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Îïòèì³çîâàíî ìåòîäèêó ðåãåíåðàö³¿ îçèìîãî ð³ïàêó
êîìåðö³éíî¿ ë³í³¿ Bn1. Â ÿêîñò³ åêñïëàíò³â âèêîðèñ-
òîâóâàëè ôðàãìåíòè ã³ïîêîòèë³â 6-äåííèõ ïðîðîñòê³â. 
Ðåãåíåðàö³ÿ â³äáóâàëàñü øëÿõîì îðãàíîãåíåçó íà æè-
âèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑ, äîïîâíåíîìó 3 ìã/ë 6-áåí-
çèëàì³íîïóðèíó òà 2 ìã/ë 2-³çîïåíòèëàäåí³íó. Âñ³ îò-
ðèìàí³ ðîñëèíè-ðåãåíåðàíòè óñï³øíî âêîð³íåí³ íà áåç-
ãîðìîíàëüíîìó æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ òà àäàïòîâàí³ 
äî ´ðóíòîâèõ óìîâ. Ï³ä³áðàíî óìîâè ÿðîâèçàö³¿, ÿê³ 
çàáåçïå÷èëè 83,93 ± 5,33 % áóòîí³çàö³¿ òà öâ³ò³ííÿ. 
ÏËÐ àíàë³ç ç âèêîðèñòàííÿì ISSR 2 òà ISSR 15 
ìàðêåð³â ïîêàçàâ, ùî ó îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1 íå 
âèíèêàº ñîìàêëîíàëüíà ì³íëèâ³ñòü çà âèêîðèñòàííÿ 
çàïðîïîíîâàíî¿ ìåòîäèêè. Òàêèì ÷èíîì, ðîçðîáëåíà 
ìåòîäèêà º åôåêòèâíîþ òà åêîíîì³÷íî âèã³äíîþ äëÿ 
îòðèìàííÿ á³îòåõíîëîã³÷íèõ ðîñëèí îçèìîãî ð³ïàêó. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: îçèìèé ð³ïàê, ðåãåíåðàö³ÿ, îðãàíîãåíåç, 
ðåãóëÿòîðè ðîñòó, ÿðîâèçàö³ÿ, ñîìàêëîíàëüíà ì³íëè-
â³ñòü.

Âñòóï. Íà ñüîãîäí³øí³é äåíü ð³ïàê ïîñ³äàº îäíå
ç ïðîâ³äíèõ ì³ñöü ñåðåä îë³éíèõ êóëüòóð, à çà 
îáñÿãàìè âèðîáíèöòâà â Óêðà¿í³ ïîñòóïàºòüñÿ 
ëèøå ñîíÿøíèêó òà ñîºâèì áîáàì. ² öå íå äèâ-
íî, àäæå çàâäÿêè óí³êàëüíèì âëàñòèâîñòÿì, ð³-
ïàêîâà îë³ÿ âèêîðèñòîâóºòüñÿ â õàð÷îâ³é, ëàêî-
ôàðáîâ³é, ìèëîâàðí³é, ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüê³é 
òà ³íøèõ ãàëóçÿõ ïðîìèñëîâîñò³. Êð³ì òîãî, 
ïîøèðåíèì ñòàëî âèêîðèñòàííÿ ð³ïàêîâî¿ îë³¿ 
äëÿ âèðîáíèöòâà á³îäèçåëþ. Îçèìèé ð³ïàê º 
âàæëèâîþ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêîþ êóëüòóðîþ: 
â³í ìàº âèñîêèé ð³âåíü ðåíòàáåëüíîñò³, éîãî 
âèðîùóâàííÿ º åêîíîì³÷íî âèã³äíèì, ç êîæ-
íèì ðîêîì îáñÿãè éîãî âèðîáíèöòâà òà ïåðå-
ðîáêè çá³ëüøóþòüñÿ. 

²ç çðîñòàííÿì ïîïèòó íà íàñ³ííÿ ð³ïàêó, à 
òàêîæ ïðîäóêòè éîãî ïåðåðîáêè, ïðîïîðö³éíî 
ðîñòå íåîáõ³äí³ñòü îòðèìàííÿ íîâèõ ñîðò³â 

ðîñëèí öüîãî âèäó, – âèñîêîïðîäóêòèâíèõ, 
ñò³éêèõ äî á³îòè÷íèõ òà àá³îòè÷íèõ óìîâ ñå-
ðåäîâèùà, ³ç ÿê³ñíî íîâèìè ³ êîðèñíèìè îç-
íàêàìè.

Äîáðå â³äîìî, ùî òðàäèö³éí³ ìåòîäè ñåëåê-
ö³¿ º òðóäîì³ñòêèìè, ÷àñî- òà ðåñóðñîçàòðàò-
íèìè. Ãåíåòè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ òà ìóòàãåíåç 
ð³ïàêó áàçóºòüñÿ íà çàñòîñóâàíí³ êóëüòóðè òêà-
íèí in vitro òà ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷íèõ ï³äõî-
äàõ. Òàê, äîñèòü ïîøèðåíîþ º Agrobacterium-
îïîñåðåäêîâàíà ãåíåòè÷íà òðàíñôîðìàö³ÿ, îñ-
íîâàíà íà ïðèðîäí³é çäàòíîñò³ àãðîáàêòåð³é 
ïåðåäàâàòè ðîñëèíí³é êë³òèí³ ãåíåòè÷íó ³í-
ôîðìàö³þ. Òàêèì ÷èíîì âæå áóëî çä³éñíåíî 
óñï³øíó òðàíñôîðìàö³þ ìîäåëüíèõ [1–3] òà äå-
ÿêèõ êîìåðö³éíèõ [4–7] ñîðò³â ð³ïàêó. Â³äîìî,
ùî åôåêòèâí³ñòü ãåíåòè÷íî¿ òðàíñôîðìàö³¿ çà-
ëåæèòü â ïåðøó ÷åðãó â³ä ãåíîòèïó âèõ³äíî¿ ðîñ-
ëèíè, ¿¿ ô³ç³îëîã³÷íîãî ñòàíó òà ðåãåíðàö³éíîãî 
ïîòåíö³àëó. Òîìó, ï³äá³ð îïòèìàëüíèõ óìîâ ðå-
ãåíåðàö³¿ in vitro º êðèòè÷íî âàæëèâèì åòàïîì
â îòðèìàíí³ òðàíñãåííèõ ðîñëèí ð³ïàêó.

Ïîøèðåíèì ñïîñîáîì ðåãåíåðàö³¿ ðîñëèí
ÿê â ïðèðîä³, òàê ³ in vitro º îðãàíîãåíåç de 
novo, ïðè ÿêîìó ðîñëèíí³ åêñïëàíòè ñïî÷àòêó 
óòâîðþþòü àäâåíòèâí³ áðóíüêè, à çãîäîì ðîç-
âèâàþòü ïàãîíè òà êîð³ííÿ [8].

Çàçâè÷àé, â ÿêîñò³ åêñïëàíò³â äëÿ ðåãåíå-
ðàö³¿ òà òðàíñôîðìàö³¿ ð³ïàêó âèêîðèñòîâóþòü 
ñ³ì’ÿäîë³ [4, 7, 9], ã³ïîêîòèë³ [3, 10, 11] àáî 
ôðàãìåíòè ëèñòÿ [2, 12]. Îäíàê, ïðè ââåäåíí³ 
â êóëüòóðó in vitro ðîñëèí áóäü-ÿêîãî ãåíîòèïó 
ïîòð³áíî âðàõîâóâàòè éîãî ³íäèâ³äóàëüí³ îñîá-
ëèâîñò³ òà ï³äáèðàòè îïòèìàëüí³ åêñïëàíòè äëÿ
ðåãåíåðàö³¿, ñêëàä ñåðåäîâèùà òà óìîâè êóëü-
òèâóâàííÿ. Äëÿ ³íäóêö³¿ êàëþñîãåíåçó òà îðãà-
íîãåíåçó âèêîðèñòîâóþòü òàê³ ðåãóëÿòîðè ðîñ-
òó, ÿê 2,4-äèõëîðôåíîêñ³îöòîâà êèñëîòà (2,4-
D), ê³íåòèí (Kin), áåíçèëàäåí³í (BA), 6-áåí-
çèëàì³íîïóðèí (BAP), �-íàôòèëîöòîâà êèñëîòà 
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(NAA) [13]. Á³ëüø³ñòü ïðîòîêîë³â ðåãåíåðàö³¿
in vitro áóëè ðîçðîáëåí³ äëÿ ÿðèõ ñîðò³â ð³ïàêó, 
îñê³ëüêè îçèì³ ë³í³¿ âèÿâëÿþòü íèçüêèé ðåãå-
íåðàö³éíèé ïîòåíö³àë òà íåçäàòí³ñòü (àíãë. –
recalcitrance) äî òðàíñôîðìàö³¿. Êð³ì òîãî, 
ïðîöåñ îòðèìàííÿ ôåðòèëüíèõ ðîñëèí òà íà-
ñ³ííÿ ó ðîñëèí îçèìîãî ð³ïàêó óñêëàäíåíèé 
íåîáõ³äí³ñòþ ïðîâåäåííÿ ÿðîâèçàö³¿.

Ïðè êóëüòèâóâàíí³ ðîñëèí in vitro äîñèòü
÷àñòî ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ñîìàêëîíàëüíà ì³íëè-
â³ñòü, ÿêà íåïðèéíÿòíà ïðè ðîáîò³ ç êîìåðö³é-
íèìè ë³í³ÿìè ðîñëèí. Ñîìàêëîíàëüí³ âàð³àíòè 
ìîæóòü áóòè âèÿâëåí³ çà äîïîìîãîþ ð³çíèõ 
ô³ç³îëîã³÷íèõ, ìîðôîëîã³÷íèõ, á³îõ³ì³÷íèõ òà 
ìîëåêóëÿðíèõ ìåòîä³â [14]. Ñåðåä ìîëåêóëÿð-
íèõ ìàðêåð³â íàéçðó÷í³øèìè äëÿ âèÿâëåííÿ 
ãåíåòè÷íî¿ ì³íëèâîñò³ º ì³êðîñàòåë³òí³ òàíäåì-
í³ ïîâòîðè. Öÿ ìåòîäèêà âèêîðèñòîâóº ïðàé-
ìåðè, ñïåöèô³÷í³ äî ì³êðîñàòåë³ò³â â ðåàêö³¿ 
ÏËÐ äëÿ àìïë³ô³êàö³¿ ISSR (inter simple sequ-
ence repeats) ïîñë³äîâíîñòåé ð³çíîãî ðîçì³ðó [15].

Íà ñüîãîäí³øí³é äåíü àêòóàëüíèì çàëèøà-
ºòüñÿ ïîøóê åôåêòèâíî¿ òà åêîíîì³÷íî âèã³äíî¿ 
ñèñòåìè ðåãåíåðàö³¿ ñàìå îçèìîãî ð³ïàêó óêðà-
¿íñüêî¿ ñåëåêö³¿. Ìåòîþ ðîáîòè áóëî ï³ä³áðàòè 
óìîâè ðåãåíåðàö³¿, âêîð³íåííÿ òà àäàïòàö³¿ îçè-
ìîãî ð³ïàêó Brassica napus L. ë³í³¿ Bn1 ç ïîäàëü-
øèì îòðèìàííÿì íàñ³ííÿ ïåðøîãî ïîêîë³ííÿ.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Â ðîáîò³ âèêîðèñòîâó-
âàëè íàñ³ííÿ ë³í³¿ Bn1 îçèìîãî ð³ïàêó, ÿêå
áóëî ëþá’ÿçíî íàäàíå ÒÎÂ «Âñåóêðà¿íñüêèé 
íàóêîâèé ³íñòèòóò ñåëåêö³¿». Ë³í³ÿ Bn1 õàðàê-
òåðèçóºòüñÿ âèñîêèì âì³ñòîì îë³¿, ðàííüîñòèã-
ë³ñòþ òà âèñîêîþ âðîæàéí³ñòþ.

Íàñ³ííÿ ââîäèëè â êóëüòóðó in vitro ìåòîäîì 
ïîâåðõíåâî¿ ñòåðèë³çàö³¿ çà íàñòóïíîþ ìåòîäè-
êîþ: îáðîáêà 70%-âèì åòàíîëîì – 5 õâ., 1,5%-
âèì ðîç÷èíîì ã³ïîõëîðèòó íàòð³þ – 20 õâ ³ç
íàñòóïíèì òðèðàçîâèì â³äìèâàííÿì ó ñòåðèëü-
í³é äèñòèëüîâàí³é âîä³ ïðîòÿãîì 5 õâ. Ï³ñëÿ
ñòåðèë³çàö³¿ íàñ³ííÿ âèñàäæóâàëè íà áåçãîðìî-
íàëüíå æèâèëüíå ñåðåäîâèùå ÌÑ [16], äîïîâ-
íåíå 400 ìã/ë àíòèá³îòèêó öåôòð³àêñîíó (Ct) 
òà âèòðèìóâàëè ïðîòÿãîì 24 ãîä ó òåìðÿâ³ ïðè
òåìïåðàòóð³ 24 °Ñ. Äàë³ ÷àøêè ç íàñ³ííÿì êóëü-
òèâóâàëè ùå 5 ä³á â óìîâàõ êóëüòóðàëüíî¿ ê³ì-
íàòè ïðè 16-ãîä ôîòîïåð³îä³ òà òåìïåðàòóð³ 24 °Ñ.

Äëÿ ³íäóêö³¿ êàëþñîãåíåçó òà ðåãåíåðàö³¿ ïà-
ãîí³â âèêîðèñòîâóâàëè ìîäèô³êîâàíó ìåòîäè-
êó [6]. Åêñïëàíòàìè ñëóãóâàëè ñåãìåíòè ã³ïî-

êîòèë³â (0,5–1 ñì) 6-äåííèõ ïðîðîñòê³â ð³ïà-
êó. Êàëþñí³ òêàíèíè ð³ïàêó îòðèìóâàëè íà 
æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑ, äîïîâíåíîìó
1 ìã/ë 2,4-D (ÌÑÊ).

²íäóêö³þ îðãàíîãåíåçó ïðîâîäèëè íà æè-
âèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑ, äîïîâíåíîìó 4 ìã/ë
BAP, 5 ìã/ë AgNO3 òà 2 ìã/ë îäíîãî ç íàñòóï-
íèõ ðåãóëÿòîð³â ðîñòó: çåàòèí (Zea) – ñåðå-
äîâèùå ÌÑÎ1, ê³íåòèí (Kin) – ÌÑÎ2, àáî 
2-³çîïåíòèëàäåí³í (2-³Ð) – ÌÑÎ3. 2-³Ð – öå 
ïðèðîäíèé öèòîê³í³í, ùî ðåãóëþº ïîä³ë, ðîç-
âèòîê ³ ìåòàáîë³çì â ðîñëèíàõ; â³í ñëóãóº ïî-
ïåðåäíèêîì ñèíòåçó çåàòèíó ³ â 5 ðàç³â äåøåâ-
øèé çà íüîãî. ×åðåç 2–3 òèæí³ êóëüòèâóâàí-
íÿ, ï³ñëÿ òîãî, ÿê áóëè ñôîðìîâàí³ àäâåíòèâí³ 
áðóíüêè, åêñïëàíòè ïåðåíîñèëè íà ñåðåäîâèùå 
ÌÑ äëÿ ðåãåíåðàö³¿, ÿêå ì³ñòèëî 3 ìã/ë BAP 
òà 2 ìã/ë Zea (ÌÑÐ1), Kin (ÌÑÐ2) àáî 2-³Ð 
(ÌÑÐ3). Ï³ñëÿ ôîðìóâàííÿ þâåí³ëüíèõ ðåãå-
íåðàíò³â, ðîçì³ðîì 15 × 20 ìì, ïðîâîäèëè 
åëîíãàö³þ íà ñåðåäîâèù³ ÌÑ ç ïîëîâèííèì 
âì³ñòîì ìàêðî- òà ì³êðîñîëåé, äîïîâíåíîìó 
0,1 ìã/ë BAP (ÌÑÅ). Âêîð³íåííÿ ðîñëèí ïðî-
âîäèëè íà áåçãîðìîíàëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑ 
ç ïîëîâèííèì âì³ñòîì ìàêðî- òà ì³êðîñîëåé 
(ÌÑÂ). Âñ³ æèâèëüí³ ñåðåäîâèùà, âèêîðèñ-
òàí³ â äîñë³äæåíí³, áóëè äîïîâíåí³ 400 ìã/ë 
àíòèá³îòèêó öåôòð³àêñîíó (Ct). Äîñë³äæåííÿ 
ïðîâîäèëè ó òðüîõ ïîâòîðíîñòÿõ.

Ðîñëèíè-ðåãåíåðàíòè âèñàäæóâàëè â òîð-
ô’ÿíó ñóì³ø òà âèðîùóâàëè â óìîâàõ òåïëèö³ 
(16-ãîä ôîòîïåð³îä, 24 °Ñ) ïðîòÿãîì 6–8 òèæ-
í³â. Äëÿ ÿðîâèçàö³¿ ðîñëèíè ïîì³ùàëè â êë³-
ìàò-êàìåðó ç òåìïåðàòóðîþ 4 °Ñ òà 8-ãîäèí-
íèì ôîòîïåð³îäîì íà 8 òèæí³â. Ï³ñëÿ çàê³í-
÷åííÿ ÿðîâèçàö³¿ ðîñëèíè âèðîùóâàëè â óìî-
âàõ òåïëèö³ (24 °Ñ, 16-ãîä ôîòîïåð³îä); óòâî-
ðåííÿ áóòîí³â ñïîñòåð³ãàëè ÷åðåç 4–5 òèæí³â. 
Äëÿ îòðèìàííÿ íàñ³ííÿ âñ³ áóòîíè íàêðèâàëè 
ïîë³åòèëåíîâèìè ³çîëÿòîðàìè òà çä³éñíþâàëè 
ïðèìóñîâå çàïèëåííÿ; ï³ñëÿ âèñèõàííÿ ñòðó÷-
êè çð³çàëè òà ïðîâîäèëè ìîðôîëîã³÷íèé ³ ê³ëü-
ê³ñíèé àíàë³ç îòðèìàíîãî íàñ³ííÿ.

Äëÿ âèçíà÷åííÿ ñîìàêëîíàëüíî¿ âàð³àáåëü-
íîñò³ â êóëüòóð³ in vitro îçèìîãî ð³ïàêó, âèä³ëÿëè 
ãåíîìíó ÄÍÊ ïåðåíåñåíèõ ó ´ðóíò ðîñëèí çà 
äîïîìîãîþ CTAB ìåòîäó [17] òà ïðîâîäèëè 
ïîë³ìåðàçíó ëàíöþãîâó ðåàêö³þ ç ïðàéìåðàìè 
òèïó ISSR, ÿê³ äîçâîëÿþòü îòðèìóâàòè äåê³ëüêà 
ð³çíèõ ôðàãìåíò³â ³ç îäíîãî çðàçêà [18]. Ó äà-



75ISSN 0564–3783. Öèòîëîã³ÿ ³ ãåíåòèêà. 2020. Ò. 54. ¹ 4

Ðîçðîáêà åôåêòèâíî¿ ñèñòåìè ðåãåíåðàö³¿ in vitro îçèìîãî ð³ïàêó

í³é ðîáîò³ âèêîðèñòîâóâàëè ïðàéìåðè ISSR 2 
òà ISSR 15, ÿê³ çàñòîñîâóâàëèñü ó äîñë³äæåííÿõ 
ïîë³ìîðô³çìó ðîñëèí ðîäó Brassica [19]. Ïîë³-
ìåðàçíó ëàíöþãîâó ðåàêö³þ ïðîâîäèëè çà äî-
ïîìîãîþ àìïë³ô³êàòîðà Thermal Cycler 2720 
(«Applied Biosystems», ÑØÀ). Ðåàêö³éíà ñóì³ø 
(îá’ºìîì 20 ìêë) ì³ñòèëà 2 ìêë 10-êðàòíîãî 
ÏËÐ-áóôåðó (10×PCR Buffer, «Thermo Fisher
Scientific»), 1,5 ìêë 25 ìM MgCl2, 0,5 ìêë 
10 ìM ñóì³ø³ dNTPs, 0,2 ìêë 100 ïM ïðàéìå-
ðà ISSR 2 àáî ISSR 15, 4 îäèíèö³ Taq-ïîë³-
ìåðàçè («Thermo Fisher Scientific»), 100 íã çðàç-
êà ÄÍÊ òà äîâîäèëè îá’ºì ñóì³ø³ äå³îí³çîâà-
íîþ âîäîþ milli-Q. Àìïë³ô³êàö³þ ïðîâîäèëè 
çà íàñòóïíèõ óìîâ: ïî÷àòêîâà äåíàòóðàö³ÿ
(94 °Ñ) – 7 õâ, 40 öèêë³â àìïë³ô³êàö³¿ (äåíàòó-
ðàö³ÿ ïðè 94 °Ñ – 45 ñ, â³äïàë ïðàéìåð³â ïðè
44 °Ñ äëÿ ISSR 2 àáî 40 °Ñ äëÿ ISSR 15 – 45 ñ, 
åëîíãàö³ÿ ïðè 72 °Ñ – 2 õâ), ê³íöåâà åëîíãàö³ÿ 
ïðè 72 °Ñ – 10 õâ. Ïðîäóêòè àìïë³ô³êàö³¿ ðîç-
ä³ëÿëè ìåòîäîì åëåêòðîôîðåçó â 1,5%-âîìó 
àãàðîçíîìó ãåë³. Äî ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ äî-
äàâàëè 2 ìêë 6-êðàòíîãî áóôåðó äëÿ íàíåñåí-
íÿ (DNA Loading Buffer, «Thermo Fisher Sci-
entific»). Åëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè çà ïîñò³é-
íî¿ íàïðóãè 110 Â ïðîòÿãîì 20 õâ ó 1 × ÒÂÅ. 
Â³çóàë³çàö³þ ðîçä³ëåíèõ ôðàãìåíò³â çä³éñíþ-
âàëè çà äîïîìîãîþ ÓÔ-ôîòî³ëþì³íàòîðà. Ãå-
ëåâ³ ïëàñòèíè ôîòîãðàôóâàëè öèôðîâîþ ôîòî-
êàìåðîþ. Äîâæèíó ôðàãìåíò³â âèçíà÷àëè, âè-
êîðèñòîâóþ÷è ÄÍÊ-ìàðêåð (GeneRuler 100 bp 
Plus DNA Ladder, «Thermo Fisher Scientific»).

×àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ îá÷èñëþâàëè, ÿê ñï³â-
â³äíîøåííÿ ÷èñëà åêñïëàíò³â, ÿê³ óòâîðèëè îð-
ãàíè, äî çàãàëüíî¿ ê³ëüêîñò³ åêñïëàíò³â, âèêî-
ðèñòàíèõ â äîñë³ä³. Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó ðå-
çóëüòàò³â âèêîíóâàëè çà äîïîìîãîþ Microsoft 
Office Excel.

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ. 
Äàíå äîñë³äæåííÿ ïðîâîäèëè ç ìåòîþ ðîçðîá-
êè åêîíîì³÷íî âèã³äíî¿ òà åôåêòèâíî¿ ìåòî-
äèêè ðåãåíåðàö³¿ îçèìîãî ð³ïàêó, ÿêà äîçâîëèòü 
îòðèìàòè ïîâíîö³ííå íàñ³ííÿ, ³äåíòè÷íå áàòü-
ê³âñüêèì ôîðìàì.

×åðåç äâà òèæí³ ï³ñëÿ ³íäóêö³¿ êàëþñîãåíåçó 
íà æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑÊ, åêñïëàíòè 
îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1 ïîì³ùàëè íà ñåðåäî-
âèùå ÌÑÎ1, ÌÑÎ2 àáî ÌÑÎ3 äëÿ ôîðìó-
âàííÿ àäâåíòèâíèõ áðóíüîê. Âèÿâëåíî, ùî 
åêñïëàíòè óòâîðþâàëè ìîðôîãåíí³ îñåðåäêè ç

îäíàêîâîþ ÷àñòîòîþ íà óñ³õ æèâèëüíèõ ñåðå-
äîâèùàõ (ÌÑÎ1-3). Ïðè êóëüòèâóâàíí³ åêñ-
ïëàíò³â îçèìîãî ð³ïàêó íà ðåãåíåðàö³éíèõ æè-
âèëüíèõ ñåðåäîâèùàõ (ÌÑÐ1, ÌÑÐ2, ÌÑÐ3), 
ñïîñòåð³ãàëè â³äì³ííîñò³ â ÷àñòîò³ óòâîðåííÿ 
îðãàí³â. 

Ðèñ. 1. ×àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ îçèìîãî ð³ïàêó íà ðå-
ãåíåðàö³éíîìó æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑÐ, äî-
ïîâíåíîìó 3 ìã/ë BAP, 400 ìã/ë Ct òà: 1 – 2 ìã/ë 
2-³çîïåíòèëàäåí³íó (ÌÑÐ3); 2 – 2 ìã/ë ê³íåòèíó 
(ÌÑÐ2); 3 – 2 ìã/ë çåàòèíó (ÌÑÐ1) 

Ðèñ. 2. Åêñïëàíòè îçè-
ìîãî ð³ïàêó íà 2-é òèæ-
äåíü êóëüòèâóâàííÿ íà ðå-
ãåíåðàö³éíîìó æèâèëü-
íîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑÐ,
äîïîâíåíîìó 3 ìã/ë BAP,

400 ìã/ë Ct òà: à – 2 ìã/ë çåàòèíó (ÌÑÐ1); á –
2 ìã/ë ê³íåòèíó (ÌÑÐ2); â – 2 ìã/ë 2-³çîïåíòèëàäå-
í³íó (ÌÑÐ3) 
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Äàíó ìåòîäèêó â³äïðàöüîâóâàëè, îð³ºíòóþ-
÷èñü íà äîñë³äæåííÿ Rahnama òà Sheykhhasan 
[6], äå â ÿêîñò³ öèòîê³í³í³â âèêîðèñòàëè BAP 
òà Zea, à ÷àñòîòà òðàíñôîðìàö³¿ ñòàíîâèëà
20,2 %. Íà â³äì³íó â³ä Rahnama òà Sheykhha-
san, êð³ì Zea ìè âèêîðèñòàëè Kin òà 2-³Ð, â 

ðåçóëüòàò³ ÷îãî áóëî âñòàíîâëåíî, ùî ÷àñòî-
òà ðåãåíåðàö³¿ îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1 áóëà 
íàéâèùîþ íà ñåðåäîâèù³, äîïîâíåíîìó 2 ìã/ë 
2-³Ð (ðèñ. 1, 2), ³ ñòàíîâèëà 48,45 ± 2,80 %, â
ïîð³âíÿíí³ ç 36,60 ± 4,52 % òàêî¿ íà ñåðåäî-
âèù³, äîïîâíåíîìó 2 ìã/ë Zea. Íàéíèæ÷îþ ÷àñ-
òîòà ðåãåíåðàö³¿ áóëà íà æèâèëüíîìó ñåðåäî-
âèù³, äîïîâíåíîìó 2 ìã/ë Kin (21,61 ± 7,37 %).

Â äîñë³äæåííÿõ Mashayekhi et al. ÷àñòîòà ðå-
ãåíåðàö³¿ êîìåðö³éíî¿ ë³í³¿ ð³ïàêó Licord ñòà-
íîâèëà 15,26 % ïðè êóëüòèâóâàíí³ ã³ïîêîòèë³â 
íà æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³, äîïîâíåíîìó 4 ìã/ë
BAP òà 2 ìã/ë Zea [5]. 

Ïðè òðèâàëîìó êóëüòèâóâàíí³ íà ñåðåäîâè-
ùàõ ÌÑÐ2 òà ÌÑÐ3 ³íîä³ ñïîñòåð³ãàëè â³òðè-
ô³êàö³þ ðåãåíåðîâàíèõ îðãàí³â, ùî º ÷àñòîþ 
ïðîáëåìîþ ïðè ðîáîò³ ç êóëüòóðîþ òêàíèí in 
vitro [20]. Â³òðèô³êàö³¿ âäàëîñü ïîçáóòèñÿ ïðè 
ïåðåñàäæóâàíí³ íà ñåðåäîâèùå äëÿ åëîíãàö³¿ 
ïàãîí³â ÌÑÅ. Ç îãëÿäó íà öå, äëÿ ³íäóêö³¿ îð-
ãàíîãåíåçó òà ðåãåíåðàö³¿ îçèìîãî ð³ïàêó á³ëüø
åôåêòèâíèì òà åêîíîì³÷íî âèã³äíèì º âèêî-
ðèñòàííÿ ñåðåäîâèù ÌÑÎ3 òà ÌÑÐ3.

Çà ìåòîäèêîþ [6] ñôîðìîâàí³ ðåãåíåðàíòè 
îäðàçó ïåðåñàäæóâàëè íà æèâèëüíå ñåðåäîâè-
ùå äëÿ âêîð³íåííÿ, ÿêå ì³ñòèëî ïîëîâèííèé 
ñêëàä ìàêðî- òà ì³êðîåëåìåíò³â ÌÑ òà 5 ìã/ë 
³íäîë-3-ìàñëÿíî¿ êèñëîòè (IBA). Îäíàê, íàìè 
áóëî ïîêàçàíî, ùî òàêà ê³ëüê³ñòü àóêñèíó º
êðèòè÷íîþ ³ ïðèçâîäèòü äî íåêðîçó òêàíèí
îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1. Êð³ì òîãî, äëÿ ôîð-
ìóâàííÿ ïîâíîö³ííèõ ïàãîí³â ìè äîäàëè åòàï
åëîíãàö³¿ íà æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³, äîïîâíå-
íîìó 0,1 ìã/ë BAP (ÌÑÅ). Öå äîçâîëèëî îò-
ðèìàòè ïîâíîö³íí³ ðîñëèíè-ðåãåíåðàíòè îçè-
ìîãî ð³ïàêó òà ¿õ êëîíè.

Äëÿ âêîð³íåííÿ ðîñëèíè ïåðåñàäæóâàëè íà 
æèâèëüíå ñåðåäîâèùå ÌÑ ç ïîëîâèííèì âì³ñ-
òîì ñîëåé, äîïîâíåíå 0,1 ìã/ë IBA àáî 0,1 ìã/ë
NAA. Àëå åêçîãåíí³ ðåãóëÿòîðè ðîñòó ïðèãí³-
÷óâàëè ðîçâèòîê ñôîðìîâàíèõ ðåãåíåðàíò³â,
òîìó ðîñëèíè áóëè ïåðåñàäæåí³ íà áåçãîðìî-
íàëüíå æèâèëüíå ñåðåäîâèùå (ÌÑÂ). Òàêèì ÷è-
íîì, âñ³ ðîñëèíè ï³ääàâàëè ñïîíòàííîìó ðèçî-
ãåíåçó òà â³äì³÷àëè 100%-êîâå âêîð³íåííÿ.

Ï³ñëÿ ôîðìóâàííÿ êîðåíåâî¿ ñèñòåìè íà æè-
âèëüíîìó ñåðåäîâèù³ ÌÑÂ (ðèñ. 3, à) ðîñëèíè-
ðåãåíåðàíòè îçèìîãî ð³ïàêó ïåðåñàäæóâàëè â 
òîðô’ÿíèé ñóáñòðàò, ñòâîðþâàëè ïàðíèêîâèé 
åôåêò ³ âèðîùóâàëè â óìîâàõ òåïëèö³ ïðè òåì-

Ðèñ. 3. Ñõåìà îòðèìàííÿ íàñ³ííÿ îçèìîãî ð³ïàêó 
ë³í³¿ Bn1: à – ðîñëèíà-ðåãåíåðàíò íà æèâèëüíîìó 
ñåðåäîâèù³ ÌÑÂ; á – àäàïòàö³ÿ äî ´ðóíòîâèõ óìîâ; 
â – ê³íåöü àäàïòàö³éíîãî ïåð³îäó; ã – ÿðîâèçàö³ÿ 
â êë³ìàò-êàìåð³; ä – áóòîí³çàö³ÿ ÿðîâèçîâàíî¿ ðîñ-
ëèíè; å – ³çîëÿö³ÿ òà ñàìîçàïèëåííÿ; æ – íàñ³ííÿ 
ïîêîë³ííÿ F0
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ïåðàòóð³ 24 °Ñ òà 16-ãîä ôîòîïåð³îä³ 4 òèæí³
äëÿ ¿õ àäàïòàö³¿ (ðèñ. 3, á). Äàë³ ðîñëèíè 
ÿðîâèçóâàëè çà [21–23]: ðîñëèíè îçèìîãî ð³-
ïàêó ë³í³¿ Bn1 (ðèñ. 3, â) ïîì³ùàëè äî ÿðîâèçà-
ö³éíî¿ êàìåðè òà âèðîùóâàëè çà êîðîòêîãî 
ñâ³òëîâîãî äíÿ (8 ãîä) ïðè òåìïåðàòóð³ 4 °Ñ 
âïðîäîâæ 8 òèæí³â (ðèñ. 3, ã). Óñï³øíó ÿðîâè-
çàö³þ â³äì³÷àëè çà çá³ëüøåííÿì ì³æâóçëîâî¿ 
â³äñòàí³ ó ïàãîí³â ð³ïàêó. Çà òàêèõ óìîâ âäàëî-
ñÿ äîñÿãòè 83,93 ± 5,33 % áóòîí³çàö³¿ òà öâ³ò³í-
íÿ ðîñëèí (ðèñ. 3, ä, å). Ç ÿðîâèçîâàíèõ ðîñëèí 
áóëî îòðèìàíå íàñ³ííÿ (ðèñ. 3, æ).

Íåçâàæàþ÷è íà òå, ùî ñîìàêëîíàëüíà âà-
ð³àáåëüí³ñòü ìîæå áóòè äæåðåëîì áàæàíèõ îç-
íàê (ÿê³ ïîò³ì íàìàãàþòüñÿ çàêð³ïèòè â ãå-
íîì³ ðîñëèíè), äëÿ òðàíñôîðìàö³¿ àáî ïîäàëü-
øîãî êóëüòèâóâàííÿ â óìîâàõ in vitro ÷àñò³øå 
îáèðàþòü ðåãåíåðàíòè, ó ÿêèõ òàêîãî ÿâèùà
íå ñïîñòåð³ãàºòüñÿ. Â íàø³é ðîáîò³ òàê³ çì³íè º
íåäîïóñòèìèìè, îñê³ëüêè âèêîðèñòîâóâàëèñü êî-
ìåðö³éí³ ë³í³¿ ³ç âàæëèâèìè ñ³ëüñüêîãîñïîäàð-
ñüêèìè îçíàêàìè, òîìó áóäü-ÿêà ñîìàêëîíàëü-
íà âàð³àáåëüí³ñòü çíèæóº ö³íí³ñòü áàòüê³âñü-
êîãî ãåíîòèïó.

Ðåçóëüòàòè ÏËÐ ç âèêîðèñòàííÿì ISSR 2 òà 
ISSR 15 ìàðêåð³â ïîêàçàëè, ùî êóëüòèâóâàííÿ 
ðîñëèí-ðåãåíåðàíò³â ïðîòÿãîì äâîõ ì³ñÿö³â íà 
îáðàíîìó íàìè ðåãåíåðàö³éíîìó æèâèëüíîìó 
ñåðåäîâèù³ ÌÑÐ3 ç ïîäàëüøèì ïàñàæóâàííÿì 
íà ÌÑÅ òà ÌÑÂ íå ïðèçâîäèòü äî óòâîðåííÿ 
ñîìàêëîí³â ó îçèìîãî ð³ïàêó (ðèñ. 4, 5), îñ-
ê³ëüêè äîâæèíè îòðèìàíèõ ôðàãìåíò³â íå â³ä-
ð³çíÿþòüñÿ ó êîíòðîëþ (ðèñ. 4 òà ðèñ. 5, äî-
ð³æêà Ê2) òà ðåãåíåðàíò³â (ðèñ. 4 òà ðèñ. 5, äî-
ð³æêè 1–9).

Äëÿ ðåãåíåðàö³¿ ð³ïàêó øëÿõîì îðãàíîãåíåçó 
³íîä³ âèêîðèñòîâóþòü ñ³ì’ÿäîë³ [4, 7, 9] ³ ôðàã-
ìåíòè ëèñòÿ [2, 12]. Ïîêàçàíî, ùî âèêîðèñ-
òàííÿ ëèñòîâèõ åêñïëàíò³â äëÿ ðåãåíåðàö³¿ ³ 
òðàíñôîðìàö³¿ ÿðîãî ð³ïàêó ìàº ðÿä ïåðåâàã ³ 
çàáåçïå÷óº åôåêòèâí³ñòü òðàíñôîðìàö³¿ äî 70–
85 % [12, 24]. Ïðîòå, â íàøèõ åêñïåðèìåíòàõ 
÷àñòîòà ðåãåíåðàö³¿ ç òàêèõ åêñïëàíò³â áóëà äó-
æå íèçüêîþ (äî 10 %), à ïðîöåñ êóëüòèâóâàí-
íÿ òðèâàë³øèé ³ ñêëàäí³øèé çà ïðîïîíîâàíèé 
ó äàí³é ñòàòò³. Íàòîì³ñòü, ïðè âèêîðèñòàíí³ 
ã³ïîêîòèë³â â ÿêîñò³ åêñïëàíò³â äëÿ ðåãåíåðà-
ö³¿ ÿðîãî ð³ïàêó, êîíñòàòóâàëè ÷àñòîòó ðåãå-
íåðàö³¿ íà ð³âí³ 50–80 % [1, 3]. Ïðè òðàíñ-
ôîðìàö³¿ êàëþñíèõ êóëüòóð, îòðèìàíèõ ç ã³ïî-

êîòèë³â êîìåðö³éíèõ ë³í³é ð³ïàêó ÷àñòîòà ðå-
ãåíåðàö³¿ íà ñåëåêòèâíîìó æèâèëüíîìó ñåðåäî-
âèù³ ñòàíîâèëà â³ä 15,26 [5] äî 36,4 % [11].
Àëå íà ñüîãîäí³øí³é äåíü ùå íå áóëà ðîç-
ðîáëåíà ñèñòåìà ðåãåíåðàö³¿ äëÿ îçèìîãî ð³-
ïàêó êîìåðö³éíèõ ë³í³é, ÿêà âêëþ÷àëà á åòàï 
ÿðîâèçàö³¿ òà îòðèìàííÿ íàñ³ííÿ íîâîãî ïî-
êîë³ííÿ. 

Òàêèì ÷èíîì, îïòèì³çîâàíà íàìè ñèñòåìà
ðåãåíåðàö³¿ º åêîíîì³÷íîþ, (âèìàãàº âèêîðèñ-
òàííÿ íåâåëèêî¿ ê³ëüêîñò³ äîñòóïíèõ ðåãóëÿòî-
ð³â ðîñòó) ³ åôåêòèâíîþ (çàáåçïå÷óº âèñîêó 
÷àñòîòó ðåãåíåðàö³¿ òà îòðèìàííÿ íàñ³ííÿ íó-
ëüîâîãî ïîêîë³ííÿ âæå ÷åðåç ð³ê ï³ñëÿ ïî÷àòêó 

Ðèñ. 4. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ç
âèêîðèñòàííÿì ìàðêåðà ISSR 2: Äîð³æêè 1–9 – äî-
ñë³äæóâàí³ çðàçêè îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1, îòðèìà-
íîãî íà ðåãåíåðàö³éíîìó æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ 
ÌÑÐ3; Ê1 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (milli-Q); Ê2 – 
ïîçèòèâíèé êîíòðîëü – ÄÍÊ ³íòàêòíî¿ ðîñëèíè 
îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1; Ì – ìàðêåð ìîëåêóëÿð-
íî¿ ìàñè GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder («Ther-
mo Fisher Scientific»)

Ðèñ. 5. Åëåêòðîôîðåãðàìà ïðîäóêò³â àìïë³ô³êàö³¿ ç
âèêîðèñòàííÿì ìàðêåðà ISSR 15: Äîð³æêè 1–9 – 
äîñë³äæóâàí³ çðàçêè îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1, îò-
ðèìàíîãî íà ðåãåíåðàö³éíîìó æèâèëüíîìó ñåðåäî-
âèù³ ÌÑÐ3; Ê1 – íåãàòèâíèé êîíòðîëü (milli-Q);
Ê2 – ïîçèòèâíèé êîíòðîëü – ÄÍÊ ³íòàêòíî¿ ðîñëèíè 
îçèìîãî ð³ïàêó ë³í³¿ Bn1; Ì – ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ 
ìàñè GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder («Thermo 
Fisher Scientific»)
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åêñïåðèìåíò³â), à òàêîæ íå ñïðè÷èíÿº ãåíåòè÷-
íèõ çì³í ó ðîñëèííîìó ìàòåð³àë³, òîìó ¿¿ ìîæíà 
âèêîðèñòîâóâàòè â ïîäàëüøèõ á³îòåõíîëîã³÷íèõ 
äîñë³äæåííÿõ îçèìîãî ð³ïàêó ç³ çáåðåæåííÿì 
ö³ííîãî ãåíîòèïó.

DEVELOPMENT OF UKRAINIAN BREEDING 
WINTER RAPE BRASSICA NAPUS L.
AN EFFECTIVE IN VITRO
REGENERATION SYSTEM

I.S. Hnatiuk, O.I. Varchenko, M.V. Kuchuk,
M.F. Parii, Yu.V. Symonenko

Institute of Cell Biology and Genetic Engineering, 
National Academy of Sciences of Ukraine,
148 Academika Zabolotnoho Str., 03143, Kyiv, Ukraine
LTD «Ukrainian Scientific Institute of Plant Breeding» 
(VNIS), 30 Vasylkivska Str., 03022, Kyiv, Ukraine
National University of Life and Environmental 
Sciences of Ukraine, 15 Heroiv Oborony Str., 03041, 
Kyiv, Ukraine 

The regeneration method of the commercial line Bn1 
winter rape was optimized. Hypocotyls fragments of 
6-day-old seedlings were used as explants. Regeneration 
occurred by organogenesis on a MS nutrient medium 
supplemented with 3 mg/L of benzylaminopurine and 
2 mg/L of 2-isopentyladenine. All obtained regenerant 
plants were successfully rooted in a hormone-free nutrient 
medium and adapted to soil conditions. The selected 
vernalization conditions provided 83,93%±5,33% of 
budding and flowering. PCR analysis using ISSR 2 and 
ISSR 15 markers showed that somaclonal variation does 
not occur in winter rape of the Bn1 line while using 
the proposed technique. Thus, the developed system 
is effective and economically viable for producing of 
biotechnological winter rape plants.

ÐÀÇÐÀÁÎÒÊÀ ÝÔÔÅÊÒÈÂÍÎÉ ÑÈÑÒÅÌÛ 
ÐÅÃÅÍÅÐÀÖÈÈ IN VITRO ÎÇÈÌÎÃÎ ÐÀÏÑÀ 
BRASSICA NAPUS L. ÓÊÐÀÈÍÑÊÎÉ ÑÅËÅÊÖÈÈ 

È.Ñ. Ãíàòþê, Î.È. Âàð÷åíêî, Í.Â. Êó÷óê, 
Ì.Ô. Ïàðèé, Þ.Â. Ñèìîíåíêî

Îïòèìèçèðîâàíà ìåòîäèêà ðåãåíåðàöèè îçèìîãî ðàï-
ñà êîììåð÷åñêîé ëèíèè Bn1. Â êà÷åñòâå ýêñïëàí-
òîâ èñïîëüçîâàëè ôðàãìåíòû ãèïîêîòèëåé 6-äíåâ-
íûõ ïðîðîñòêîâ. Ðåãåíåðàöèÿ ïðîèñõîäèëà ïóòåì
îðãàíîãåíåçà íà ïèòàòåëüíîé ñðåäå ÌÑ, äîïîëíåí-
íîé 3 ìã/ë áåíçèëàìèííîïóðèíà è 2 ìã/ë 2-èçîïåí-
òèëàäåíèíà. Âñå ïîëó÷åííûå ðàñòåíèÿ-ðåãåíåðàíòû 
óñïåøíî óêîðåíåíû íà áåçãîðìîíàëüíîé ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå è àäàïòèðîâàíû ê ïî÷âåííûì óñëîâèÿì. 
Ïîäîáðàíû óñëîâèÿ ÿðîâèçàöèè, êîòîðûå îáåñïå÷è-
ëè 83,93 ± 5,33 % áóòîíèçàöèè è öâåòåíèÿ. ÏÖÐ 
àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì ISSR 2 è ISSR 15 ìàð-

êåðîâ ïîêàçàë, ÷òî ó îçèìîãî ðàïñà ëèíèè Bn1 íå
âîçíèêàåò ñîìàêëîíàëüíîé èçìåí÷èâîñòè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ïðåäëîæåííîé ìåòîäèêè. Òàêèì îáðà-
çîì, ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâ-
íîé è ýêîíîìè÷åñêè âûãîäíîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ áèî-
òåõíîëîãè÷åñêèõ ðàñòåíèé îçèìîãî ðàïñà.
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