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РІЗНОГО РІВНЯ ПЛОЇДНОСТІ 

Досліджено процеси калюсоутворення у різних 
селекційно-цінних форм буряків. Показано, що 
калюсогенез більш інтенсивно відбувається у. 
поліплоїдних форм. Підібрано гормональний склад 
живильного середовища MC, який дозволяє 
цілеспрямовано індукувати цей процес у різних генотипів 
буряків. Встановлено, що найбільш придатними 
експлантами для індукції пухкого калюсу є сегменти 
листків рослин-регенерантів 2-3 пасажів. 

Вступ. Метод культури клітин, тканин і органів нині є 
загальноприйнятим і широко впроваджується в багатьох країнах при 
розв'язанні не тільки теоретичних проблем сучасної біології, але й 
селекційної практики. Калюсні культури цукрових та кормових буряків 
успішно використовуються для добору сомаклональних варіантів і 
урізноманітнення генотипів з цінними ознаками; одержання індукованих 
мутантів на клітинному рівні та створення форм, стійких до стресових 
чинників довкілля; отримання трансгенних рослин і одержання 
дигаплоїдних ліній та поліплоїдних форм [1-7]. 

Відомо, що калюс у буряків може утворюватися із сім'ядолей, 
черешків, листків, а також гіпокотиля на живильних середовищах, 
доповнених фітогормонами у певних концентраціях [8-10]. Для індукції 
процесів калюсоутворення використовували різні способи оптимізації умов 
культивування. Зокрема, середовища, що розрізнялись за мінеральним 
складом і органічними добавками [11]. Показано, що основними індукторами 
калюсогенезу із експлантів даної культури є гормональні речовини 
ауксинової та цитокінінової природи [12,13]. Встановлено, що суттєвий 
вплив на проліферативні процеси мають і фізичні фактори, у тому числі 
температура та освітлення [14]. Проте, повторити в незалежних умовах 
методичні аспекти процесів калюсогенезу у різних генотипів буряків 
вдається рідко. Рослини різних форм проявляють специфічність в умовах 
in vitro, потребують особливого добору компонентів живильного 
середовища, використання різних тканин в якості експланта. Тому досить 
часто виникає необхідність індивідуальної розробки специфічних умов, які 
сприяють процесам калюсогенезу в культурі ізольованих клітин певних 
генотипів. Слід зазначити, що на сьогодні не існує рутинного протоколу 
живильного середовища, на якому можливо індукувати з високою частотою 
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утворення калюсу у різних форм буряків. У зв'язку з цим метою нашої 
роботи була оптимізація живильних середовищ та дослідження 
особливостей процесів калюсогенезу у селекційно-цінних форм буряків 
різного рівня плоїдності. 

Матеріали і методи досліджень. Матеріалом досліджень були 
інбредні лінії цукрових буряків з різною загальною комбінаційною здатністю 
(ЗКЗ), диплоїдні однонасінні чоловічостерильні форми (ЧС-1 ,ЧС-2), 
багатонасінні тетраплоїдні запилювачі (ЗБ-1,ЗБ-2) та триплоїдні гібриди (Г-1, 
Г-2), створені на їх основі, а також диплоїдна чоловічостерильна форма 
кормових буряків (ЧС-3). Для введення в стерильну культуру 
використовувалося зріле насіння, яке попередньо витримували 7 діб в 
холодильній камері при температурі 4 ° С для стратифікації. Для збільшення 
кількості неінфікованих проростків насіння механічно звільняли від оплодня. 
Непошкоджені зародки стерилізували за такою схемою: витримували 
2 хвилини в слабкому розчині перманганату калію, 1 хвилину в 7 0 % -вому 
етанолі; 15 хвилин в 1 0 % -вому розчині гіпохлориду натрию, а потім 5 змін 
дистильованої стерильної води - 15 хвилин. Для проростання зародки 
переносили в чашки Петрі на фільтрувальний папір, змочений стерильною 
водою. Отримані стерильні проростки вихідних материнських рослин 
пересаджували в стаканчики на безгормональні середовища ДС та MC 
[15,16]. В якості експлантів використовували сегменти листків та черешків 
материнських рослин віком в один місяць, які культивували при розсіяному 
освітленні і температурі 24 ± 2 ° С . Ефективність кожного варіанта 
середовища оцінювали за частотою утворення калюсів з різних експлантів. 

Результати досліджень та їх обговорення. Для індукції 
калюсогенезу із тканин експлантів було проаналізовано декілька відомих 
регенераційних середовищ, які відрізнялись за складом вітамінів, 
амінокислот та фітогормонів [2,9,12,17-20]. Використання наведених у 
літературі живильних середовищ у досліджених нами генотипів призводило 
до утворення тільки щільного калюсу. Так, при культивуванні різних типів 
експлантів на середовищі MC, яке містило 2,4-Д у концентрації 0,1- 1,0 
мг/л практично у всіх досліджених генотипів утворювався щільний калюс 
світло-зеленого кольору з частотою 1 0 - 8 0 %. Слід зазначити, що у 
самозапильних ліній процеси калюсогенезу відбувалися при дозі 0,3 мг/л 
ауксину, в той час, як у гібридів та тетраплоїдних форм калюсоутворення 
спостерігалося вже при внесенні 0,1 мг/л 2,4 Д. 

В табл. 1 представлені дані про частоту калюсоутворення із 
експлантів черешків декількох ліній цукрових буряків четвертого покоління 
самозапилення з різною комбінаційною здатністю, що висаджувались на 
середовище MC1 доповнене 2,4-Д у концентрації 0,3 мг/л. Дані таблиці 
свідчать про певну позитивну тенденцію до підвищення частоти 
калюсоутворення у генотипів з високою комбінаційною здатністю у 
співставленні із самозапильними лініями з низькою ЗКЗ. 

Нами була перевірена система проліферації калюсу, запропонована 
Доллі, Сандерсом [15]. За її використання отриманий щільний калюс білого 
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кольору, який при подальшому вирощуванні не дав пересадної культури в 
жодного генотипу. Частота утворення калюсу у тетраплоїдних генотипів 
була значно більшою ( табл. 2). 

Таблиця 1 
Частота калюсоутворення на експлантах черешків диплоїдних 
самозапильних ліній цукрових буряків з різною комбінаційною 

здатністю на середовищі ІИС, доповненому 0,3 мг/л 2,4 Д 

Умовний № 
лінії 

Рівень 
ЗКЗ* 

Кількість 
висаджених 

експлантів, шт. 

Кількість експлантів, 
що регенерують, шт. 

Частота, 
% 

в 42 27 64,3±7,4 

37 29 78,3±6,8 

49 ЗО 61,2±7,0 

54 18 33,3±7,5 

12 51 13 25,5±6,1 

17 58 26 44,8±6,5 

Примітка. *в - висока ЗКЗ; н - низька ЗКЗ 

Таблиця 2 
Частота калюсоутворення із експлантів листків у буряків різного 

рівня плоїдності на безгормональному середовищі MC 

Генотип Плоїдність Кількість 
висаджених 

експлантів, шт. 

Кількість експлантів, 
що регенерують, шт. 

Частота, 
% 

ЧС-1 2х 29 7 24,1 ±7,9* 

ЧС-2 2х 37 6 16,2±6,1 

ЧС-3 2х 45 10 22,2±6,2 

ЗБ-1 4х 43 21 48,8±7,6 

ЗБ-2 4х 33 22 66,7±8,2* 

Примітка. * Різниця між показниками достовірна при р£0,95 

Для отримання пухкого калюсу нами була використана система, яка 
базується на послідовній зміні гормональних та безгормональних 
середовищ. Для цього материнські рослини культивували на середовищі 
MC, доповненому БАП у концентрації 0,25 - 0,5 - 1 мг/л протягом одного -
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півтора місяця. Треба вказати, що у триплоїдних гібридів на відміну від 
рослин іншої плоїдності вже в першому пасажі на середовищі з 0,25 мг/л 
БАП спостерігалося утворення пухкого калюсу на вихідній рослині. 

Після витримування материнської рослини інших генотипів на 
гормональному середовищі з неї вичленяли експланти і переносили на 
безгормональне середовище MC. Через декілька тижнів культивування 
експлантів в умовах розсіяного освітлення на безгормональному 
середовищі MC спостерігалося утворення пухкого калюсу. 

Також для індукції пухкого калюсу були використані експланти, 
отримані з рослин, які вирощувалися на безгормональних середовищах MC 
та ДС-2. Сегменти листків та черешків переносили на живильні середовища, 
доповнені БАП у концентрації 0,5- 2,0 мг/л, і культивували у темряві при 
температурі 21 °С . Через 4 тижні їх субкультивувати на відповідне 
середовище, але вже без регулятора росту, на якому і спостерігалося 
утворення пухкого калюсу при повному або частковому некрозі вихідного 
експланта. Найкращі результати отримані нами на середовищі MC при 
концентрації БАП 0,5 мг/л для генотипів кормових буряків та 1,0 мг/л - для 
цукрових. При збільшенні дози цитокініну до 2 мг/л процесів калюсогенезу 
не відбувалося. 

Слід зазначити, що час, необхідний для калюсоутворення, варіював у 
досліджених нами генотипів цукрових буряків різної плоїдності. Так, для 
тетраплоїдних форм він становив 1 - 2 тижні, для триплоїдних гібридів - від 2 
до 4 тижнів, а у диплоїдних генотипів змінювався від 2 до 10 тижнів. У 
диплоїдних зразків найшвидше калюс з'являвся у чоловічостерильних форм 
- протягом 2 - 3 тижнів, в той час, як для самозапильних ліній він 
збільшувався до 6 - 1 0 тижнів. 

Частота калюсоутворення залежала від генотипу рослини, складу 
живильного середовища, типу експланта. При порівнянні експлантів різного 
типу встановлено, що для досліджених генотипів цукрових та кормових 
буряків краще всього калюс утворювався на листках (10-40%) і менше на 
черешках (5-20%). 

Для підвищення частоти калюсогенезу нами було випробовувано 
декілька прийомів, у тому числі: використання експлантів з материнських 
рослин, які тричі були пересаджені на середовище MC, доповнене 0,25 мг/л 
БАП ; використання експлантів з рослин-регенерантів, отриманих шляхом 
прямого органогенезу на гормональному середовищі PB [21]. Треба 
відмітити, що найбільша частота утворення пухкого калюсу спостерігалася із 
сегментів листків рослин-регенерантів 2 - 3 пасажів у поліплоїдних генотипів 
(табл. 3). 

З листкового експланта диплоїдної рослини кормових буряків 
чоловічостерильної форми 10-29 селекції фірми KWS ( Німеччина) було 
отримано два типи калюсів. Один з них утворювався на центральній жилці 
листка і являв собою рихлі глобулярні структури яскраво-жовтого кольору, 
що легко розділялися на окремі фрагменти. 
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Т а б л и ц я З 
Ч а с т о т а к а л ю с о у т в о р е н н я і з е к с п л а н т і в л и с т к і в у б у р я к і в р і зно го 

р і в н я п л о ї д н о с т і н а с е р е д о в и щ і M C 

Генотип Плоїдність Кількість 
висаджених 

експлантів, шт. 

Кількість експлантів, що 
регенерують, шт. 

Частота, % 

ЧС-1 2х 34 12 35,2±8,2* 

ЧС-2 2х 57 13 22,8±5,6 

ЧС-3 2х 52 15 28,8±6,3 

Г-1 Зх 59 31 52,5±6,5* 

Г-2 Зх 39 22 56,4±7,9 

ЗБ-1 4х 51 33 64,7±6,7 

ЗБ-2 4х 62 36 58,8±6,2 

Примітка. * Різниця між показниками достовірна при р£0,05 

Д а н и й калюс надал і характеризувався н а м и як морфогенний , тому що вже в 
перших пасажах спостер і галося утворення вегетативних бруньок . Інший тип 
калюса з 'являвся по краях листково ї поверхн і і с кладався з досить рихлих 
утворень б ілого кольору, який при п о д а л ь ш о м у пасажуванн і набував 
коричневого забарвлення . При наступному культивуванн і процесів 
м о р ф о г е н е з у у таких калюс ів не спостер і галося , і він в іднесений нами до 
н е м о р ф о г е н н о г о типу. 

Н а м и було проведено пор івняльне цитолог ічне та молекулярно-
генетичне досл ідженя обох тип ів кл ітинних культур [22]. У ж е на перших 
пасажах культивування встановлен і істотні в ідмінност і як за хромосомним 
с к л а д о м кл ітинних популяцій , так і за ч а с т о т о ю аберац ій х р о м о с о м між 
к а л ю с а м и р ізного типу. У пор івнянн і з м о р ф о г е н н и м калюсом у 
н е м о р ф о г е н н о г о ступ інь пол іплоїдизац і ї і частота структурних перебудов 
х р о м о с о м значно вища. На фон і п ідвищеного р івня геномної мінливості 
особлив і стю неморфогенно го калюса є у творення надспіралізованих 
х р о м о с о м і конденсованого хроматину у високопло їдних клітинах, що 
супроводжується п ідвищенням р івня метилування геному [22]. Це може бути 
одн ією з еп і генетичних детерм інант , яка п р и й м а є участь в процесах , що в 
к інцевому п ідсумку призводять до втрати тотипотентност і клітин. 

В и с н о в к и . Результати д о с л і д ж е н ь калюсоутворення у різних 
селекц ійно-ц інних ф о р м буряк ів св ідчать, що цей процес пов 'язаний із 
специф ічними о с о б л и в о с т я м и генотипу, у т о м у числ і р івнем плоїдності 
геному. Показано , що серед д о с л і д ж е н и х нами генотип ів процеси 
калюсогенезу б ільш інтенсивно в ідбуваються у пол іпло їдних форм. 
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Відмічено певну позитивну тенденцію до п ідвищення частоти 
калюсоутворення у генотипів з високою комбінаційною здатністю у 
співставленні з л ін іями з низькою ЗКЗ. Підібраний гормональний склад 
живильного середовища MC1 який дозволяє ц ілеспрямовано індукувати 
цей процес у різних генотипів буряків. Встановлено, що найбільш 
придатними експлантати для індукції калюсу є листки рослин-регенерантів. 
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А н н о т а ц и я 
У Д К 581 .1 .633 .63 

О с о б е н н о с т и п р о ц е с с о в к а л л ю с о г е н е з а у р а с т е н и й с в е к л ы ра злично го 

у р о в н я п л о и д н о с т и 

О.В. Дубровная , И.И. Лялько , E.H. Т и щ е н к о 

Изучены п р о ц е с с ы каллюсообразования у различных селекционно-

ценных ф о р м свеклы. Показано, что каллюсогенез более интенсивно 
проходит у п о л и п л о и д н ы х форм . П о д о б р а н г о р м о н а л ь н ы й состав 
питательной с р е д ы MC, п о з в о л я ю щ и й ц е л е н а п р а в л е н о индуцировать этот 
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процесс у различных генотипов свеклы. Установлено, что наиболее 
подходящими эксплантами для индукции рыхлого каллюса являются 
сегменты листьев растений-регенерантов 2-3 пассажей. 

Annotathion 
UDC 581.1.633.63 

Features of processes of callusogenesis of beet plants with different levels 
of ploidy 

0. Dubrovnaya , I. Lyalko, E. T ishchenko 

The process of cal lus induction of dif ferent valuable forms of beet has 
been investigated. It is shown that cal lusogenesis is more active in polyploid 
forms. A hormonal complex of nutrient med ium MS for callus formation that 
allows to directly induce this process in dif ferent genotypes of beet was found. It 
was establ ished that the most acceptable explants for induction of friable callus 
were leaf segments of plant-regenerants of 2-3 passages. 
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