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Подсолнечник (Helianthus annuus L., ssp.
annuus) — одна из основных масличных
культур в Украине и в мире. Значительное
внимание уделяется генетическому улучше#
нию линий и гибридов подсолнечника мето#
дами молекулярной биотехнологии, глав#
ным образом Agrobacterium#опосредованной
трансформацией. Вместе с тем до сих пор
прогресс в этом вопросе сдерживается низ#
кой эффективностью интродукции рекомби#
нантных молекул ДНК в клетки, способные
к реализации морфогенетического потенци#
ала [1–3]. 

Регенерация in vitro H. annuus может
осуществляться как прямым или непрямым
органогенезом, так и соматическим эмбрио#
генезом [4–16]. При этом реализация морфо#
генетического потенциала зависит от гено#
типа, экспланта (типа и возраста), а также
условий культивирования. При культивиро#
вании in vitro подсолнечника проблемами
являются витрификация, преждевременное
цветение, низкий уровень укоренения, осо#
бенно в присутствии широко используемого
селективного агента — антибиотика кана#

мицина. В целом, H. annuus считается куль#
турой, которая с трудом поддается регенера#
ции in vitro.

На сегодняшний день проанализирована
восприимчивость к агробактериальной ин#
фекции ряда эксплантов подсолнечника, на
основании чего для конкретных генотипов
предложены протоколы регенерации и транс#
формации [3, 4, 17–22]. Нами разработан
способ индукции регенерации из сегмента
3–4#дневных проростков для ряда линий
и гибридов подсолнечника отечественной
селекции, где в отличие от уже исследован#
ных частей проростка использован сегмент,
состоящий из нижней половины семядоли
с расщепленной верхней частью гипокотиля
[15, 16]. Этот эксплант может быть удобным
объектом для Agrobacterium#опосредован#
ной трансформации, поскольку побегообра#
зование осуществляется посредствам прямого
органогенеза в течение короткого периода,
что снижает вероятность сомаклональной
изменчивости при достаточно высокой час#
тоте регенерации. Однако предварительные
исследования показали, что при трансфор#
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Исследовали индукцию регенерации in vitro инбредных линий подсолнечника (Helianthus annuus L.) при

Agrobacterium#опосредованной трансформации штаммом LBA 4404, содержащим векторную конструкцию с ан#

тисмысловым супрессором гена пролиндегидрогеназы и селективным геном npt II, определяющим устойчивость

к антибиотику канамицину. Показано, что при селекции после кокультивирования происходит значительное

уменьшение частоты побегообразования (ЧП), которая осуществляется путем прямого органогенеза из сегмен#

та 4#дневных проростков подсолнечника, состоящего из половинки семядоли с гипокотилем размером 1–2 мм.

Установлена генотипическая зависимость частоты регенерации от селективного и бактерицидного агентов,

а также ультразвука. В целом канамицин (Kan, 100 мг/л) оказывает негативный, цефотаксим#позитивный эф#

фект (Cf, 500 мг/л) на ЧП, а ультразвуковая обработка (УЗ, 15 с, 44 кГц) в период инокуляции агробактерией

приводит к существенному повышению реализации морфогенетического потенциала. Предложено Kan#селек#

цию проводить после лаг#периода культивирования с бактерицидным агентом.
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мации штаммами LBA 4404 и GV2260 с век#
торными конструкциями, содержащими
селективный npt II (неомицинфосфотранс#
феразы E. coli) и репортерный gus (β'глюку#
ронидазы E. coli) гены происходит резкое
снижение частоты регенерации на модифи#
цированной среде Мурасиге–Скуга без тио#
лового компонента. Поскольку ранее нами
было показано [16], что комплексное приме#
нение ультразвука и тиосульфата натрия по#
вышает индукцию регенерации инбредных
линий подсолнечника, логично было предполо#
жить положительный эффект этих факторов
и на частоту регенерации при Agrobacterium#
опосредованной трансформации.

Практический интерес может представ#
лять штамм LBA 4404, содержащий бинарный
вектор (pBi2E) с антисмысловым супрессо#
ром гена пролиндегидрогеназы, поскольку
его экспрессия может увеличивать содержа#
ние пролина и, как результат, приводить
к повышению устойчивости растений к ряду
абиотических факторов [23]. В связи с этим
цель данной работы заключалась в изучении
влияния ультразвука, селективного и бакте#
рицидного агентов на частоту побегообразо#
вания из сегментов проростков инбредных
линий подсолнечника, культивируемых in
vitro на питательных средах с тиоловым
компонентом, при агробактериальной ин#
фекции штаммом LBA 4404 c конструкцией
pBi2E. 

Материалы и методы

Объектом исследования служили ин#
бредные линии подсолнечника 96А/3, 16А/3,
70А/3 (селекции Одесского селекционно#ге#
нетического института УААН). Ядра зрелых
семянок стерилизовали последовательно
96%#м этанолом (2 мин) и 15%#м раствором
хлорамина (30–40 мин), затем трехкратно
промывали автоклавированной дистиллиро#
ванной водой и высаживали на агаризован#
ную питательную среду Мурасиге–Скуга
(МС) [19]. Культивировали 4 дня при темпе#
ратуре 25–26 °С, 16#часовом фотопериоде
и освещенности 3–4 клк. 4#дневные пророст#
ки делили пополам вдоль зародышевой оси,
удаляли корешок и апикальную меристему
с примордиями листьев. В качестве первич#
ного экспланта использовали сегмент проро#
стка, состоящий из ~1/2 нижней части семя#
доли с расщепленной верхней частью
гипокотиля размером 1–2 мм (рис. 1, а). 

Для индукции регенерации in vitro
экспланты (по 20–24 штуки на чашку Петри,
рис. 1, б) высаживали на модифицирован#

ную нами питательную среду МСМТ, допол#
ненную тиосульфатом натрия в концентра#
ции 20 мг/л [15]. рН МСМТ до автоклавиро#
вания составлял 5,7–5,8. Культивирование
проводили при условиях, указанных выше.

Для Agrobacterium#опосредованной транс#
формации использовали штамм LBA 4404,
содержащий векторную конструкцию pBi2E
с антисмысловым супрессором гена пролин#
дегидрогеназы (на основе гена арабидопсиса),
генами npt II и gus (рис. 2) [23]. Агробакте#
рию наращивали в течение суток в жидкой
LB#среде при 200 об/мин, 28 °С, центрифуги#
ровали при 1 700 g 10 мин [17] и ресуспенди#
ровали в жидкой среде МСМТ (оптическая
плотность при 600 нм = 1). Инокулировали
экспланты 1 ч, затем высаживали на агари#
зованную среду МСМТ, которая не содержала
углеводов, и кокультивировали 2 сут в тем#
ноте при 27 °С. Затем пассировали на среде
МСТ с антибиотиком цефотаксимом с конеч#
ной концентрацией 500 мг/л, которая пол#
ностью ингибировала агробактерию. При
этом селективный агент (канамицин, 100 мг/л)
добавляли одновременно или через 5, 7, 10 сут.
Появление первых побегов наблюдали на 5#й
день. Селекцию вели в течение 2–3 пассажей
(продолжительность пассажа 12–14 дней).
Селективную концентрацию канамицина
(Kan) определяли, варьируя концентрацией
этого антибиотика от 20 до 200 мг/л в МСМТ
без агробактериальной инфекции.

Ультразвуковую обработку (УЗ) в тече#
ние 15 с проводили в период инокуляции
эксплантов агробактерией на ультразвуко#
вом диспергаторе УЗДН–1 У4.2 при частоте
44 кГц, 25 °С. 

Частоту побегообразования исследуемых
генотипов оценивали как отношение коли#
чества регенерантов к общему числу эксплан#
тов на 3#м пассаже. Для каждого генотипа
учитывали результаты 6–10 аналитических
повторностей опыта (120–240 эксплантов).
При статистической обработке результатов
сравнительного исследования применяли
критерий Стьюдента. 

Результаты и обсуждение

На процесс Agrobacterium#опосредованной
трансформации могут оказывать влияние
многие факторы, в том числе генотип расте#
ния, тип экспланта, условия культивирова#
ния, комбинация агробактериального штамма
и плазмидного вектора, условия инокуля#
ции и кокультивирования, селективный
и бактерицидный агенты. Предваритель#
ный скрининг ряда генотипов подсолнечника
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Рис. 1. Получение растенийbрегенерантов подсолнечника, 
устойчивых к селективным концентрациям канамицина:

– первичный эксплант (а, б);
– индукция регенерации (в);
– индукция регенерации после Agrobacterium#опосредованной трансформации (г);
– отбор регенерантов на селективной среде (д, е);
– растение#регенерант без (ж) и при Agrobacterium#опосредованной трансформации (з);
– привой трансформированного побега (и)

а вб

ж

из
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Рис. 2. Блокbсхема ТbДНК области с двухцепочечным супрессором (pBi2E):
NOSpro — промотор гена нопалинсинтазы; 35S pro — промотор гена нопалинсинтазы вируса мозаики
цветной капусты; PDH#ex1 — фрагмент первого экзона гена пролиндегидрогеназы арбидопсиса,
NOSterm — сигнал полиаденилирования; NPT II — ген неомицинфосфотрансферазы II E.coli; RB, LB —
повторы, ограничивающие Т#область

NOSpro NPT II NOSterm 35S pro PDH#ex1 PDH#ex1 NOSterm

RB                                                                                                                                                                            LB
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показал, что, хотя индукция регенерации in
vitro происходила из указанного выше сег#
мента проростка (частота регенерации варь#
ировала от 20 до 90 % на среде МСМТ), при
Agrobacterium#опосредованной трансформа#
ции с использованием штаммов LBA 4404
и GV 2260 с векторными конструкциями, со#
держащими гены npt II и gus, наблюдалось
значительное снижение морфогенетическо#
го потенциала, а для некоторых генотипов
даже отмечалось его отсутствие. Причем наи#
более сильный негативный эффект наблю#
дался со штаммом LBA 4404.

Используемый нами бинарный вектор
с антисмысловым супрессором гена пролин#
дегидрогеназы содержит селективный ген
неомицинфосфотрансферазы, определяю#
щий устойчивость к канамицину. Этот се#
лективный агент может негативно влиять на
частоту побегообразования in vitro и укоре#
нение побегов [1]. Об этом свидетельствуют и
данные, представленные на рис. 3. При куль#
тивировании эксплантов на среде МСМТ без
обработки агробактерией в присутствии
Kan, концентрация которого варьировала от
20 до 200 мг/л, происходило снижение мор#
фогенетического потенциала. Для всех про#
анализированных генотипов при селективной
концентрации, равной 50 мг/л, он уменьшал#
ся приблизительно в 2 раза, а при 100 мг/л —
в 4 раза. Наряду с этим в отличие от инбред#
ной линии 96А/3 у линии 16А/3 при конце#
нтрациях антибиотика 150 и 200 мг/л,
а у 70А/3 — при 200 мг/л индукция побего#
образования не происходила. Эти данные
свидетельствуют об особенностях ответной
реакции анализируемых генотипов на стрес#
совое давление, оказываемое используемым
селективным агентом. 

Следует отметить, что при Agrobacte'
rium'опосредованной трансформации селек#
ция на Kan'содержащих средах для подсол#
нечника не всегда бывает успешной. Так, по
данным Мюллера и соавт. [3], регенерация
не происходила даже при концентрации 1 мг/л
Kan, хотя наблюдался положительный сиг#
нал репортерного гена — зеленого флуорес#
центного протеина. Другие авторы [25]
также отмечают нежелательность использо#
вания Kan как селективного агента и объяс#
няют это низким уровнем экспрессии гена
npt II или значительной чувствительностью
адвентивных побегов к канамицину. Что ка#
сается нашего экспланта, то не исключено,
что его клетки, наоборот, имеют повышен#
ный уровень устойчивости к Kan, поскольку
в зависимости от генотипа регенерация мо#
жет происходить при его высоких концент#
рациях: 100–200 мг/л. Целесообразность
применения этого антибиотика для селек#
ции предполагаемых трансформантов пока#
зана для многих других генотипов и типов
эксплантов подсолнечника [6, 17, 19, 21].
Вместе с тем в подавляющем большинстве
случаев отмечается негативное влияние Kan
на укоренение трансформированных побегов,
что было характерно и для нашей системы
методов трансформации. Для укоренения
предполагаемых трансформантов применя#
ли метод привоя (рис. 1, и).

Ранее нами показано [15], что в присутст#
вии тиосульфата натрия в регенерационной
среде происходит повышение частоты побе#
гообразования инбредных линий 96А/3,
70А/3 и 16А/3 приблизительно в 1,3, 1,7
и 2,7 раза, соответственно. Предположитель#
но, этот тиоловый компонент стимулирует
пролиферацию эпидермальных и/или суб#
эпидермальных клеток гипокотиля, способ#
ных к последующей дифференцировке,
возможно за счет изменения электрохими#
ческого потенциала. Более того, наблюдался
синергизм действия двух факторов — ульт#
развука и тиосульфата натрия [16]. Макси#
мальная реализация морфогенетического
потенциала происходила при ультразвуко#
вой обработке в течение 15 с и концентрации
тиосульфата, равной 20 мг/л. 

Как следует из данных, представленных
на рис. 4, а, при Agrobacterium'опосредован#
ной трансформации в стандартных условиях —
среда инокуляции МСМТ, использование
бактерицидного и селективного агентов не#
посредственно после кокультивирования —
происходит существенное снижение часто#
ты побегообразования для всех анализируе#
мых инбредных линий подсолнечника. При

Рис. 3. Частота регенерации инбредных линий
96А/3, 16А/3, 70А/3 подсолнечника 

при разных концентрациях канамицина 
(20, 50, 100, 150, 200 мг/л). 

Контроль — питательная среда МСМТ 
без антибиотика
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этом установлена генотипическая зависи#
мость, где наиболее благоприятными были
условия для индукции регенерации из сег#
мента проростка линии 70А/3. Появление
побегов путем прямого органогенеза наблю#
далось приблизительно на 5#й день культи#
вирования для всех изучаемых генотипов,
причем более двух побегов на регенерирую#
щий эксплант не образовывалось (рис. 1, в, г),
тогда как в отсутствие агробактериальной
инфекции характерным было множествен#
ное побегообразование — до 5 побегов. Ульт#
развуковая обработка в период инокуляции
приводила к значительному повышению ин#
дукции регенерации (рис. 4, а, вариант III).
Этот показатель практически сохранялся на
одном уровне в течение 0–7 дней при селекции
на устойчивость к канамицину (100 мг/л —
максимальная концентрация, при которой
осуществляется индукция регенерации для
всех исследуемых генотипов). В то же время
частота побегообразования достигала значе#
ния, наблюдаемого без Agrobacterium'опос#
редованной трансформации, при использо#
вании селективного агента на 7–10#й день.
Более того, в этих условиях для линии
70А/3 показано достоверное превышение
частоты побегообразования относительно
контроля (рис. 1, д–з).

Для изучения влияния компонентов сис#
темы методов Agrobacterium'опосредованной
трансформации на реализацию морфогене#
тического потенциала сравнивали относи#
тельные частоты побегообразования, где конт#
ролем был этот показатель при отсутствии
агробактериальной инфекции в разных ус#
ловиях культивирования, а именно в присут#
ствии антибиотиков с и без ультразвуковой
обработки (рис. 4, а–г). Так, используя в ка#
честве контроля среду МСМТ, содержащую
селективную концентрацию канамицина без
трансформации, установили, что по сравне#
нию со средой МСМТ частота побегообразо#
вания повышается почти в 3 раза у линии
96А/3, достигает контроля у линии 16А/3
и достоверно превосходит у линии 70А/3.
Дополнительная обработка ультразвуком
при инокуляции агробактерией приводит
к повышению индукции регенерации для
всех анализируемых генотипов, в частнос#
ти, для линий 96А/3, 16А/3 и 70А/3 —
приблизительно в 1,7; 2,5 и 1,7 раза, соотве#
тственно (рис. 4, а, б, вариант III).

Согласно данным литературы [25–27],
позитивный эффект ультразвука обусловлен
образованием значительного количества ре#
парируемых микроповреждений на поверх#
ности растительных тканей. Одним из ос#

новных механизмов его действия считается
акустическая кавитация и потоки жидкой
фазы. Это может обусловливать изменения
в клетках и тканях, связанные, в частности,
с повышением уровней проницаемости
мембран, переносом реагентов в клетку, ак#
тивацией метаболических процессов [27].
Возможно, этим и объясняется наблюдае#
мый нами факт повышения частоты регене#
рации под действием ультразвука при Agrobac'
terium'опосредованной трансформации.

Следует отметить, что данные о влиянии
ультразвука на реализацию морфогенети#
ческого потенциала и частоту трансформа#
ции H. annuus немногочисленны. Согласно
Мюллеру и соавт. [3], при Agrobacterium#
опосредованной трансформации гипокотиля
незрелого зародыша дополнительная обра#
ботка ультразвуком (255 кГц, 1 с) приводила
к значительному уменьшению частоты реге#
нерации. Кроме того, количество трансфор#
мантов было ниже, чем в контроле. Вебер
и соавт. [28] установили, что ультразвук
(50 мГц, 2, 4 и 6 с) повышал транзиентную
экспрессию репортерного гена, однако ста#
бильная экспрессия в регенерирующих по#
бегах после 4 нед селекции не повышалась.
Анализируя данные литературы и наших
исследований, где применяли неодинаковые
условия обработки ультразвуком для раз#
ных эксплантов, можно сделать вывод о том,
что для достижения позитивного эффекта
необходимо оптимизировать этот подход
в каждом конкретном случае.

Для элиминации агробактерий широко
используют антибиотик цефотаксим. В от#
личие от Kan, цефотаксим может повышать
регенерационную способность некоторых
видов растений в зависимости от его концент#
рации. В частности, отмечается стимуляция
побегообразования кукурузы при 150 мг/л
и его угнетение при 500 мг/л [29]. Что же
касается подсолнечника (рис. 4, вариант
III), то наблюдалось повышение индукции
регенерации у всех анализируемых геноти#
пов. Однако не исключено, что позитивный
эффект может быть отражением комплекс#
ного действия УЗ и цефотаксима. Результа#
ты изучения влияния поэтапного примене#
ния канамицина на индукцию регенерации
подтверждают целесообразность продления
периода культивирования (лаг#периода) без
селективного агента для получения предпо#
лагаемых трансформантов.

Если сравнивать относительную частоту
регенерации при ультразвуковой обработке
без и с цефотаксимом (рис. 4, в, г), то даже
при отсутствии селективного агента частота
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побегообразования не достигает того потен#
циала, который характерен для каждого ге#
нотипа. Это свидетельствует о том, что ис#
пользуемый агробактериальный штамм
с векторной конструкцией, содержащий ан#
тисмысловой репрессор гена ПДГ, оказывает
влияние на реализацию морфогенетического
потенциала подсолнечника. Кроме того, не#
смотря на генотипическую зависимость, наи#
более сильный эффект вызывает селектив#
ный агент, то есть при взаимодействии
генотип–среда культивирования–агробакте#
рия Kan является определяющим фактором.

Таким образом, показано снижение мор#
фогенетического потенциала подсолнечника
при Agrobacterium#опосредованной транс#
формации штаммом LBA 4404, содержащим
векторную конструкцию с антисмысловым
супрессором гена пролиндегидрогеназы. Су#
щественному повышению частоты побегооб#
разования прямым органогенезом способ#
ствует ультразвуковая обработка в период
инокуляции агробактерией, а также опреде#
ленный лаг#период между этапами ее эли#
минации и селекции предполагаемых транс#
формированных клеток независимо от
анализируемых генотипов. 

Рис. 4. Относительная частота регенерации инбредных линий 96А/3, 16А/3 и 70А/3 
при разных условиях Agrobacteriumbопосредованной трансформации:

I — контроль, индукция регенерации без агробактериальной инфекции;
а — индукция регенерации без агробактериальной инфекции при культивировании на питательной среде
МСМТ; 
б — МСМТ, содержащая 100 мг/л канамицина; 
в — МСМТ, УЗ при инокуляции; 
г — МСМТ, содержащая 500 мг/л цефотаксима, УЗ при инокуляции;
II — инокуляция в среде МСМТ, бактерицидный (цефотаксим, 500 мг/л) и селективный 

(канамицин, 100 мг/л) агенты в регенерационной среде;
III–II — при инокуляции ультразвуковой обработкой;
IV–III — селекция на 7–10#й день после кокультивации

а б

в г
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ІНДУКЦІЯ РЕГЕНЕРАЦІЇ IN VITRO
ЗА AGROBACTERIUMbОПОСЕРЕДКОВАНОЇ

ТРАНСФОРМАЦІЇ ІНБРЕДНИХ ЛІНІЙ 
СОНЯШНИКУ
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Досліджували індукцію регенерації in vitro
інбредних ліній соняшнику (Helianthus annuus L.)
за Agrobacterium#опосередкованої трансфор#
мації штамом LBA 4404, що містить векторну
конструкцію з антисмисловим супресором гена
проліндегідрогенези та селективним геном npt
II, який визначає стійкість до антибіотика ка#
наміцину. Показано, що за селекції після ко#
культивування відбувається значне зменшення
частоти пагоноутворення (ЧП), яка здійснюєть#
ся прямим органогенезом із сегмента 4#добових
проростків соняшнику, який складається із по#
ловинки сім’ядолі з гіпокотилем розміром 1–2 мм.
Встановлено генотипну залежність частоти ре#
генерації від селективного і бактерицидного
агентів та ультразвуку. В цілому, канаміцин
(Kan, 100 мг/л) справляє негативний, цефотак#
сим#позитивний ефект (Cf, 500 мг/л) на ЧП,
а ультразвукова обробка (УЗ, 15 с, 44 кГц) в пе#
ріод інокуляції агробактерією суттєво підви#
щує реалізацію морфогенетичного потенціалу.
Запропоновано Kan#селекцію проводити після
лаг#періоду культивування з бактерицидним
агентом.

Ключові слова: Helianthus annuus L., регене#
рація in vitro, ультразвук, тіосульфат натрію,
Agrobacterium tumefaciens.

INDUCTION OF REGENERATION 
IN VITRO UNDER AGROBACTERIUMb

MEDIATED TRANSFORMATION 
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The induction of regeneration in vitro of sun#
flower inbred lines (Helianthus annuus L.) under
Agrobacterium#mediated transformation by
strain LBA 4404 harboring antisense suppressor
for proline dehydrogenase with gene neomycin#
phosphotransferase II were investigated. After
cocultivation, significant decreasing of forth#
putting frequency (FF) under direct organogene#
sis out of a segment of seedling (half cotyledon,
hypocotyl 1–2 mm size) 3–4#days after germinat#
ing was shown. It was found out that regeneration
frequency depended on genotype as well as both
selective, bactericide agents and ultrasound. On
the whole, kanamycin (Kan, 100 mg/l) has shown
negative effect, cefotaxime#positive effect (Cf,
500 mg/l) on FF while sonication (15 s, 44 kHz)
increased significantly the realization of morpho#
genetic potential. It was proposed that procedure
Kan# selection had to be done after lag#period of
cultivation with bactericide agent.

Key words: Helianthus annuus L., regeneration
in vitro, sonication, thiosulfate Na, Agrobacte'
rium tumefaciens.




