корея) за допомогою реактиву Фоліна—Че-
кольтеу [18].

Результати та обговорення

Експериментальні дані свідчать про генотипні особливості за однакових
умов культивування за вмістом хлорофілів а, b та каротиноїдів у листко-
вих пластинках, що зумовлено їх різними адаптивними можливостями і
здатністю до швидкої перебудови метаболічних процесів (табл. 1).
Найбільші вміст пігментів і відношення хлорофіли : каротиноїди вияв-
лено у листках рослин-регенерантів триплоїдного гібрида Олександрія і
сорту Білоцерківський однонасінний 45, найменшими ці показники бу-
ли в листках сорту Ялтушківський однонасінний 64. Досліджені регене-
ранти різних генотипів буряка цукрового in vitro за збільшенням су-
марної кількості фотосинтетичних пігментів розміщувались у такій
послідовності: Ялтушківський однонасінний 64 < Український ЧС 70 <
< Іванівсько-Веселоподільський ЧС 84 < Уладово-Верхняцький ЧС 37 <
< Іванівський ЧС 33 < Білоцерківський однонасінний 45 < Олександрія.

Фенольні сполуки беруть участь в усіх життєво важливих процесах
рослин: росту, розвитку, фотосинтезу, дихання, а також захисту від дії
стресових чинників середовища [5]. Установлено, що культури клітин

116

О.Л. КЛЯЧЕНКО

ISSN 2308-7099. Fisiol. rast. genet. 2018. Т. 50. № 2



рослин in vitro виявляють здатність до синтезу всіх класів вторинних ме-
таболітів [14]. Важливим є синтез фенольних сполук у листках, який за-
лежить від сформованості асиміляційних органів та активності фотосин-
тетичного апарату. Значна кількість фенольних сполук (оксикоричних і
фенолкарбонових кислот) синтезується у хлоропластах, подальша транс-
локація яких до інших компартментів клітин і тканин зумовлена ак-
тивністю транспортних систем та умовами росту рослин. За відсутності
УФ-випромінювання в умовах in vitro в епідермісі листків кількість фе-
нолів, які здатні поглинати короткохвильове випромінювання, змен-
шується, змінюється також просторовий розподіл фенольних сполук у
мезофілі листка й клітинах, які формують транспортну систему: обкла-
динка провідних пучків, склеренхіма і трахеїди [5].

Результати виконаних нами біохімічних досліджень вмісту фенолів,
флавоноїдів і катехінів у листках рослин-регенерантів різних генотипів
буряка цукрового за умов довготривалого культивування in vitro наведе-

117

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РАСТЕНИЙ-РЕГЕНЕРАНТОВ 

ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2018. Т. 50. № 2

ТАБЛИЦЯ 1. Вміст фотосинтетичних пігментів у листках рослин-регенерантів генотипів
буряка цукрового in vitro

Пігмент, мг/г сирої речовини
Сорт, гібрид

Хл а Хл b Хл а + b Кароти-
ноїди

Відношення
хл а+b/каро-

тиноїди

Ялтушківський
однонасінний 64

0,14±0,02 0,06±0,01 0,20±0,01 0,08±0,02 2,56±0,10

Білоцерківський
однонасінний 45

1,25±0,07 0,52±0,04 1,77±0,09 0,56±0,03 3,15±0,16

Іванівський ЧС 33 0,44±0,03 0,21±0,02 0,65±0,04 0,25±0,02 2,61±0,17

Уладово-Верхняцький
ЧС 37

0,46±0,02 0,16±0,01 0,62±0,03 0,24±0,01 2,55±0,13

Український ЧС 70 0,24±0,01 0,18±0,01 0,42±0,02 0,23±0,02 1,82±0,09

Іванівсько-
Веселоподільський ЧС 84

0,34±0,02 0,18±0,02 0,51±0,04 0,16±0,01 3,13±0,17

Олександрія 1,33±0,07 0,58±0,03 1,91±0,08 0,61±0,03 3,14±0,12

П р и м і т к а: р < 0,05.

ТАБЛИЦЯ 2. Вміст і співвідношення фенольних сполук у листках рослин-регенерантів
генотипів буряка цукрового за умов довготривалого культивування in vitro

Фенольна сполука, мг/г
Сорт, гібрид

Фн Фл Фл/Фн, % Кт

Білоцерківський однонасінний 45 59,5±2,27 6,3±0,32 10,6±0,11 9,0±0,45

Ялтушківський однонасінний 64 8,2±0,51 0,51±0,03 6,2±0,06 1,7±0,09

Іванівський ЧС 33 35,0±1,70 2,0±0,10 5,8±0,06 13,6±0,68

Уладово-Верхняцький ЧС 37 26,6±1,23 1,7±0,09 6,4±0,06 6,5±0,33

Український ЧС 70 30,0±1,57 1,4±0,07 4,8±0,05 23,4±1,17

Іванівсько-Веселоподільський ЧС 84 10,6±0,53 2,0±0,10 18,9±0,19 2,4±0,12

Олександрія 48,9±2,05 6,8±0,34 13,9±0,14 13,5±0,68

П р и м і т к а: Фн — феноли, Фл — флавоноїди; Кт — катехіни; півжирним шрифтом
виділено високий вміст фенольних сполук; р < 0,05.



но в табл. 2. На основі парного кореляційного аналізу між окремими се-
редніми значеннями показників фенольних сполук і вмістом фотосинте-
тичних пігментів, розрахованих для вибірки всіх досліджених генотипів,
встановлено прямий позитивний зв’язок. Так, коефіцієнт кореляції r
між вмістом фенольних сполук і хлорофілу а становив 0,88±0,01. Близь-
кими за значеннями були коефіцієнти кореляції для пар ознак: кон-
центрація фенолів і сумарний вміст хлорофілів а+b (r = 0,87±0,03), фе-
нолів і каротиноїдів (r = 0,93±0,01). Найтісніший зв’язок виявлено між
вмістом у листках флавоноїдів і хлорофілу а (r = = 0,99±0,02), флаво-
ноїдів і хлорофілу b (r = 1,0±0,03), флавоноїдів і каротиноїдів (r =
0,98±0,03).

Значно нижчий рівень кореляційної залежності встановлено між
вмістом пластидних пігментів та катехінів і танінів у листках, коефіці-
єнти кореляції яких виходили за межі вірогідності. Виявлені нами тен-
денції підтвердили, що синтез флавоноїдів за умов in vitro залежить від
стану фотосинтетичного апарату рослин, звідки можна дійти висновку
про їх метаболічну взаємозалежність.

Відомо, що флавоноїди в рослинному організмі виконують низку
важливих регуляторних функцій, які пов’язані з полярним транспортом
ауксинів, білками мембран та регуляцією стану мембран, через здатність
агліконів кверцетину і кемпферолу інтегруватись у бішар фосфоліпідів.
Вони мають значно вищий антиоксидантний потенціал порівняно з
вітаміном С і каротиноїдами і відіграють ключову роль у стабілізації
мембран хлоропластів шляхом дезактивації вільних радикалів та актив-
них форм кисню. Флавоноїди забезпечують також функціональний стан
пластид і в комплексі з металами зі змінною валентністю беруть участь
у донорно-акцепторних механізмах окисно-відновних процесів клітин
[12]. Через здатність легко віддавати іони водню в окисно-відновних ре-
акціях, особливо за наявності гідроксильних груп у С3 й С4 положеннях,
флавоноїди також впливають на активність ферментів оксидаз, зокрема
вільних і слабкозв’язаних пероксидаз [17].

За результатами виконаних досліджень встановлено, що аніонні пе-
роксидази в листках рослин-регенерантів буряка цукрового виявляють
високу активність за швидкістю окиснення солянокислого бензидину
внаслідок ферментативного розкладання пероксиду водню (рис. 1).
Досліджені рослини-регенеранти сортів і гібридів буряка цукрового за
цим показником можна поділити на три групи. До першої належать ге-
нотипи з відносно низькою активністю аніонних пероксидаз (Україн-
ський ЧС 70, Олександрія, Іванівський ЧС 33, Білоцерківський одно-
насінний 45), до другої — із середньою (Іванівсько-Веселоподільський
ЧС 84), до третьої — з високою активністю пероксидаз (Уладово-Верх-
няцький ЧС 37 і Ялтушківський однонасінний 64).

Отримані нами результати узгоджуються з літературними даними
щодо оберненої залежності активності аніонних пероксидаз від накопи-
чення флавоноїдів у листках рослин-регенерантів [17]. Так, найменш ак-
тивними ці ферменти були в рослин-регенерантів сорту Білоцерківський
однонасінний 45 і триплоїдного гібрида Олександрія, в листках яких
містилась найбільша кількість флавоноїдів. Водночас доволі низьку ак-
тивність пероксидаз у листках диплоїдного гібрида Український ЧС 70 із
невисоким вмістом флавоноїдів очевидно можна пояснити меншим
вмістом у листках хлорофілів а і b й відповідно недостатньою фотосин-
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тетичною активністю асиміляційних органів, а також уповільненням
росту рослин у культурі in vitro.

Крім фенольних сполук у регуляції процесів метаболізму в листках
буряка цукрового важливе значення мають терпенові сполуки і сапоніни.
В результаті аналізу метаболічного профілю листків досліджених сортів і
гібридів доведено їх певну специфічність у синтезі індивідуальних спо-
лук (рис. 2). При хроматографічному розділенні метанольних екстрактів
листків за відповідними показниками Rf i реакцією на анісовий альдегід
ми виявили 16 речовин вторинного метаболізму. Відсутність потрібних
стандартів унеможливила ідентифікацію кожної речовини, проте мето-
дом фотоденситометричного аналізу хроматограм ми визначили
співвідношення індивідуальних сполук та їх наявність у зразках.

За нормалізації результатів хроматографічного профілювання і пе-
реведення у відповідну матрицю було проведено кластерний аналіз спо-
рідненості гібридів за якісним біохімічним станом системи, який описує
метаболічний профіль. Встановлено, що досліджені генотипи буряка цук-
рового в умовах in vitro формують два окремих кластери (рис. 3).

Перший кластер об’єднує сорт Білоцерківський однонасінний 45,
гібриди Олександрія та Іванівський ЧС 33, які в умовах довготривало-
го культивування in vitro характеризувались високою активністю вто-
ринного метаболізму й, відповідно, виявляли здатність до формування
високого адаптивного потенціалу. До другого належать решта
досліджених гібридів і сорт Ялтушківський однонасінний 64, який у
кластері відрізнявся дещо більшою відстанню за показником спорідне-
ності. Другий кластер складається з двох підкластерів, у яких у пари
об’єднані гібриди Уладово-Верхняцький ЧС 37 з Українським ЧС 70 і
сорт Ялтушківський однонасінний 64 з гібридом Іванівсько-Веселопо-
дільським ЧС 84, які мали найменшу активність щодо синтезу феноль-
них сполук (див. табл. 2).

Отже, в умовах довготривалого культивування рослин in vitro за ре-
зультатами аналізу комплексу пластидних пігментів, фенольних сполук,
біохімічного тесту метаболічних профілів терпенів і тритерпенових сапо-
нінів у групі досліджених рослин-регенерантів триплоїдний гібрид

119

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РАСТЕНИЙ-РЕГЕНЕРАНТОВ 

ISSN 2308-7099. Физиология растений и генетика. 2018. Т. 50. № 2

Рис. 1. Кінетика окиснення бензидину в процесі ферментативного розкладання пероксиду
водню пероксидазою:

1 — Іванівський ЧС 33; 2 — Уладово-Верхняцький ЧС 37; 3 — Український ЧС 70; 4 — Олександрія; 5 —
Білоцерківський однонасінний 45, Ялтушківський однонасінний 64, Веселоподільський ЧС 84
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Рис. 2. Фотоденситограми (а—є) і хроматограма (ж) розділення терпенових сполук і три-
терпенових сапонінів у листках сортів і гібридів буряка цукрового in vitro:

а — Іванівський ЧС 33; б — Уладово-Верхняцький ЧС 37; в — Український ЧС 70; г — Олександрія;
д — Білоцерківський однонасінний 45; е — Ялтушківський однонасінний 64; є — Іванівсько-Весело-
подільський ЧС 84
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в г

д е
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Олександрія, сорт Білоцерківський однонасінний 45 і диплоїдний гібрид
Іванівський ЧС 33 вирізнялись високим адаптивним потенціалом. Вияв-
лені генотипні особливості є допоміжною ознакою, за якою можна
оцінювати екологічну пластичність рослин буряка цукрового, що має
важливе практичне значення для підвищення ефективності селекційно-
го процесу.
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ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РАСТЕНИЙ-РЕГЕНЕРАНТОВ САХАРНОЙ
СВЕКЛЫ, ДЛИТЕЛЬНО КУЛЬТИВИРУЕМЫХ IN VITRO

О.Л. Кляченко

Национальный университет биоресурсов и природопользования Украины, Киев

Установлены специфические и неспецифические качественные и количественные измене-
ния регенерантов сахарной свеклы, которые длительно культивировались в условиях in
vitro, по концентрации фотосинтетических пигментов (хлорофиллов а, b, каротиноидов),
активности ферментов анионных пероксидаз, содержанию фенольных соединений, кото-
рые выполняют важные регуляторные и защитные функции. Выявлены значительные ге-
нотипические отличия по исследованным показателям. Проведен кластерный анализ схо-
жести исследованных генотипов по качественному биохимическому состоянию
метаболического профиля, установлены их особенности относительно формирования эко-
логической пластичности растений, что важно для повышения эффективности селекцион-
ного процесса сахарной свеклы.

PHYSIOLOGICAL PECULIARITIES OF SUGAR BEET REGENERANTS LONG-TERM
CULTIVATED IN VITRO

O.L. Klyachenko

National University of Life and Environmental Sciences of Ukraine
15 Heroiv Oborony St., Kyiv, 03041, Ukraine
e-mail: Klyachenko@ukr.net

Specific and non-specific quantitative and qualitative changes of concentration of photosynthetic
pigments (chlorophylls a, b, and carotenoids), activity of anion peroxidases and content of phe-
nolic compounds were detected in sugar beet regenerants, which were cultivated for a long time
under in vitro conditions. This features play important role in regulatory and defense mechanisms
and shown significant genotypic differences between regenerants. A cluster analysis for the simi-
larity of genotypes was carried out by a quantitative biochemical state of the metabolic profile.
These peculiarities are revealed in respect to the formation of ecological plasticity of plants, which
have great importance for increasing the efficiency of the sugar beet breeding process.

Key words: sugar beet, triterpene glycosides, flavonoids, peroxidases, metabolic profile.
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