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Одной из часто возникающих проблем при 
введении растительных тканей и клеток в культу-
ру in vitro является потемнение (покоричневение) 
тканей и питательной среды, которое оказывает 
крайне негативное влияние на ход эксперимента, 
часто приводя к гибели растений. Такое потемне-
ние связывают с окислением фенольных соеди-
нений, которые у растений представлены боль-
шим разнообразием [59, 66, 77, 83]. Данное явле-
ние характерно в несколько большей степени для 
растений тропических и субтропических клима-
тических зон.

Фенольные соединения растений являют-
ся органическими компонентами, содержащими 
в своей структуре ароматическое кольцо и один 
или более гидроксильных радикалов [18]. На се-
годняшний день известно более 8000 фенольных 
соединений, структура которых варьирует от про-
стых молекул, таких как фенольные кислоты, до 
высокополимерных соединений, например, та-
нинов [19, 20] (Табл 1). Являясь продуктами вто-
ричного метаболизма, они играют важную физи-
ологическую и структурную роль в процессах ро-
ста и развития растений, обеспечивают  защиту 
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При культивировании растительных тканей in vitro часто возникает проблема их потемнения 
с последующим некрозом, одной из причин которого является окисление выделяющихся в 
питательную среду фенольных соединений – продуктов вторичного метаболизма, продуцирующихся 
в ответ на поранение. Этот процесс является одной из главных причин снижения эффективности 
каллусообразования, соматического эмбриогенеза, регенерации и генетической трансформации 
растений в условиях in vitro, более того часто приводит к гибели культуры. Для решения 
современных задач генной и клеточной инженерии широкого круга видов растений необходима 
разработка способов предотвращения или уменьшения негативного влияния потемнения, 
обусловленного окислительными превращениями фенольных соединений в токсичные для клеток 
хиноны в культурах in vitro. Данный обзор посвящен описанию основных существующих на 
сегодняшний день методов предотвращения потемнения культур растительных тканей, вызванных 
окислением фенольных соединений. Для этих целей в биотехнологии растений чаще всего 
используют различные химические вещества, обладающие антиоксидантными и адсорбирующими 
свойствами, которые добавляют в питательные среды, однако универсальных подходов для решения 
этой проблемы нет. Выбор способа борьбы с потемнением зависит, прежде всего, от видовой и 
сортовой принадлежности растения, однако некоторые средства, такие как аскорбиновая кислота, 
активированный уголь, нитрат серебра можно отнести к универсальным и довольно эффективным 
средствам для борьбы с потемнением эксплантов in vitro.

Ключевые  слова: фенольные соединения, окислительные превращения, потемнение культуры 
тканей, полифенолоксидазы, in vitro, микроклональное размножение растений 

doi: 10.21519/0234-2758-2020-36-2-26-42



27Биотехнология  2020  Т. 36  № 2

ПОТЕМНЕНИЕ РАСТИТЕЛЬНЫХ ТКАНЕЙ ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ In vitro

 растений от патогенов и вредителей, участвуют 
в регуляции окислительно-восстановительных 
реакций, в защите растений от избыточной сол-
нечной радиации. Кроме того, они являются ат-
трактантами и репеллентами для насекомых, уча-
ствуют в процессах дыхания [2]. Важную роль 
фенольные соединения играют в защите клеточ-
ных компонентов от активных форм кислорода, 
что проявляется благодаря их способности связы-
вать свободные радикалы, а также образовывать 
хелатные комплексы с атомами металлов [30, 74]. 
Их антиоксидантные свойства в основном зави-
сят от количества и взаимного расположения ги-
дроксильных и карбоксильных функциональных 
групп в структуре молекулы. 

Значимость данных компонентов в процессе 
жизнедеятельности растений подтверждается тем 
фактом, что около 20% всего ассимилированного 
растением углерода поступает в шикиматный ме-
таболический путь биосинтеза фенольных соеди-
нений [75].

Несмотря на разнообразие жизненно важ-
ных функций фенольных соединений в расти-
тельных клетках их окисление, часто сопрово-
ждающее процессы культивирования тканей in vi-
tro, приводит к резкому угнетению роста клеток, 
снижению эффективности генетической транс-
формации, а также к сокращению процента ре-
генерировавших побегов и корней. Кроме того, 
усиленное образование полимерных фенольных 
соединений в каллусах может также приводить 
к снижению содержания в клетках каллуса хло-
рофилла и каротиноидов [33, 51]. Также в темне-

ющих каллусах наблюдаются изменения в соот-
ношении насыщенных и ненасыщенных жирных 
кислот. Поэтому одной из актуальных задач со-
временной биотехнологии растений является по-
иск эффективных методов снижения негативного 
влияния окисленных фенольных соединений при 
in vitro культивировании растений. Исходя из это-
го, основной целью данной обзорной статьи яв-
ляется описание существующих на сегодняшний 
день методов предотвращения потемнения куль-
тур растительных тканей, вызванных окислением 
этих фенольных соединений.

Большинство растительных фенольных сое-
динений являются производными транс-коричной 
кислоты, которая образуется в результате реакции 
дезаминирования аминокислоты L-фенилаланина 
(рис. 1) – продукта шикиматного метаболическо-
го пути, ферментом L-фенилаланин-аммиак-лиа-
зой (ФАЛ, КФ 4.3.1.24). Данная реакция являет-
ся связующей между основным и вторичным ме-
таболизмом. Установлено, что активность ФАЛ 
обычно возрастает в процессе окисления феноль-
ных соединений [32, 47]. Поэтому методы, при-
меняемые для снижения степени потемнения экс-
плантов, часто основаны именно на ингибирова-
нии активности ФАЛ [51, 84].

Результатом воздействия различных стрессо-
вых факторов на растительные ткани является ак-
тивация фермента ФАЛ, катализирующего синтез 
фенольных соединений, которые затем окисля-
ются под действием медьсодержащих фермен-
тов – полифенолоксидаз ПФО (о-дифенолоксида-
за КФ 1.10.3.1, тирозиназа КФ 1.14.18.1, лакказа 
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КФ 1.10.3.2) и пероксидаз (КФ 1.11.1.7) до высо-
кореактивных токсичных для растения соедине-
ний [8, 29].

Процесс потемнения тканей условно можно 
разделить на три этапа: ферментативное гидрокси-
лирование, ферментативное окисление и, наконец, 
полимеризация [94]. Первый этап происходит под 
контролем тирозиназ и лакказ – ферментов, ката-
лизирующих реакцию гидроксилирования моно-
фенолов с образованием дифенолов. Образовав-
шиеся дифенолы далее подвергаются окислению 
с помощью медьсодержащего фермента о-дифе-
нолоксидазы. Локализованный преимуществен-
но в тилакоидах хлоропластов, пероксисомах и 
митохондриях, а также в цитоплазме стареющих 
тканей, этот фермент в результате повреждения 
мембран переходит в активную форму, способ-
ную окислять высвобождающиеся фенольные со-
единения [97]. О-дифенолоксидазы являются ос-
новными ферментами, в большей степени влия-
ющими на окисление фенольных соединений с 
образованием полимеров, имеющих темный цвет. 
Небольшой вклад в процесс окисления вносят так-
же пероксидазы, которые являются первой линией 
защиты растений при воздействии различных за-
грязнений, повреждений, инфекций и т.п. Наряду с 
ПФО окислять фенольные компоненты сначала до 
хинонов, затем до конденсированных танинов, и, в 
конечном итоге, до окрашенных полимерных фе-
нольных соединений способны пероксидазы, од-
нако их вклад в окислительное потемнение расти-
тельных тканей менее значителен, чем у ПФО [92].

В результате реакции окисления фенольных со-
единений образуются о-хиноны – высокореактив-
ные химические соединения, способные взаимо-
действовать как между собой, так и с другими сое-
динениями клетки, такими как аминокислоты или 
белки, образуя высокомолекулярные соединения – 
меланины, окрашивающие поврежденные поверх-
ности чаще всего в коричневый (рис. 2), но также 

Рис. 1. Упрощенная схема биосинтеза фенольных соединений.

Fig. 1. Simplified scheme of phenolic compounds biosynthesis.
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Рис. 2. Потемнение эксплантов хлопчатника Gos-
sypium hirsutum сорта Юлдуз на питательной среде 
МС (фото автора).

Fig. 2. Gossypium hirsutum var. Yulduz explant brown-
ing on MS medium (photo made by the author).
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и в красный, черный цвета [82, 93]. Данный этап 
происходит без участия каких-либо ферментов.

Кроме того, вследствие действия указанных 
выше ферментов в клетках происходят изменения 
в структуре белков, их аминокислотном составе, в 
степени накопления крахмала в клетках и т.д., что 
в конечном итоге приводит к гибели клеток и рас-
тительных тканей.

Исходя из вышесказанного, можно сделать 
вывод, что снизить степень потемнения культуры 
тканей при in vitro манипуляциях можно следую-
щими способами:
– воздействуя на активность ферментов, учас- 
   твующих в синтезе и окислении фенольных 
   соединений; 
– ингибируя экспрессию генов этих ферментов;
– воздействуя на субстраты этих ферментов;
– воздействуя на продукты реакции – хиноны.

Факторы, влияющие на биосинтез  
и окисление фенольных компонентов

Для решения проблем с окислением феноль-
ных соединений в культурах in vitro необходи-
мо знать, при каких условиях происходит акти-
вация биосинтеза или накопления этих соеди-
нений. Одной из основных причин повышения 
уровня содержания фенольных соединений яв-
ляется воздействие стрессовых факторов среды. 
Растениям постоянно приходится сталкиваться с 
отрицательным воздействием патогенных микро-
организмов, насекомых, многочисленных абиоти-
ческих факторов среды. В ответ на повреждения, 
вызываемые как биотическим, так и абиотиче-
ским воздействием, в клетках происходит акти-
вация множества сигнальных систем, направлен-
ных на нейтрализацию их негативного воздей-
ствия. Огромную роль в данном процессе играют 
фенольные соединения. 

Активация синтеза и накопления фенольных 
соединений происходит под действием различ-
ных климатических факторов и стрессоров: низ-
кие температуры, недостаток питательных ве-
ществ, различные поранения и др. [10, 23]. Так, 
повреждение эксплантов латука Lactuca sativa L. 
приводит к появлению в клетках специфического 
сигнала, индуцирующего метаболический путь, 
ответственный за повышенную продукцию фе-
нольных соединений, таких как хлорогеновая, 
изохлорогеновая, а также цикориевая и кафтаро-
вая кислоты [42]. Чрезмерная аккумуляция дан-
ных фенольных кислот и их последующее окис-
ление, в конечном счете, приводит к потемнению 
эксплантов и некрозу растительных тканей [88]. 
Аналогичный процесс наблюдается и в клетках 
винограда Vitis vinifera L., где в ответ на грибко-

вую инфекцию Botrytis cinerea Pers. в ягодах про-
исходит синтез полифенола ресвератрола [5]. 

Большое влияние оказывает также фактор ос-
вещенности. Под воздействием высокоинтен-
сивного освещения в клетках происходит интен-
сификация продукции фенольных соединений. 
Эксперименты, проведенные с хлоропластами, 
выделенными из листьев ивы Salix L., показали, 
что синтез фенолкарбоновых кислот и флавонои-
дов в них резко возрастает на свету [43].  Похожие 
результаты были получены в опытах на теплич-
ных томатах, в которых было установлено, что со-
держание фенольных соединений в летних плодах 
гораздо выше, чем в весенних [11, 89]. Известно 
также, что под воздействием высокоинтенсивно-
го освещения наблюдается активация синтеза фе-
нольных соединений антоцианов, формирующих 
окраску ягод винограда [12].

Низкие температуры способны оказывать как 
стимулирующий, так и ингибирующий эффект на 
биосинтез фенольных компонентов. Например, в 
рапсе Brassica  napus L. при низких положитель-
ных температурах происходит активация фенил-
пропаноидного биосинтетического пути метабо-
лизма, в то время как в клетках баклажана Solanum 
melongena  L., наблюдается обратный эффект – 
происходит замедление синтеза антоцианов [11].

Установлено, что большое влияние на степень 
синтеза и накопления фенольных соединений 
оказывают атомы тяжелых металлов. Например, 
никель и алюминий стимулируют продукцию фе-
нольных соединений в клетках пшеницы Triticum 
aestivum L. и кукурузы Zea mays L. соответствен-
но [22, 96]. Накопление ионов Cr4+ в клетках зве-
робоя Hypericum  perforatum L. отражается в по-
вышении синтеза гиперицина на 25-28%, а под 
воздействием ионов кадмия в клетках L. sativa 
происходит активация фермента ФАЛ, участвую-
щего в процессе биосинтеза фенольных соедине-
ний, что отражается в повышении содержания ан-
тоцианов [14, 47].

На степень продукции фенольных соединений 
также влияют вид, физиологический возраст, раз-
меры растения, а также сезон года, в который был 
получен эксплант или каллус [15, 48, 76]. Так, 
древесные растения склонны к повышенной про-
дукции фенольных соединений, а именно тани-
нов, по сравнению с травянистыми и кустарнико-
выми формами. Кроме того, чем старше растение, 
из которого были получены каллусы, тем актив-
нее в нем синтезируются и окисляются феноль-
ные соединения. Например, клетки старых по-
бегов фисташки Pistacia vera L. аккумулировали 
большие количества фенольных соединений, не-
жели чем молодые клетки [52]. Большое значение 
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имеет тип экспланта. Так, было обнаружено, что 
экспланты оливы Olea europaea L., взятые с кон-
чиков побегов без узлов, темнеют значительнее, 
чем узловые экспланты [76]. Важную роль также 
играет место выращивания растений. Например, 
растения тропических зон выращивания склонны 
к более активному синтезу фенольных соедине-
ний. Такой же тенденцией обладают и высотные 
растения [27]. Установлено, что синтез данных 
веществ коррелирует с составом почв, интенсив-
ностью солнечного света, режимом предпосев-
ных обработок и орошения [41, 71, 95].

Методы борьбы с потемнением культур 
растительных тканей in vitro

Основным методом снижения степени окис-
ления фенольных соединений является метод мо-
дификации питательных сред путем добавления в 
них различных химических соединений, которые 
условно можно разделить на две группы: 1) ан-
тиоксиданты, препятствующие окислению фе-
нольных компонентов; 2) адсорбенты, связываю-
щие фенольные соединения, делая их, таким об-
разом, менее токсичными (табл. 2) [73]. В свою 

Та бл и ц а  2
Эксперименты по предотвращению потемнения тканей различных растительных культур
Experiments to prevent darkening of tissues of various plant crops

Культура Соединение Результаты Ссылка
Aristolochia indica Активированный уголь 30 мг/л Сокращение потемнения эксплантов [83]
Artemisia 
annua

Ингибитор ПФО AIP 1, 10,  
100 мкМ

Прекращение потемнения эксплантов, ускоре-
ние роста на цитокинин-содержащих средах [40]

Bambusa oldhamii
Аскорбиновая кислота, цистеин, 
койевая кислота, тиомочевина 
(0,3; 1, 3, 10, и 30 мМ), ПВП (0,01; 
0,03; 0,1; 0,3; 1, 3 и 10 мМ)

ПВП не повлиял на степень потемнения 
эксплантов [35]

Betula pubescens Ингибитор ПФО AIP 0, 5, 15,  
30 мкМ Подавление синтеза фенольных кислот [66]

Brachylaena 
huillensis 0-250 мг/л аскорбиновой кислоты

200 мг/л и 250 мг/л аскорбиновая кислота 
снижала интенсивность потемнения 
эксплантов на 77% и 75% соответственно

[62]

Brassica oleracea
Активированный уголь (0, 1, 2, 
3 г/л), ПВП (1, 2, 3, 4 г/л), аскор-
биновая кислота (200, 400, 600, 
800 мг/л), сахароза (10, 20, 30, 40 г/л)

Эффективным оказалось использование 
200 г/л сахарозы и 200 г/л аскорбиновой 
кислоты, которые подавляли коричневение 
эксплантов растений

[56]

Camellia sinensis

Ингибитор ФАЛ  AIP 2 мкл AIP оказывали ингибирующий эффект, 
подавляя активность ФАЛ и препятствуя 
коричневению эксплантов

[7]

Были исследованы девять вариан-
тов сред с разными концентрация-
ми сахарозы (5 г/л, 30 г/л) и разны-
ми антиоксидантами – ПВП (5 г/л), 
глутамин (0,1 г/л), лимонная кисло-
та (0,1 г/л), дитиотреитол (0,15 г/л)

Наиболее эффективной была питательная 
среда, содержащая 30 г/л сахарозы, 0,1 г/л 
L-глутамина, 5 г/л ПВП. Дитиотреитол нао-
борот способствовал синтезу и дальнейшему 
окислению фенольных соединений и коричне-
вению культуры каллусов

[73]

Cicer arietinum Цистеин 200 мг/л Сокращение потемнения эксплантов [79]

Elaeis
Guineensis

5 г/л активированного угля, 
500 мкМ 2,4-Д, ПВП 5 г/л,  
Цистеин 500 мг/л

Все компоненты подавляли потемнение 
каллусов [86]

Glycyrrhiza glabra
Активированный уголь (100, 500, 
1000 мг/л), аскорбиновая кислота 
и цистеин (50, 100, 150 мг/л)

Цистеин не оказал значимого влияния на 
потемнение каллусов. Наилучший результат 
показали активированный уголь 500 мг/л и 
аскорбиновая кислота 100 мг/л

[37]

Glycyrrhiza inflata 0,1 мМ цистеин, 0,1 мМ 
аскорбиновая кислота

Снижение потемнения на 52,2% и 55,8% соот-
ветственно в  суспензионной культуре клеток [54]

Gossypium 
hirsutum 

Pluronic F-68 (0,1–0,6 %)
Нитрат серебра (0,5–3 мг/л)

Эффективно подавлял коричневение 
эксплантов нитрат серебра 2 мг/л [49]
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Культура Соединение Результаты Ссылка
Hevea brasiliensis Нитрат серебра 1 мг/л Предотвращение потемнения эксплантов [21]

Lactuca sativa

Тепловой шок в течение 90 сек 
при 50 °С через 0, 12, 24, 36, 48 ч 
после поранения. Тепловой шок в 
течение 90 сек при 50 °С за 0, 2, 6, 
12, 24, 36 ч до поранения

Наиболее эффективен тепловой шок за 6 ч до 
поранения [59]

Litchi chinensis
Ополаскивание плодов в горячей 
воде (98 °С) на 30 сек и затем в 
0, 2, 5, 10% растворе щавелевой, 
лимонной и аскорбиновой кислот 

Наиболее эффективно замачивание в 
горячей воде с последующей обработкой 
10% щавелевой кислотой

[77]

Malus domestica

0,25% аскорбиновая,  
0,5% лимонная кислота,  
активированный уголь 3 г/л

Наблюдалось снижение степени потемнения 
эксплантов

[13]

1% раствор аскорбиновой  
кислоты– 1 мин; горячая  
вода 50 °С 2 мин

Обработка аскорбиновой кислотой свежих 
ломтиков приводило к ингибированию ПФО и 
пероксидаз

[38]

0,01 мМ фитиновая кислота Добавление фитиновой кислоты к яблочному 
со ку способствовало ингибированию ПФО  
на 99,2%

[24]

Мезопористые кремниевые  
материалы модифированные 
сульфгидрильными группами 
UVM-7, MCM-41 nano, MCM-41 
micro, Aerosil

Наиболее эффективным было использование 
UVM-7-SH 3 мг/мл, который подавлял 
окислительное коричневение в модельной 
системе и в яблочном соке

[61]

Medinilla 
formosana

Различные концентрации ПВП, 
аскорбиновой кислоты, акти-
вированного угля, глутатиона и 
β-меркаптоэтанола

Наиболее эффективной оказалась комбинация 
β-меркаптоэтанола 0,5 мМ и активированного 
угля 0,2 г/л, подавлявшая коричневение 
эксплантов завязи

[96]

Musa acuminata

Предобработка эксплантов в 
1,2 г/л; добавление  50-200 мг/л 
аскорбиновой кислоты непосред-
ственно в среду

Предобработка в 1,2 г/л аскорбиновой кислоты 
и добавление 100 мг/л непосредственно 
в среду способствовало выживаемости 
эксплантов до 64,3% и 53,3% соответственно

[63]

10% активированный уголь,  
ПВП 10 мл 0,005%, 0,01%, 0,02% 
раствора аскорбиновой кислоты 
добавляли на поверхность 

Наиболее эффективно подавляла 
коричневение эксплантов аскорбиновая 
кислота

[46]

Oryza sativa
Нитрат серебра 5 мг/л, 
аскорбиновая кислота 20 мг/л, 
цистеин 40 мг/л

Происходило сокращение степени потемнения 
эксплантов [26]

Passiflora edulis
Аскорбиновая кислота 100 мг/л, 
Нитрат серебра 2 мг/л, Активиро-
ванный уголь 1 г/л, ПВП 1 г/л

Лучшие результаты были получены при 
добавлении нитрата серебра, подавлявшего 
коричневние эксплантов и каллусов

[36]

Persea americana паеонол-β-циклодекстрин 0, 1, 
4 мМ

Ингибирование активности ПФО, выделенной 
из плодов [31]

Phalaenopsis 
Blume

Выдерживание в 1-75 мг/л 
гиббериллиновой кислоте в 
течение 5-40 мин

Наиболее эффективным было выдерживание 
эксплантов в течение 20 мин в растворе  
гиббериллиновой кислоты 25 мг/л

[100]

Phoenix 
dactylifera

K2SiO3 и Na2SiO3 0, 0,5, 1,0; 2,0; 
4,0 и 8,0 мг/л

Лучший результат был получен на среде с 
4 мг/л K2SiO3, подавлявшем коричневение 
растительных эксплантов

[28]

Pinus virginiana путресцин (1,5 мМ), спермидин 
(1,5 мМ), спермин (1,5мМ)

Использование компонентов было эффективно 
как отдельно, так и в комбинации и предотвра-
щало гибель каллусов

[85]

Та бл и ц а  1  ( П р од о л ж е н и е )
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Та бл и ц а  1  ( О ко н ч а н и е )

Psidium guajava
ПВП (100мг/л), активированный 
уголь (200 мг/л), комбинация 
лимонная : аскорбиновая кислоты 
75:50 мг/л 

Наиболее эффективным оказалось добавление 
к соку 75:50 мг/л лимонной : аскорбиновой 
кислот

[97]

Quercus robur 
Q. petraea

Экспланты замачивались в 
растворе аскорбиновой кислоты 
(100 мг/л), лимонной кислоты 
(100 мг/л), гидрохлорид (10 мг/л), 
ПВП (5 г/л) на 30-60 мин

Лучший результат был получен при использо-
вании 100 мг/л аскорбиновой кислоты [90]

Rosa centifolia
Аскорбиновая кислота (100 мг/л), 
активированный уголь (3 г/л), ли-
монная кислота (100 мг/л), аспара-
гин, глутамин, пролин (3, 6, 9 мг/л),

Наблюдался минимальный процент потемне-
ния эксплантов, в качестве которых использо-
вались пазушные почки, при использовании 
активированного угля 3 г/л (20%)

[6]

Rumex aquaticus
ПВП (2, 5, 7, 10 г/л), Тиосульфат 
натрия (100, 150, 200, 250,  
300 мг/л) 

Оптимальными для культивирования эксплан-
тов были концентрации 10 г/л ПВП, 250 мг/л 
тиосульфата натрия

[1]

Solanum 
tuberosum Искусственные микроРНК

Происходило ингибирование экспрессии генов 
StuPPO1 и StuPPO4, что приводило к сокра-
щению коричневения свежих срезов клубней

[17]

Sorghum bicolor Активированный уголь 1-5 мг/л 
Выживаемость каллусов и эксплантов 
достигала 80%, в то время как без адсорбента 
она составляла лишь 29%

[64]

Taxus mairei 
Активированный уголь 1, 2 г/л и 
нитрат серебра 50, 100, 150 мг/л
Аскорбиновая кислота 100 мг/л

Наиболее эффективной для предотвращения ко-
ричневения эксплантов была комбинация активи-
рованного угля 1 г/л и нитрата серебра 100 мг/л

[16]

Theobroma cacao
Аскорбиновая кислота (20, 100, 
180 мг/л), нитрат серебра (7, 14, 
21 мг/л), цистеин (8, 16, 24 мг/л), 
ПВП (150, 300, 450 мг/л)

Наилучший результат оказало добавление 
нитрата серебра в среду для культивирования 
эксплантов

[60]

Vicia faba

Активированный уголь 10 г/л, 
200 мг/л цистеина, 0,02 г/л нитра-
та серебра, 1 мг/л аскорбиновой 
кислоты

Лучшие результаты были получены при ис-
пользовании аскорбиновой кислоты и акти-
вированного угля, эффективно подавлявших 
коричневение эксплантов

[3]

Аскорбиновая кислота (50 мг/л), 
лимонная кислота (50 мг/л), глу-
татион 100 мг/л. Также изучалось 
их действие в комбинации с аце-
тосирингоном и цистеином. 

Лучшим антиоксидантом выступила лимонная 
кислота. Глутатион вызывал гидратирование 
каллусов. Аскорбиновая кислота подавляла 
каллусогенез

[45]

Vitis vinifera

0, 0,1; 0,5 и 1,0 % активированный 
уголь 0,5% ПВП на 0, 7, 14 день 
культивирования. 

Активированный уголь в концентрации 0,5; 
1% подавлял коричневение, но при этом 
снижал количество образующихся микрокал-
лусов. ПВП не препятствовал коричневению 
культуры тканей

[73]

Глутатион 0,01%, 0,02%, 0,03%, 
0,04%, 0,05%, 0,06%

0,04% глутатион ингибировал активность 
ПФО в соке на 99,4%

[82]

очередь, антиоксиданты подразделяют на: под-
кислители (лимонная, щавелевая, винная, орто-
фосфорная), которые снижают потемнение, пони-
жая pH питательной среды, что приводит к сни-
жению активности ферментов, участвующих в 
окислении фенольных соединений; восстановите-
ли (аскорбиновая кислота, эриторбовая кислота, 
аскорбил-2-фосфат, аскорбил трифосфат, цисте-
ин), действие которых основано на восстановле-
нии хинонов обратно до дифенолов или на вос-

становлении Cu2+ в активном центре ПФО до Сu+. 
Также отдельно можно выделить хелатирующие 
агенты (лимонная, щавелевая, этилендиаминте-
трауксусная кислоты, пирофосфат натрия), взаи-
модействующие с медью в активном центре фер-
ментов; комплексообразователи (циклодекстрин, 
цистеин), связывающие либо субстраты ПФО, 
либо продукты реакции; аналоги субстратов фер-
ментов (4-гексилрезорцинол, койевая и коричная 
кислоты) и вещества, ингибирующие ПФО путем 
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протеолиза (фицин, бромелаин, папаин) [88, 93]. 
Однако следует учитывать, что дополнение пита-
тельных сред для in vitro культивирования различ-
ными химикатами (адсорбентами и антиоксидан-
тами) может отрицательно сказаться на эффек-
тивности трансформации и негативно повлиять 
на регенерацию побегов [73].

Значительного успеха в борьбе с потемнени-
ем культур тканей и питательной среды удается 
достичь путем использования аскорбиновой кис-
лоты, которая способна выступать в качестве ан-
тиоксиданта, препятствуя окислению образовав-
шихся в клетках фенольных соединений (табл. 2). 
Механизм действия аскорбиновой кислоты раз-
нообразен. Взаимодействуя с о-хинонами, аскор-
биновая кислота способна формировать стабиль-
ные соединения, тем самым ингибируя процесс 
ферментативного окисления фенольных компо-
нентов [39]. Кроме того, аскорбиновая кисло-
та при высоких концентрациях (> 1,5%) способ-
на восстанавливать хиноны до исходных субстра-
тов – дифенолов, а при низких – действовать как 
конкурентный ингибитор  ПФО [8]. Так, добав-
ление аскорбиновой кислоты в питательную сре-
ду в концентрации 1 мг/л способствует резкому 
снижению количества выделяющихся полимер-
ных фенольных соединений и приводит к актив-
ной регенерации побегов боба садового (Vicia 
faba L.) [3].  Опыты по контролю коричневения 
эксплантов банана Cave ndish banana cv. Formosa-
na показали эффективность использования 0,01% 
аскорбиновой кислоты, в то время как добавление 
ПВП40 и активированного угля – существенно не 
повлияло на выделение фенольных соединений 
[46]. ПВП – высокомолекулярный водораствори-
мый полимер, способный связывать фенольные 
соединения, образовывая с ними водородные свя-
зи и, тем самым, препятствуя их дальнейшему 
окислению. Чаще всего при культивировании рас-
тительных тканей используют ПВП с молекуляр-
ной массой 40000.  Похожие результаты были по-
лучены и в экспериментах по снижению потем-
нения тканей дубов Quercus robur L. и Q. petrae 
(Matt.) Liebl. Добавление аскорбиновой кислоты 
оказало наиболее сильный и пролонгированный 
эффект.  Действие лимонной кислоты было поч-
ти на том же уровне, однако выживаемость тка-
ней в дальнейшем снижалась. Использование ци-
стеина и ПВП в данных экспериментах не оказало 
значительного влияния на синтез и окисление фе-
нольных соединений [90]. Эти эксперименты так-
же показали, что аскорбиновая кислота способна 
не только предотвращать коричневение эксплан-
тов, но и останавливать этот процесс в уже потем-
невших тканях.

Совместное использование в качестве анти-
оксидантов аскорбиновой и лимонной кислоты 
снижало степень потемнения эксплантов, одна-
ко также препятствовало образованию побегов 
у V. faba, в то время как использование лишь ли-
монной кислоты (50 мг/л) значительно снижало 
степень некроза эксплантов, не препятствуя при 
этом регенерации растений. Глутатион, также ис-
пользованный в данном исследовании, оказал не-
гативное влияние, вызвав чрезмерное гидратиро-
вание эксплантов [45]. 

Обнадеживающие результаты были получены 
при совместном использовании нитрата серебра, 
L-цистеина и аскорбиновой кислоты, добавление 
которых в среду для культивирования в концен-
трации 5:40:20 мг/л снижало некроз меристема-
тических эксплантов риса Oryza sativa L. на 80%. 
Культивирование эксплантов на среде, содержа-
щей лишь нитрат серебра в концентрации 5 мг/л, 
способствовало повышению уровня выживаемо-
сти эксплантов до 71%. L-цистеин в концентра-
ции 40 мг/л и аскорбиновая кислота 20 мг/л повы-
шали количество жизнеспособных эксплантов до 
61% и 42% соответственно [26]. 

L-цистеин, который часто используют в каче-
стве средства против потемнения, способен так 
же как и аскорбиновая кислота, ингибировать 
окислительное потемнение различными спосо-
бами (превращение хинонов в их предшествен-
ников, подавление активности ПФО, взаимодей-
ствие с хинонами с образованием неокрашенных 
соединений) [8, 53]. Известно, что L-цистеин ока-
зывает сильное действие на о-дифенолоксидазу, 
подавляя ее активность по типу неконкурентно-
го обратимого ингибирования. Так, добавление 
200 мг/л L-цистеина в среду для культивирования 
семядольных узлов нута Cicer arietinum L. спо-
собствовало их успешной трансформации и реге-
нерации [79]. Однако, в аналогичных эксперимен-
тах по микроклональному размножению расте-
ний V. faba L., где в питательную среду добавляли 
L-цистеин в той же концентрации, фенольные со-
единения продолжали активно выделяться и окис-
ляться, что в итоге приводило к гибели эксплан-
тов [3]. В экспериментах по генетической транс-
формации сои Glycine max (L.) Merr. с помощью 
агробактерий Agrobacterium tumefaciens, было по-
казано, что добавление в среду для сокультивации 
L-цистеина в концентрациях 400-1000 мг/л спо-
собствовало повышению эффективности транс-
формации [67, 68]. 

Для продления срока жизни растительных тка-
ней, которые выращивают методом поверхностно-
го культивирования, может быть также использо-
ван тиосульфат натрия, который в экспериментах  
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по культивированию in vitro изолированных тка-
ней и органов щавеля Rumex aquaticus L. совмест-
но с ПВП оказывал антиоксидантное воздействие, 
препятствуя окислению выделяющихся в среду 
фенольных компонентов (табл. 2) [1]. 

В качестве агента против потемнения рас-
тительных тканей может быть использован 
L-глутамин (табл. 2). В экспериментах Alagarsamy 
et al. [7] добавление L-глутамина в концентрации 
300 мг/л в среду для культивирования эксплан-
тов чая Camellia sinensis (L.) Kuntze способство-
вало каллусогенезу и снижало степень потемне-
ния эксплантов и питательной среды. В другом 
исследовании добавление в среду для сокуль-
тивирования эксплантов с агробактериями 2 г/л 
L-глутамина противодействовало бактерицидно-
му эффекту фенольных соединений и значитель-
но способствовало переносу Т-ДНК в эксплан-
ты пачули Pogostemon cablin (Blanco) Benth [69]. 
Похожие результаты были получены при культи-
вировании каллусов C.  sinensis на питательной 
среде, содержащей 0,1 г/л L-глутамина. В то же 
время присутствие в питательной среде 0,15 г/л 
дитиотреитола приводило к усиленной экссуда-
ции и окислению фенольных соединений в тка-
нях каллуса [73]. Противоположный результат 
был получен при добавлении 0,04% дитиотреито-
ла в среду для культивирования стрелиции Strelit-
za reginae Aiton – потемнение питательной среды 
и культуры резко сокращалось [34]. 

Механизм благоприятного действия амино-
кислот на культуры тканей растений in vitro оста-
ется до конца не ясным. Предполагается, что они 
способны вступать в химические реакции с хино-
нами, формируя аминокатехины, тем самым пре-
пятствуя их дальнейшему окислению [50]. Также 
они выступают в качестве источника восстанов-
ленного азота, который легко метаболизируется 
растительными клетками и стимулирует быстрый 
клеточный рост и пролиферацию [70].

Восстановлению нормальных каллусных куль-
тур из коричневых тканей способствует добавле-
ние в питательную среду полиаминов – сперми-
дина и спермина, а также диамина – путресцина. 
Использование путресцина (1,5 мМ), спермидина 
(1,5 мМ), а также комбинаций 1,5 мМ путресци-
на + 1,5 мМ спермидина и 1,5 мМ путресцина + 
1,5мМ спермина способствовало росту активно-
сти антиокислительных ферментов – аскорбат-
пероксидазы, глутатионредуктазы и супероксид-
дисмутазы в клетках сосны Pinus virginiana Mill. 
Помимо этого, наблюдался ускоренный рост кал-
луса и активное формирование побегов [85].

Очень часто в культуре растительных тка-
ней для преодоления окисления фенольных сое-

динений используются различные адсорбирую-
щие вещества. Наиболее широко используемым 
компонентом, связывающим токсичные соедине-
ния, является активированный уголь, показавший 
свою эффективность для борьбы с потемнени-
ем множества различных растительных культур 
(табл. 2). Так, добавление в среду для индукции 
соматического эмбриогенеза масличной паль-
мы Elaeis  guineensis  Jacq. 5 г/л активированного 
угля и 500 мкМ 2,4-Д способствовало снижению 
степени коричневения каллуса и усиливало его 
рост и пролиферацию [86]. Негативное влияние 
фенольных соединений на рост корней Aristolo-
chia indica L. предотвращалось благодаря исполь-
зованию активированного угля в концентрации 
30 мг/л [83]. Также, использование активирован-
ного угля (1 мг/л) оказалось эффективным для 
снижения степени потемнения эксплантов V. faba. 
Кроме того, это также способствовало регенера-
ции побегов и увеличению их длины [4].

Добиться повышения выживаемости зароды-
шей сорго Sorghum bicolor (L.) Moench до 80% уда-
лось путем их выращивания на питательной сре-
де, содержащей активированный уголь (1-5 г/л), в 
то время как на обычной среде выживаемость со-
ставляла лишь 30%. Подобные результаты были 
получены при культивировании эксплантов и кал-
лусов множества растений, что говорит о высокой 
эффективности активированного угля в качестве 
адсорбента фенольных соединений [64].  Однако, 
в опытах по формированию микрокаллуса из про-
топластов винограда V. vinifera L. активирован-
ный уголь препятствовал коричневению культу-
ры, но при этом отрицательно влиял на результат 
культивирования [74]. 

Основным ограничением в использовании ак-
тивированного угля является его способность ад-
сорбировать не только токсичные вещества, но и 
необходимые растению гормоны, витамины и ка-
тионы металлов, что может оказать негативное 
влияние на растительную культуру и препятство-
вать регенерации растений [25, 72, 91]. 

Комбинация активированного угля (1 г/л) и 
нитрата серебра (100 мг/л) оказалась способной 
снижать потемнение эксплантов тиса Taxus mairei 
(Lemée & Lévl.) Hu ex Liu, увеличивая выживае-
мость культуры [16]. Сам нитрат серебра в ряде 
опытов показал свою высокую эффективность 
для преодоления потемнения культур тканей. 
В опытах по in vitro культивированию гевеи Hevea 
brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg. было по-
казано, что это соединение стимулирует каллусо-
образование, благодаря чему формируются хоро-
шие желтые каллусы, и увеличивается их средний 
вес (табл. 2) [21]. Доступность, растворимость в 
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воде, специфичность и стабильность нитрата се-
ребра делают его весьма полезным и мощным ин-
струментом для регулирования роста растений и 
морфогенеза in vitro. Здоровые, зеленые побеги 
хлопчатника Gossypium hirsutum L были получе-
ны при использовании 2 мг/л нитрата серебра, ко-
торый подавлял синтез фенольных соединений в 
культуре тканей. В этих экспериментах также из-
учалась возможность использования полоксамера 
Pluronic F-68 для стимуляции регенерации in vitro 
и адсорбции полимерных фенольных соединений. 
Наиболее оптимальной для данной культуры ока-
залась концентрация полоксамера равная 0,3%, 
при которой происходило увеличение числа побе-
гов на эксплант, хотя секреция фенольных соеди-
нений оставалась на том же уровне [49]. Сниже-
ния степени потемнения каллусов какао Theobro-
ma cacao L. в 2-3 раза по сравнению с контролем 
удалось добиться при добавлении в среду нитрата 
серебра 7-21 мг/л [60]. Аналогичные результаты 
были получены при использовании нитрата сере-
бра в концентрации 2 мг/л. Данного количества 
оказалось достаточно для сохранения жизнеспо-
собности эксплантов пассифлоры Passiflora edulis 
Sims, к тому же побеги на них появлялись гораз-
до эффективнее по сравнению с контролем [36]. 

Интересным компонентом для борьбы с по-
темнением растительных тканей является крем-
ний. Добавление K2SiO3 в среду для индукции со-
матического эмбриогенеза финика Phoenix  dac-
tylifera  L. не только способствовало снижению 
потемнения растительной культуры, но и стиму-
лировало процессы каллусогенеза и образования 
соматических эмбрионов [28]. 

Однако наиболее перспективным способом 
снижения степени потемнения растительных 
культур вследствие накопления фенольных сое-
динений на сегодняшний день является исполь-
зование специфических ингибиторов ключевых 
ферментов фенилпропаноидного метаболиче-
ского пути – ФАЛ, полифенолоксидаз и перокси-
даз (табл. 2).

Свою эффективность показали растворы 
CaCl2 (0,3 М), 2,4-Д (1 мМ) и уксусной кислоты 
(0,5 М), в которые в экспериментах Tomas-Barbe-
ran, Gil [87] помещались на 5 мин экспланты 
L. sativa (табл. 2). Полученные результаты позво-
лили авторам сделать вывод, что использование 
уксусной кислоты приводит к резкому сниже-
нию активности ФАЛ, вследствие чего происхо-
дит сокращение синтеза фенольных компонентов. 
Механизм действия CaCl2, вероятно, заключает-
ся либо в его способности непосредственно сни-
жать активность о-дифенолоксидазы, либо в его 
протекторных, по отношению к клеточным мем-

бранам, свойствах, благодаря которым, латент-
ные, связанные с мембранами ПФО не выходят 
в раствор и не полимеризуют фенольные соеди-
нения. Активность ФАЛ снижалась примерно на 
60% под действием 2,4-Д, но синтез фенольных 
соединений при этом лишь резко снижался, а не 
подавлялся полностью [87]. Вместо CaCl2 может 
быть также использован NaCl, оказывающий схо-
жее действие – подавление активности другого 
фермента – тирозиназы [55]. 

Одним из эффективных ингибиторов фермен-
тов, широко используемых на сегодняшний день 
в биотехнологии растений, является 2-аминоин-
дан-2-фосфоновая кислота (AIP). Являясь струк-
турным аналогом фенилаланина, AIP конкурент-
но ингибирует ФАЛ, тем самым препятствуя син-
тезу множества фенольных соединений [101]. 
Так, AIP в концентрациях 5, 15, 30 мкМ подавляла 
активность фермента в экспериментах с пророст-
ками березы Betula pubescens Ehrh. В этих экспе-
риментах было показано, что содержание AIP в 
среде способствует подавлению синтеза феноль-
ных соединений определенных классов. Напри-
мер, ингибитор в указанных концентрациях в те-
чение 18 дней препятствовал синтезу фенольных 
кислот, флаван-3-олов и конденсированных тани-
нов, при этом, абсолютно не подавляя синтез гли-
козидов и флавоноидов. Это говорит о том, что в 
клетках существуют различные изоформы фер-
мента ФАЛ, не все из которых подвержены инги-
биторному воздействию AIP [66]. Аналогичный 
эффект наблюдался при использовании AIP в кон-
центрации 2 мкМ – происходило эффективное ин-
гибирование синтеза эпигаллокатехина, что спо-
собствовало активному росту и индукции каллу-
согенеза C. sinensis [7]. В экспериментах Jones, 
Saxena [40] AIP в концентрации 100 мкМ резко 
подавляла активность ФАЛ в клетках каллуса по-
лыни Artemisia annua L, что также приводило к 
сокращению степени их коричневения [40]. 

Подавить активность фермента можно при 
помощи воздействия теплового шока. Тепловой 
шок, длительностью 90 сек, примененный как до, 
так и после поранения, способствовал резкому 
снижению степени коричневения тканей L.  sati-
va и возвращению их зеленого цвета. Максималь-
ного эффекта удалось добиться, подвергая тка-
ни действию температуры равной 50 °С за 6 ч до 
поранения [59]. В других экспериментах наибо-
лее эффективным оказалось применение тепло-
вого шока (45 °С, 90 сек) через 2-4 ч после пора-
нения тканей. Авторы установили, что при пред-
варительном нагревании происходит повышение 
экспрессии белков теплового шока, вместо ак-
тивации ферментов фенилпропаноидного пути 
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 метаболизма, что может быть использовано в ка-
честве нового способа сокращения коричневения 
растительных тканей [78]. 

Понизить степень потемнения тканей растений 
может также гибберелловая кислота, способная 
блокировать синтез фенольных соединений, пре-
имущественно биосинтез флавоноидов, воздей-
ствуя на степень экспрессии ФАЛ. Были проведе-
ны опыты, в которых было показано, что гибберел-
ловая кислота при концентрации 25 мг/л способна 
препятствовать гибели эксплантов орхидеи Pha-
laenopsis  Blume, вследствие накопления и окис-
ления фенольных соединений. Однако, при более 
высоких концентрациях (30 мг/л) происходит рез-
кое угнетение индукции каллусогенеза [100]. 

Ряд опытов показал, что коричный альде-
гид может эффективно ингибировать активность 
ФАЛ, блокируя фенилпропаноидный метаболиче-
ский путь [32]. 

Другим важным ферментом ответственным за 
потемнение растительных тканей является тиро-
зиназа – фермент, встречающийся как в клетках 
растений, так и в клетках животных, катализиру-
ющий два первых этапа меланогенеза млекопита-
ющих [58]. Наиболее интенсивно изучающимся 
ингибитором тирозиназы является койевая кисло-
та. Благодаря своей способности связывать атомы 
меди в активном центре фермента, койевая кисло-
та проявляет конкурентный ингибиторный эффект 
на монофенолоксидазную активность тирозиназы.

Другими перспективными ингибиторами мед-
ленного связывания тирозиназы являются тропо-
лон и субстратный аналог тирозина – мимозин, 
а также бензилиденацетон, бензилацетон и 4-фе-
нил-2-бутанол [16, 58]. 

Интересной представляется возможность ис-
пользования в качестве ингибитора пероксидаз 
и тирозиназы омепразола, который широко при-
меняется в медицине для снижения кислотности 
желудочного сока. Так использование омепразо-
ла в опытах по сокращению коричневения Ma-
lus domestica Borkh. приводило к ингибирова-
нию активности ПФО и пероксидаз, тем самым 
предотвращая их дальнейшее окисление и, сле-
довательно, коричневение растительных тканей. 
 Примечательно, что степень ингибирования фер-
мента напрямую коррелировала с концентрацией 
данного ингибитора [57]. 

Понизить активность фермента о-дифенолок-
сидазы на 99,4% в виноградном соке удалось так-
же путем использования глутатиона [24, 97, 98]. 
Похожие результаты были получены при исполь-
зовании глутатиона для контроля потемнения тка-
ней личи Litchi chinensis Sonn. Аналогичный эф-
фект оказывало добавление фитиновой кислоты 

в яблочный сок, что приводило к ингибированию 
активности ПФО на 99,2% [24].

Перспективным представляется использова-
ние в качестве ингибиторов ПФО комплекса паео-
нол-β-циклодекстрин. Так, в экспериментах Fuent-
es et al. [31] данное вещество подавляло активность 
выделенной из авокадо Persea  americana ПФО. 
Паеонол, вещество, выделяемое из пиона Paeo-
nia  suffruticosa  Andrews,  является структурным 
аналогом субстрата тирозиназ, поэтому комплекс 
паеонол-β-циклодекстрин, где β-циклодекстрин 
используется для повышения растворимости 
паеонола в воде, может быть использован для кон-
курентного ингибирования данного фермента.

Эффективными ингибиторами тирозиназ так-
же являются кремниевые мезопористые матери-
алы, модифицированные различными функци-
ональными группами. Мезопористые материа-
лы – вещества, диаметр пор которых варьирует 
от 2 до 50 нм. Так, UVM-7-SH – кремнеземный 
материал, модифицированный сульфгидрильны-
ми группами – способен полностью ингибиро-
вать активность фермента в яблочном соке в те-
чение девяти дней после пятиминутного контак-
та при концентрации 3 мг/мл. При этом результат 
сохраняется даже после полного удаления мате-
риала (табл. 2) [61].

Интересным и весьма перспективным спосо-
бом блокирования активности целевых ферментов 
является ингибирование экспрессии генов ПФО 
с помощью искусственных микроРНК путем ин-
дукции РНК-интерференции. Так, было обнаруже-
но, что в клетках картофеля Solanum tuberosum L. 
фермент ПФО кодируется 9 генами StuPPO1-9, ос-
новной вклад в окислительное коричневение вно-
сят гены StuPPO1-4. Посттранскрипционный сай-
ленсинг генов StuPPO1 и StuPPO4 с помощью ми-
кроРНК в большей степени влиял на сокращение 
окислительного коричневения [17].

Все эти перечисленные выше способы борь-
бы с потемнением растительных тканей чаще все-
го комбинируются с частыми пересадками куль-
туры на свежие питательные среды, хотя это мо-
жет также оказать и противоположный эффект, 
вызвав у растений еще больший стресс [9].  Кроме 
того, установлено, что экспланты растущие в ус-
ловиях затемнения (дефицита света) проявляют 
меньший уровень накопления фенольных соеди-
нений, по сравнению с культивируемыми на све-
ту эксплантами [67]. Понизить степень коричне-
вения также может изменение концентрации ком-
понентов питательной среды и регуляторов роста. 

Таким образом, существует множество раз-
личных способов и соединений, используемых 
для борьбы с окислительным коричневением  



37Биотехнология  2020  Т. 36  № 2

ПОТЕМНЕНИЕ РАСТИТЕЛЬНЫХ ТКАНЕЙ ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ In vitro

растительных тканей, таких как предобработка 
эксплантов антиоксидантами, добавление различ-
ных адсорбентов и антиоксидантов непосредствен-
но в питательную среду. Кроме того, данные мето-
ды сочетаются с частой пересадкой эксплантов на 
свежие среды, а также с выращиванием культур в 
условиях уменьшенного освещения или темноты.

Из таблицы 2 видно, что наиболее широко при-
меняемыми соединениями, используемыми для 
предотвращения коричневения тканей, являются 
аскорбиновая кислота, активированный уголь, ни-
трат серебра и ПВП в различных концентрациях. 
Чаще всего, при возникновении проблемы потем-
нения, предпочтение отдается аскорбиновой кис-
лоте, а также другим антиоксидантам (лимонная 
кислота, L-цистеин и др.). К сожалению, исполь-
зование антиоксидантов не является универсаль-
ным способом для борьбы с потемнением. В слу-
чае их неэффективности, целесообразным может 
быть использование адсорбирующих веществ (ак-
тивированный уголь, кремнеземные материалы). 
Однако ввиду того, что эта группа веществ может 
адсорбировать фитогормоны, витамины и другие 
важные компоненты, может возникать необходи-
мость в изменении состава питательных сред в 
сторону увеличения содержания регуляторов ро-
ста. В целом, анализ таблицы 2 показывает, что 
универсальных подходов для борьбы с потемне-
нием тканей in vitro не существует. Для каждого 
вида растения и иногда даже для каждого сорта 
растения такие методы должны подбираться эм-
пирическим путем. Если же вид растения был ра-
нее не изучен, то можно лишь дать дать общую 
рекомендацию – начинать борьбу с коричневени-
ем эксплантов с добавления в среду аскорбиновой 
кислоты, во вторую очередь можно использовать 
активированный уголь, нитрат серебра и, нако-
нец, подключать поочередно другие соединения.

Фенольные соединения – продукты вторично-
го метаболизма, широко распространенные в рас-
тениях и выполняющие множество важных функ-
ций. К сожалению, в процессе культивирования 
растений и их частей в стерильных условиях ча-
сто происходит потемнение культуры тканей и 
питательной среды в результате химических ре-
акций превращения простых фенольных соедине-
ний в полимерные. Это представляет собой боль-
шую проблему при in vitro культивировании рас-
тений, их тканей и клеток, так как часто приводит 
к гибели последних. Для решения данной пробле-
мы чаще всего применяется способ частых пе-
ресадок культуры на свежие питательные среды, 
однако это может спровоцировать еще больший 
стресс у растения и отразиться в дополнительной 

активации фенилпропаноидного пути метаболиз-
ма. Поэтому для предотвращения окислительно-
го потемнения тканей все чаще используется ме-
тод внесения в питательные среды дополнитель-
ных компонентов химической природы. Часть 
из них направлена на ингибирование ферментов, 
участвующих в синтезе и окислении фенольных 
соединений (аскорбиновая кислота, L-цистеин, 
AIP и т.д.), другие же действуют в качестве ад-
сорбирующих полимерные фенольные соедине-
ния веществ. Для этих целей часто применяется 
активированный уголь, используемый при куль-
тивировании многих видов растений. Хороши-
ми адсорбирующими свойствами обладают так-
же синтетические материалы на основе кремния, 
нашедшие широкое распространение в ряде работ 
зарубежных исследователей. Главным ограниче-
нием в применении перечисленных веществ яв-
ляется их способность активно адсорбировать не 
только фенольные соединения, но и дополнитель-
ные компоненты среды – гормоны и витамины.

Использование антиоксидантов, таких как 
аскорбиновая, лимонная, винная кислоты, L-цис-
теин, глутатион и т.п. является весьма перспек-
тивным способом предотвращения окислитель-
ного потемнения тканей. Эффективность антиок-
сидантов обуславливается их способностью, как 
непосредственно взаимодействовать с вещества-
ми фенольной природы, так и ингибировать ак-
тивность ферментов, катализирующих их синтез 
и окисление. Кроме того, данные вещества могут 
обладать еще и стимулирующей каллусогенез и 
регенерацию растений активностью.

Перспективным направлением в борьбе с ко-
ричневением является создание растений с «вы-
ключенными» методами геномного редактиро-
вания генами основных ферментов фенилпропа-
ноидного метаболического пути. Однако следует 
учитывать, что данные ферменты могут выпол-
нять ряд важнейших функций в жизнедеятельно-
сти растительных организмов, и их ингибирова-
ние может привести к появлению негативных по-
следствий. В таком случае более перспективным 
может оказаться использование малых интерфе-
рирующих РНК или микроРНК для посттранс-
крипционного сайленсинга, при котором не бу-
дет происходить полного блокирования экспрес-
сии генов ПФО.

К сожалению, на сегодняшний день не суще-
ствует единого протокола для преодоления потем-
нения растительных тканей и питательной среды, 
тем более эффективного для всех видов растений. 
Более того, многие вещества, активно справля-
ющиеся с описанной проблемой при выращива-
нии одной культуры, могут негативно влиять на 
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каллусогенез и регенерацию других культур, что 
непременно следует учитывать при выборе мето-
да борьбы с потемнением растительных тканей. 
 Поэтому целесообразно для каждого вида, сорта 
растений, а иногда и для типа эксплантов эмпири-
ческим путем подбирать условия культивирова-
ния с целью предотвращения окислительного по-
темнения тканей in vitro.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания № AAAA-A19-119021190011-0, а так-
же при финансовой поддержке гранта Президен-
та РФ для молодых российских ученых – докто-
ров наук МД-2304.2020.4
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Abstract–One of the most common problems in the plant in vitro propagation is the tissue browning 
and subsequent necrosis, resulting from the oxidation of phenolic compounds, secondary metabolites 
produced in response to injury and released into the nutrient medium. This process is one of the main 
reasons for the decrease in the efficiency of callus formation, somatic embryogenesis, regeneration and 
genetic transformation of plants in vitro. Moreover, oxidative browning often leads to culture death. 
Therefore, the current problems in genetic and cellular engineering of a wide range of plant species can be 
solved only by preventing or reducing the negative effects of browning of in vitro cultures caused by the 
oxidative transformations of phenolic compounds into quinones toxic to cells. This review is devoted to 
the description of the main existing methods to prevent these adverse transformations. Various chemicals 
with antioxidant and adsorbing properties are used in plant biotechnology for this purpose, but there are 
no general approaches to solve the problem. Although the choice of the method to minimize the negative 
effect of phenolic compound oxidation depends, firs of all, on the species and variety of the plant, some 
agents, such as ascorbic acid, activated carbon, silver nitrate, can be considered as universal and quite 
effective in preventing oxidative darkening of explants in vitro.

Key words: phenolic compounds, oxidative browning, polyphenol oxidase, tissue browning, in vitro, 
microclonal plant propagation
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