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Вивчено реакцію на дію осмотичних речовин – поліетиленгликолю та маніту – на ка-
люсні лінії м’якої пшениці, стійкі до метаболітів збудника офіобольозної кореневої гнилі 
(Gaeumannomyces graminis var. tritici). Із метою добору конкретних умов проведення 
селекції in vitro апробовано дві селективні системи – із високомолекулярним поліети-
ленгліколем та низькомолекулярним манітом. Показано, що селективна система з мані-
том є ефективнішою, оскільки забезпечила повнішу елімінацію чутливих клітин та вищу 
життєздатність рослин-регенерантів.
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Вñòуп. Поряд ³з використанняì традиц³йних генетично-селекц³йних ìетод³в 
отриìання високопродуктивних сорт³в та г³брид³в с³льськогосподарських 

культур, все б³льшого поширення набувають б³отехнолог³чн³ прийоìи створен-
ня вих³дного селекц³йного ìатер³алу, ст³йкого до р³зних стресових чинник³в. 
îдниì ³з найважлив³ших напряì³в сучасної б³отехнолог³ї, який вже отриìав 
широке практичне застосування, є кл³тинна селекц³я, як ìетод створення но-
вих форì рослин шляхоì вид³лення ìутантних кл³тин ³ соìаклональних вар³а-
ц³й у селективних уìовах. åкспериìентально доведено, що ст³йк³ до б³отичних 
та аб³отичних фактор³в генотипи пшениц³ ìожна добирати в культур³ in vitro ³ за-
лучати їх до селекц³йного процесу [1–3]. Íа основ³ застосування ìетод³в селек-
ц³ї in vitro у пшениц³ вже одержано рослини, ст³йк³ до хвороб [4–7] та р³зних 
вид³в аб³отичних стрес³в [8, 9]. 

Íаìи вперше б³отехнолог³чниì шляхоì отриìано рослини ì’якої пшениц³, 
ст³йк³ до ìетабол³т³в збудника оф³обольозної кореневої гнил³ (Gaeuman-
nomyces graminis var. tritici) [10–12]. â³доìо, що у рослин ³снують як спец³ал³-
зован³, так ³ загальн³ ìехан³зìи ст³йкост³ до стресових чинник³в [13, 14]. Íа ко-
ристь ³снування загальних неспециф³чних ìехан³зì³в ст³йкост³ св³дчать дан³ про 
те, що резистентн³сть до одного несприятливого чинника ìоже призводити до 
п³двищення ст³йкост³ й до ³ншого. Завдяки ³снуванню загальних ìехан³зì³в ст³й-
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кост³ до р³зних селективних чинник³в, 
в³д³бран³ кл³тинн³ л³н³ї та рослини-регене-
ранти ìожуть виявляти ст³йк³сть до двох ³ 
б³льше тип³в стресу. öе в³дкриває перспек-
тиви для подальшого удосконалення 
 б³отехнолог³ї одержання форì ³з пере-
хресною та коìплексною ст³йк³стю до 
 б³отичних та аб³отичних стрес³в. Із вико-
ристанняì даного ìетоду експериìен-
тально п³дтверджена ìожлив³сть отри-
ìання ст³йких рослин до к³лькох стресових 
чинник³в [15–17].

Посуха – один ³з основних обìежуваль-
них чинник³в довк³лля, що знижують про-
дуктивн³сть рослин. При отриìанн³ ìето-
доì кл³тинної селекц³ї толерантних до по-
сухи рослин ³з ìетою ³ì³тац³ї in vitro 
стресового ефекту застосовують живильн³ 
середовища з осìотично активниìи речо-
винаìи, як³ знижують зовн³шн³й водний по-
тенц³ал, так³ як пол³етиленгл³коль (Пåã) або 
ìан³т. При пор³внянн³ росту калюсу, отри-
ìаного в³д р³зних генотип³в пшениц³, у р³з-
них селективних систеìах показано, що 
чутлив³сть кл³тин до Пåã та ìан³ту у склад³ 
живильного середовища досить добре в³-
дображує реакц³ю ³нтактних рослин на по-
суху [18–25]. Єгипетськ³ досл³дники [25] 
встановили ч³тку позитивну кореляц³ю ì³ж 
ст³йк³стю сорту та виживан³стю калюс³в на 
селективних середовищах ³з р³зниìи кон-
центрац³яìи ìан³ту ³ життєздатн³стю цих 
генотип³в у польових уìовах. 

ñл³д зазначити, що на сьогодн³ б³отех-
нолог³чн³ п³дходи отриìання рослин пше-
ниц³ з перехресною та коìплексною ст³й-
к³стю практично не досл³джен³. ó зв’язку з 
циì, ìетою роботи було вивчення реакц³ї 
калюсних л³н³й ì’якої пшениц³, ст³йких до 
ìетабол³т³в G. graminis var. tritici, на ìоде-
льований водний деф³цит.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè 
äля введення в культуру in vitro вико-

ристовували зр³ле нас³ння ì’якої пшениц³ 
сорту Зиìоярка, а також нас³ння ст³йких до 

ìетабол³т³в збудника оф³обольозної коре-
невої гнил³ рослин R2. Íас³ння пророщува-
ли на ìодиф³кованоìу живильноìу се-
редовищ³ ìñ [26] без ф³тогорìон³в. ìате-
ринськ³ рослини культивували в скляноìу 
посуд³ об’єìоì 200 ìл, в який було розли-
то по 30 ìл середовища. 

êультуру калюсної тканини отриìано ³з 
верх³вки пагона 3-добових проростк³в, по-
передньо вирощених в уìовах in vitro. äля 
³ндукц³ї калюсу використовували середо-
вище ìñ, доповнене 2,4-ä у концентрац³ї 
2,0 ìг/л. åксплантати культивували при 
26 °ñ у теìряв³ протягоì двох тижн³в. Пот³ì 
їх переносили на св³тло ³ дал³ вирощували 
при осв³тленн³ 3–4 клк, в³дносн³й вологост³ 
пов³тря 70 % ³ 16-годинноìу фотопер³од³ 
ще протягоì трьох тижн³в. 

Як селективний агент використовували 
високоìолекулярний пол³етиленгл³коль 
(Пåã) ìолекулярною ìасою 6000 або ìан³т 
у р³зних концентрац³ях, як³ додавали до ìо-
диф³кованого середовища ìñ. äля того, 
щоб вс³ кл³тини зазнавали осìотичного 
впливу, використовували ìаленьк³ ³но-
кулюìи (не б³льше 5–10 ìг). êалюси ви-
саджували у чашки Петр³ (по 40 – у кожн³й) 
у 5-ти повторностях.

äля визначення селективних концент-
рац³й ìан³ту та Пåã калюс вирощували на 
середовищ³ з селективниìи фактораìи у 
таких концентрац³ях: Пåã – 0; 2,5; 5; 10; 15; 
20; 25 %, ìан³т – 0; 0,6; 0,8; 1,0 та 1,2 ì. 
îск³льки агаризоване середовище з висо-
киìи концентрац³яìи (15–25 %) Пåã не за-
стигає калюс ³нкубували на ват³, зìочен³й 
р³дкиì живильниì середовищеì. П³сля 4 
тижн³в вирощування оц³нювали зб³льшен-
ня ìаси калюсу та частку калюс³в, як³ збе-
регли здатн³сть до ìорфогенезу. êожен 
досл³д повторювали трич³. 

äля ³ндукц³ї ìорфогенезу калюсн³ куль-
тури переносили на регенерац³йне се-
редовище ìñ, доповнене 1 ìг/л БàП та 
0,5 ìг/л Іîê. П³сля 3 тижн³в культивування 
ìорфогенний калюс висаджували на жи-
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вильне середовище без селективного чин-
ника. êалюс, що утворював пагони, пере-
носили на середовище для укор³нення, яке 
ì³стило 0,2 ìг/л Íîê. åкспериìентально 
отриìан³ дан³ обробляли за допоìогою 
ìетод³в статистичного анал³зу [27].

рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
äля проведення кл³тинної селекц³я зви-

чайно використовують вис³в суспенз³ї кл³-
тин на живильне середовище, яке ì³стить 
селективний фактор. Проте у пшениц³, як ³ 
³нших злак³в, за плейтингу суспенз³ї утво-
рюються лише поодинок³ колон³ї. òоìу у 
робот³ використовували ìетод пересадки 
ì³крокалюс³в, який ран³ше показав добр³ 
результати [10–12].

îбов’язковиì етапоì при використан-
н³ ìетод³в кл³тинної селекц³ї є доб³р селек-
тивної систеìи, яка ³ì³тує in vitro стресо-
вий ефект. îск³льки кожен вид рослин ìає 
свою чутлив³сть до осìотик³в, рекоìендо-
ван³ в л³тератур³ селективн³ концентрац³ї 
Пåã та ìан³ту суттєво в³др³зняються. Íа-
приклад, вивчаючи ефекти р³зних концент-
рац³й Пåã (10, 20 ³ 30 %) на життєздатн³сть 
культури тканин пшениц³, êонд³к-ñп³ка та 
Зеcек [25] встановили, що ц³ концентрац³ї 
є летальниìи для калюсної культури. ãа-
лов³к та сп³вавтори [23] довели, що 5 % 
концентрац³я високоìолекулярного Пåã 
ìоже бути селективниì ìаркероì, оск³ль-
ки за її д³ї було виявлено як суттєв³ в³дì³н-
ност³ ì³ж генотипаìи, так ³ зìеншення 
приросту ìаси калюс³в на 50 % ³ б³льше. 
ó зв’язку з циì, першиì етапоì роботи 
було пор³вняння ефективност³ селектив-
них систеì з високоìолекулярниì непро-
никаючиì у кл³тину пол³етиленгл³колеì та 
низькоìолекулярниì проникаючиì ìан³-
тоì, для добору конкретних уìов прове-
дення кл³тинної селекц³ї. öе було зроблено 
на приклад³ л³н³ї ì’якої пшениц³ 2/9, ст³йкої 
до ìетабол³т³в збудника оф³обольозної ко-
реневої гнил³.

ó ход³ досл³джень анал³зували так³ по-
казники: прир³ст б³оìаси та частоту утво-
рення ìорфогенного калюсу на селектив-
них середовищах з р³зною концентрац³єю 
осìотик³в. 

Íа вс³х середовищах, що ì³стили Пåã, 
виявлено пригн³чення росту калюс³в, зìен-
шення приросту їхньої ìаси, появу некро-
тичних пляì теìного забарвлення (рис. 1) 
та загальне пог³ршення ф³з³олог³чного ста-
ну калюсу.

а

 
б

рèñ. 1. êалюс, що культивувався на середовищ³ з 
20 % Пåã (а) та на контрольноìу середовищ³ (б).

ó табл. 1 наведено дан³, як³ в³дображу-
ють прир³ст б³оìаси калюсу на середови-
щах з р³зною концентрац³єю Пåã.

Інг³бування росту культури виявили вже 
при концентрац³ї осìотика 2,5 %, при цьо-
ìу спостер³гали зниження приросту сирої 
ìаси калюсу до 88,5±1,8 % в³дносно конт-
ролю. При зб³льшенн³ концентрац³ї Пåã 
прир³ст ìаси калюсу поступово зìеншу-
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вався ³ на середовищ³ з найвищою концен-
трац³єю Пåã – 25 % був найìеншиì. За ц³єї 
концентрац³ї осìотика виживало ìенше 
20 % висаджених калюс³в. òакиì чиноì, 
при використанн³ селективного середови-
ща з Пåã не вдалося досягти повного ³нг³-
бування росту калюсу. Поряд ³з циì, при 
найб³льш³й концентрац³ї спостер³гали сут-
тєве зниження здатност³ до ìорфогенезу.

ó табл. 2 подано дан³, як³ в³дображують 
прир³ст б³оìаси калюсу на середовищах ³з 
р³зною концентрац³єю ìан³ту. âикористан-
ня ìан³ту в концентрац³ї 0,6 ì спричиняло 
зниження приросту ìаси калюсу б³льш н³ж 
у 2 рази, проте кл³тини залишалися живи-
ìи та збер³гали здатн³сть до регенерац³ї 
пагон³в. При зб³льшенн³ концентрац³ї ос-
ìотика до 0,8 ì пригн³чення росту було 
виражене ще сильн³ше – прир³ст сирої 
ìаси зìеншився у 3 рази, кр³ì того, на 

частин³ калюс³в з’явилися зони некрозу. Íа 
середовищах з 1,0 та 1,2 ì ìан³ту р³ст ка-
люсу був практично в³дсутн³й, спостер³га-
ли ìасову загибель кл³тин.

âиб³ркове тестування показало, що 
чутлив³сть до селективних чинник³в ³нших 
ст³йких кл³тинних л³н³й була приблизно та-
кою ж, як у перев³реної л³н³ї. îбидва осìо-
тики ³нг³бували р³ст калюсних тканин, про-
те р³зною ì³рою. Íа середовищ³ з високиì 
вì³стоì Пåã (20 %) прир³ст калюсу за ì³ся-
ць був у середньоìу в 5 раз³в ìеншиì, н³ж 
у контрол³, а на середовищ³ з 1,0 ì ìан³ту – 
у 6–7 раз³в. ñл³д зазначити, що за високих 
концентрац³й осìотик³в проявлялася ви-
ражена гетерогенн³сть калюсу: частина 
кл³тин ще збер³гала здатн³сть до прол³фе-
рац³ї, в той час як ³нша вже загинула. îд-
н³єю ³з ìожливих причин такої гетероген-
ност³ калюсу ìоже бути р³зний р³вень 
плоїдност³ кл³тин.

Íа живильних середовищах ³з р³зною 
концентрац³єю селективних чинник³в 
(табл. 3, 4) утворювався ìорфогенний ка-
люс. âстановлено, що ³з зб³льшенняì кон-
центрац³ї селективного агента частота ут-
ворення ìорфогенного калюсу поступово 
знижувалася. Проте, нав³ть при найвищ³й 
концентрац³ї Пåã – 25 %, калюси не втра-
чали здатност³ до ìорфогенезу. Поряд ³з 

Òàбëèця 1. Прир³ст б³оìаси калюсу пшениц³ на 
середовищах з р³зною концентрац³єю Пåã

Варіанти дослі-
ду

Сира маса, 
мг

Cира маса 
калюсу, % 
відносно 
контролю

Контроль (ПЕГ 
0 %)

340,2±7,4 100

ПЕГ 2,5 % 301,2±6,3 88,5±1,8
ПЕГ 5,0 % 222,3±5,4 65,4±2,2
ПЕГ 10,0 % 151,3±3,9 44,3±1,9
ПЕГ 15,0 % 102,9±3,3 30,3±0,9
ПЕГ 20,0 % 66,7±2,7 19,6±0,6
ПЕГ 25,0 % 58,9±2,8 17,3±0,4

Òàбëèця 2. Прир³ст б³оìаси калюсу пшениц³ на 
середовищах з р³зною концентрац³єю ìан³ту

Варіанти 
досліду

Сира маса, 
мг

Cира маса калю-
су, % відносно 

контролю
Контроль 

(без маніту) 296,3±7,1 100
0,6 М 134,3±4,2 45,3±2,6
0,8 М 89,7±3,7 30,3±2,0
1,0 М 45,4±2,3 15,32±1,8
1,2 М 32,1±1,7 10,84±0,7

Òàбëèця 3. ×астота утворення ìорфогенного 
калюсу на живильних середовищах з р³зниìи 
концентрац³яìи Пåã

Варіанти 
досліду 

Частота утво-
рення калюсу, 

%

Частота утво-
рення морфо-

генного калюсу, 
%

Контроль 
(ПЕГ 0 %) 97,2±0,7 55,4±2,0
ПЕГ 2,5 % 92,1±1,1 30,10±1,9
ПЕГ 5,0 % 74,3±1,8 19,20±1,6
ПЕГ 10,0 % 62,3±2,0 8,40±1,1
ПЕГ 15,0 % 53,8±2,0 5,20±0,9
ПЕГ 20,0 % 44,3±2,0 4,60±0,9
ПЕГ 25,0 % 32,0 ±1,9 3,30±0,7
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циì, подальшоìу зб³льшенню концентра-
ц³ї Пåã у живильноìу середовищ³ переш-
коджає його обìежена розчинн³сть у вод³, 
у зв’язку з чиì повної ел³ì³нац³ї чутливих 
кл³тин досягти не вдалося. 

Íа в³дì³ну в³д селективних середовищ з 
Пåã, на середовищах з ìан³тоì частота ут-
ворення ìорфогенного калюсу знизилися 
б³льше н³ж у 2 рази вже за концентрац³ї 0,6 
ì, проте частина кл³тин залишилася жи-
вою ³ збер³гала здатн³сть до ìорфогенезу. 
Íайнижчою частота утворення ìорфоген-
ного калюсу була на середовищ³ з концен-
трац³єю ìан³ту 1 ì, та складала 2,3 %. 
Пор³вняння з культивованиìи тканинаìи 
³нших рослин св³дчить, що калюс пшениц³ є 
в³дносно ст³йкиì до осìотичної д³ї ìан³ту. 
Под³бну реакц³ю на ìан³т виявлено у куль-
тивованих кл³тин тютюну та кукурудзи [28, 
29].

äля добору уìов проведення кл³тинної 
селекц³ї in vitro використовували св³жий 
калюс л³н³ї 2/9. êалюсн³ ³нокулюìи (близь-
ко 10 ìг) висаджували на живильне се-
редовище, яке ì³стило один ³з селектив-
них чинник³в: Пåã у концентрац³ї 20 % або 
ìан³т у концентрац³ї 0,8 ì. П³сля ì³сяця 
культивування ³нокулюìи, що збер³гали 
здатн³сть до активного росту, знову пере-
саджували на середовище, яке ì³стило се-
лективний чинник у т³й же концентрац³ї. 
öей процес повторювали трич³. П³сля 3 
цикл³в селекц³ї на середовищ³ з Пåã частка 

живих калюс³в складала 15 %, а за селекц³ї 
на середовищ³ з ìан³тоì – 7 %. ö³ дан³ п³д-
тверджують б³льшу жорстк³сть використа-
ної концентрац³ї ìан³ту як селективного 
чинника, пор³вняно з Пåã. 

Із ст³йких клон³в було отриìано 20 рос-
лин п³сля добору калюсу на середовищ³ з 
Пåã та 8 – п³сля селекц³ї на середовищ³ з 
ìан³тоì. Б³льша частина отриìаних рос-
лин ìала норìальну ìорфолог³ю, проте 
зустр³чалися регенеранти з дефорìовани-
ìи листкаìи та високиì р³внеì в³триф³ка-
ц³ї. ×аст³ше аноìальн³ рослини отриìува-
ли п³сля селекц³ї на середовищ³ з Пåã. âони 
ìали нижчу життєздатн³сть – б³льша части-
на загинула при пересадц³ в ґрунт на ранн³х 
етапах онтогенезу. ðегенеранти, отриìан³ 
п³сля селекц³ї на середовищ³ з ìан³тоì, 
навпаки, добре приживалися в ґрунт³. 

îсновниì чинникоì, який забезпечує 
посухост³йк³сть рослин, є їхня водоутриìу-
вальна здатн³сть. Íа кл³тинноìу р³вн³ це 
обуìовлюється толерантн³стю кл³тин до 
присутност³ у живильноìу середовищ³ ос-
ìотично активних речовин. Застосування 
живильних середовищ з Пåã ìає ряд не-
дол³к³в: по-перше, калюсн³ тканини пшениц³ 
досить ст³йк³ до цього осìотика – у присут-
ност³ 20–25 % Пåã прир³ст калюсу знижу-
вався у 5 раз³в, пор³вняно з контролеì; по-
друге, зб³льшенню його концентрац³ї пере-
шкоджає обìежена розчинн³сть у вод³; 
по-третє, повної ел³ì³нац³ї чутливих кл³тин у 
присутност³ Пåã досягти не вдалося. Як на-
сл³док, серед отриìаних рослин присутн³ як 
чутлив³, так ³ толерантн³ до водного деф³ци-
ту, що потребує додаткового добору ст³йких 
рослин у ґрунтових уìовах. Íа п³дстав³ цих 
попередн³х досл³д³в для проведення ìасо-
вої селекц³ї наìи вибрано систеìу добору 
на середовищ³ з ìан³тоì.

Вèñíовкè
П³дсуìовуючи, сл³д зазначити, що у ре-

зультат³ проведеної роботи наìи п³д³брано 
селективну систеìу in vitro для проведен-

Òàбëèця 4. ×астота утворення ìорфогенного 
калюсу на живильних середовищах з р³зниìи 
концентрац³яìи ìан³ту

Варіанти 
досліду

Частота 
утворення 
калюсу, %

Частота утворен-
ня морфогенного 

калюсу, %
Контроль

(без маніту) 97,2±0,7 55,4±2,0
0,6М 52,1±2,0 23,2±1,7
0,8М 16,6±1,5 9,7±1,2
1,0М 7,5±1,1 2,3±0,6
1,2М 5,2±0,9 0,0
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ня подальших роб³т ³з кл³тинної селекц³ї 
ì’якої пшениц³ на коìплексну ст³йк³сть, 
зокреìа до оф³обольозної кореневої гнил³ 
та водного деф³циту. З ìетою добору конк-
ретних уìов проведення кл³тинної селекц³ї 
на коìплексну ст³йк³сть були апробован³ 
дв³ осìотично активн³ речовини: високо-
ìолекулярний непроникаючий у кл³тину 
пол³етиленгл³коль та низькоìолекулярний 
проникаючий ìан³т. ñелективна систеìа з 
ìан³тоì забезпечила повн³шу ел³ì³нац³ю 
чутливих кл³тин та б³льшу життєздатн³сть 
отриìаних регенерант³в.
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âëèЯÍèå îñìîòè×åñêèõ âåЩåñòâ Íà 
êàëëóñÍЫå ëèÍèè ìЯãêîЙ ПШåÍèöЫ, 
óñòîЙ×èâЫå ê êóëüòóðàëüÍîìó 
Фèëüòðàòó GAEUMANNOMYCES GRAMINIS 
VAR. TRITICI

О.В. Дубровная1, А. В. Бавол1, М.О. Зинченко1, 
И.И. Лялько1, Н.М. Круглова2

1èнститут физиологии растений и генети-
ки ÍàÍ óкраины, Óкраина, 03022, Киев, ул. 
Васильковская, 31/17 
e-mail: dubrovny@ukr.net 
2 èнститут биологии óфиìского научного центра 
ðàÍ ðоссия, 450054, óфа, просп. îктября,69 
e-mail: Kruglova@anrb.ru

èзучена реакция на действие осìотических ве-
ществ – полиэтиленгликоля и ìаннита – на 
каллусные линии ìягкой пшеницы, устойчивые к 
ìетаболитаì возбудителя офиобольозной кор-
невой гнили (Gaeumannomyces. graminis var. 
tritici). ñ целью подбора конкретных условий про-
ведения селекции in vitro были апробированы две 
селективные систеìы – с высокоìолекулярныì 
полиэтиленгликолеì и низкоìолекулярныì 
ìаннитоì. Показано, что селективная систеìа 
с ìаннитоì является более эффективной, по-
скольку обеспечила более полную элиìинацию 
чувствительных клеток и более высокую жизне-
способность растений-регенерантов. 

Ключевые слова: Triticum aestivum L., каллус-
ные линии, ìетаболиты Gaeumannomyces 
graminis var. tritici, ìоделированный водный 
дефицит.

EFFECT OF OSMOTIC SUBSTANCES ON THE 
COMMON WHEAT CALLUS LINES RESISTANT 
TO CULTURE FILTRATE OF GAEUMANNOMY-
CES GRAMINIS VAR. TRITICI

O.V. Dubrovna1, A.V. Bavol1, M.A. Zinchenko1, 
I.I. Lyalko1, N. М. Kruglova2

1 Institute of Plant Physiology and Genetics of NAS 
of Ukraine, 
Ukraine, 03022, Kiev, Vasilkovskaya st., 31/17 
e-mail: dubrovny@ukr.net 
2 Institute of Biology, Ufa Scientific Center of the 
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The reaction to the action of osmotic sub-
stances – polyethyleneglycol and mannitol on 
the callus lines of common wheat resistant to 
the metabolites of the fungus causing take-all 
disease of wheat (Gaeumannomyces graminis 
var. tritici) was studied. With a purpose to 
selecting the specific conditions of in vitro 
selection were tested two selective systems – 
with high-molecular polyethyleneglycol and 
low-molecular mannitol. It was shown that 
selective system with mannitol was more 
effective because it provided a more complete 
elimination of sensitive cells and a higher viability 
of regenerated plants. 

Key words: Triticum aestivum L., callus lines, 
metabolites of Gaeumannomyces graminis var. 
tritici, simulated water deficit.


