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Клiтинна селекцiя in vitro на стiйкiсть рiпака озимого
та ярого (Brassica napus L.) до посухи

Рiпак (Brassica napus L.) — один з найважливiших джерел сиро-
вини для харчової промисловостi, виробництва бiопалива та кормiв.
В умовах змiни клiмату актуальностi набувають дослiдження, направле-
нi на створення гiбридiв iз комплексною стiйкiстю проти несприятливих
абiотичних факторiв.

Для отримання посухостiйких лiнiй використовували сорти рiпаку
озимого Aлiот та Антарiя. Оцiнку посухостiйкостi проводили з викори-
станням модифiкованої нами лабораторної методики для рослин рiпаку,
яка базується на здатностi насiння проростати у розчинах сахарози
з високим осмотичним тиском. Нами використано розчини сахарози в
дiапазонi 10–18%. Фiзiологiчним пiдґрунтям цiєї здатностi є власти-
вiсть генотипiв по-рiзному проростати в розчинах сахарози, що до де-
якої мiри моделює рiвень водоспоживання насiння за умов нестачi води
при пiдвищенiй концентрацiї ґрунтового розчину. Пiдвищений вiдсоток
пророслих насiнин при цьому вiдображує здатнiсть генотипу викори-
стовувати недостатнi запаси вологи у ґрунтi уже на перших етапах
онтогенезу рослин, що свiдчить про його посухостiйкiсть.

Отриманi проростки висаджували на живильнi середовища з добав-
лянням ПЕГ 6000 та манiтолу в рiзних концентрацiях. Встановлено,
що за дiї 12% концентрацiї ПЕГ 6000 та 17% манiтолу виявлено iсто-
тнi вiдмiнностi мiж дослiдженими сортами рiпаку озимого за зменше-
нням приросту маси калюсної тканини, яка залежно вiд генотипу зни-
жувалась приблизно на 50%. В подальшому мiкрокалюси обробляли
γ-опромiненням в дозi 40 Гр. та висаджували на середовище з суб-
летальною концентрацiєю ПЕГ 6000. Її встановлювали шляхом висiву
суспензiйної культури на живильнi середовища з концентрацiєю ПЕГ
6000 (10%; 20%; 30%; 40%). В результатi нами визначено сублетальну
концентрацiю ПЕГ 6000 (20%), за якої спостерiгалось значне зменше-
ння приросту маси калюсної тканини, яку в подальшому використову-
вали для проведення ступiнчастої клiтинної селекцiї in vitro.

Для цього в кiнцi першого пасажу видiляли лише свiтлi дiлянки
калюсних тканин i переносили на свiжоприготовлене середовище з се-
лективним агентом. Проводили перевiрку колонiй, якi росли в селе-
ктивних i неселективних умовах. Встановлено, що до сьомого пасажу
кiлькiсть видiлених спочатку колонiй зменшувалась на порядок.

В результатi обробки γ-опромiненням кiлькiсть життєздатних коло-
нiй у першому пасажi зменшилась до 35–50 %. Пiсля трьох селективних
пасажiв число живих колонiй складало 15–25 %.



В наших дослiдженнях пiсля проведення двох пасажiв на середови-
щi без селективного агента та перевiрки росту мiкроколонiй в селектив-
них умовах вдалось видiлити близько 4% резистентних клонiв рiпаку,
що стабiльно зберiгали ознаку посухостiйкостi.

Калюси всiх клонiв були подiбнi за морфотипом, утворювали щiль-
ну, глобулярну структуру зеленуватого забарвлення i вiдзначались дуже
повiльним ростом. Отриманi посухостiйкi калюснi лiнiї рiпаку викори-
стовували для регенерацiї рослин, додаючи до живильного середовища
екзогеннi гормони в рiзних концентрацiях.

Отже, на основi отриманих даних визначено, що в процесi клiтинної
селекцiї in vitro для отримання посухостiйких лiнiй рiпаку доцiльно за-
стосовувати ПЕГ 6000 в концентрацiї 12%. Встановлено ефективнiсть
ступiнчастої селекцiї in vitro з використанням γ-опромiнення в яко-
стi мутагенного агенту. Вiдповiдно до запропонованої схеми отримано
близько 4% клонiв рiпаку озимого толерантних до посухи, якi стабiльно
зберiгали ознаку.


