
УДК 581.143.6

И.В. ТАНАСИЕНКО, А.И. ЕМЕЦ, Я.Б. БЛЮМ
Институт пищевой биотехнологии и геномики НАН Украины, Киев

E(mail: alyemets@univ.kiev.ua

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ
КАЛЛУСООБРАЗОВАНИЯ

И РЕГЕНЕРАЦИИ ЯРОВЫХ СОРТОВ
ЯЧМЕНЯ, РАЙОНИРОВАННЫХ

НА ТЕРРИТОРИИ УКРАИНЫ

Восемь коммерческих сортов ярового ячменя Hordeum

vulgare отечественной и зарубежной селекции (Гетьман,

Табора, Адажио, Галактик, Европрестиж, Корона, Не#

вада, Сталкер) были использованы для введения в куль#

туру in vitro и разработки эффективного протокола ин#

дукции каллусообразования и регенерации растений. Для

этого в качестве эксплантов использовали зрелые заро#

дыши семян упомянутых генотипов. Индукцию образова#

ния каллуса, пассаж культур и регенерацию растений

проводили на среде, содержащей соли Мурасиге и Скуга

[22], гидролизат казеина (1 г/л), L#пролин (690 мг/л),

тиамин#НСІ (1 мг/л), мальтозу (30 г/л), миоинозитол

(250 мг/л), джелрайт (3,5 г/л), 2,4#Д (2 мг/л), CuSO4

(12,5 мг/л), pH 5,6–5,8. Способность к каллусообразова#

нию наблюдали у всех изученных генотипов, показатели

частоты каллусогенеза варьировали в пределах от 65 ± 3,4

до 100 %. К сортам с высоким уровнем каллусообразования

были отнесены сорта Корона (88 ± 2,8 %), Европрес#

тиж (89 ± 6,5 %), Табора (93 ± 3,4 %), Гетьман (99 ±

± 0,8 %) и Невада (100 %). Ренерация растений из кал#

луса у всех сортов происходила путем органогенеза и со#

матического эмбриогенеза. Самый высокий суммарный

показатель частоты регенерации растений был харак#

терен для сорта Гетьман (50 ± 5 %), который отобран

нами для дальнейшей работы по разработке эффектив#

ных методов генетической трансформации.

Введение. Ячмень (Hordeum vulgare L.) – одна

из четырех наиболее важных злаковых культур

в мире после кукурузы (Zea mays L.), пшеницы

(Triticum aestivum L.) и риса (Oryza sativa L.) [1].

Около 15 % мирового ежегодного урожая ячме�

ня употребляется в пищу, а также идет на из�

готовление солода и пива [2, 3]. Кроме того,

наряду с другими зерновыми культурами и са�

харным тростником ячмень может использо�

ваться для производства возобновляемого био�

топлива, а также для синтеза рекомбинантных

белков [3]. Зерна ячменя запасают большое

количество белка (15 % общего веса), а в зрелом

виде обеспечивают идеальные условия для

хранения таких белков на протяжении 5–

10 лет [3], поэтому их можно использовать для

получения рекомбинантных белков.

В сравнении с другими зерновыми культу�

рами ячмень имеет значительно более широ�

кое географическое распространение и являет�

ся особенно важным злаком в Северной Аме�

рике, Европе и Австралии (http://barleyworld.

org/; http://oregonstate.edu/ instruct/css/330/

five/ BarleyOverview.htm). В 2007 г. на террито�

рии Украины яровыми сортами ячменя была

засеяна площадь в 4124,5 тыс. га (http://www.

minagro.gov.ua/page/? n=4266). Именно этими

факторами обусловливается постоянно возрас�

тающий интерес к развитию современных ме�

тодов молекулярной селекции этого вида зер�

новых культур [2]. В последние годы успешно

развивается проект по исследованию генома

ячменя (http://barleyworld.org/northamericanbar

ley.php). За последние десятилетия достигнут

огромный прогресс в развитии методов транс�

формации ячменя и получении его трансген�

ных линий с заданными свойствами [4–6].

Однако несмотря на то, что ячмень представ�

ляет собой перспективную модель для развития

и усовершенствования методов генетической

инженерии, трансформация его сопряжена с

некоторыми сложностями. Одним из главных

условий получения большого количества гене�

тически модифицированных злаков является

разработка эффективного протокола регенера�

ции растений [7]. У ячменя эффективность

каллусогенеза и регенерации во многом зави�

сит от исходного генотипа растения�донора

[8] и в особенности от используемого типа эк�

спланта – апикальной меристемы [9], незре�

лых зародышей [10–13], зрелых зародышей

[14, 15], проростков [16].
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Из всех типов эксплантов ячменя наиболее

часто для эффективной регенерации использу�

ют незрелые зародыши [13, 17, 18], которые

характеризуются высокой эффективностью

каллусообразования [10, 11, 13]. Тем не менее

сравнение различных данных позволяет сде�

лать вывод о том, что эффективность каллусо�

образования и регенерации побегов у зрелых

и незрелых зародышей ячменя мало отличает�

ся, но работа с незрелыми зародышами соп�

ряжена с определенными трудностями. Так,

незрелые зародыши сложно получать на про�

тяжении всего года, а необходимая для успеш�

ного культивирования in vitro стадия развития

зародыша строго лимитирована во времени

[19]. Использование же зрелых зародышей для

индукции каллусообразования и регенерации

растений обладает определенными преиму�

ществами: упрощенное культивирование тка�

ни, полученной из зрелых зародышей, и до�

ступность материала на протяжении года в

большом количестве [14].

Большинство исследователей разрабатыва�

ли системы индукции каллусогенеза и регене�

рации растений ячменя для таких, например,

модельных сортов, как Golden Promise, Igri,

обладающих высоким регенерационным по�

тенциалом, но не представляющих большого

интереса для сельского хозяйства [20, 21]. По�

этому целью настоящего исследования было

введение в культуру in vitro различных яровых

сортов ячменя отечественной и зарубежной се�

лекции, районированных на территории Укра�

ины, которые могут эффективно использовать�

ся для выращивания в зонах Полесья, Лесосте�

пи и Степи, а также разработка эффективного

протокола их регенерации для последующей

генетической трансформации наиболее перс�

пективных генотипов.

Материалы и методы. В качестве эксплантов

использовали зрелые зародыши семян ячменя

сортов Гетьман, Табора, Адажио, Галактик, Евро�

престиж, Корона, Невада, Сталкер, любезно

предоставленных сотрудниками Института

земледелия УААН. Для размягчения оболочки

зрелых семян их предварительно выдержива�

ли в 50%�ном растворе серной кислоты на

протяжении 30 мин. После отмывания семена

обрабатывали 70%�ным этиловым спиртом в

течение 1 мин. Стерилизацию проводили в

0,5%�ном гипохлориде на протяжении 30 мин

с последующим четырехразовым отмыванием

в стерильной дистиллированной воде. Затем

семена оставляли в воде на 12 ч для набуха�

ния, далее зрелые зародыши отделяли от эн�

досперма с помощью пинцета и скальпеля.

Для индукции каллусогенеза зародыши по�

мещали на среду, содержащую соли Мурасиге

и Скуга [22], гидролизат казеина (1 г/л), L�про�

лин (690 мг/л), тиамин�НСІ (1 мг/л), мальтозу

(30 г/л), миоинозитол (250 мг/л), джелрайт

(3,5 г/л), 2,4�Д (2 мг/л), CuSO4 (12,5 мг/л), pH

5,6–5,8. Экспланты культивировали на рассе�

янном свету при температуре 24–26 °С и 16�

часовом фотопериоде. Частоту индукции кал�

лусообразования для всех сортов определяли

как соотношение количества эксплантов,

продуцирующих каллус, к общему количеству

высаженных эксплантов. Частоту образования

каллуса І типа определяли как соотношение

количества эксплантов, на которых происходи�

ло образование первичного каллуса, к общему

количеству высаженных эксплантов. Аналогич�

ным образом определяли частоту формирова�

ния каллуса ІІ типа: в виде соотношения ко�

личества эксплантов, на которых происходило

формирование этого типа каллуса, к общему

количеству эксплантов.

Пассаж каллусных культур проводили каж�

дые 3–4 нед до начала индукции регенерации

растений, которая наблюдалась на упомяну�

той среде на 50–60�е сутки культивирования

каллуса. Поскольку регенерация происходила

двумя путями (органогенез и соматический

эмбриогенез), то оценивали частоты образо�

вания как побегов без корней, так и частоту

регенерации растений, формирующих в куль�

туре четкую ось «побег – корень». Частоту ре�

генерации побегов определяли как соотноше�

ние количества регенерировавших побегов без

корней к общему количеству высаженных эк�

сплантов ячменя. После того как регенеранты

достигали размеров 4–5 см в длину, их выса�

живали для дальнейшего укоренения на ту

же питательную среду, но без 2,4�Д. Частоту

регенерации полноценных растений опреде�

ляли сходным образом. В экспериментах ис�

пользовали по 100 эксплантов каждого сорта.

Впоследствии растения�регенеранты разме�

ром 7–8 см переносили в стерильную почву
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и выращивали в условиях повышенной влаж�

ности для дальнейших морфологических

анализов.

Корни растений, регенерировавших в куль�

туре in vitro, фиксировали как описано нами

ранее [23]. Окрашивание клеток ацетоорсеи�

ном (в течение 2 сут) проводили также соглас�

но описанному нами методу [23]. Полученные

препараты исследовали под световым микро�

скопом («Carl Zeiss», Германия).

Полученные данные статистически обраба�

тывали согласно методу Лакина [24].

Результаты исследований и их обсуждение.
У всех сортов ячменя, используемых в работе

(Гетьман, Табора, Адажио, Галактик, Европрес�

тиж, Корона, Невада и Сталкер), наблюдали

формирование каллуса из зрелых зародышей

после введения в культуру in vitro (рис. 1, см.

вклейку в конце номера). После высадки экс�

плантов на питательную среду для индукции

каллусообразования, как правило, на 3�и

сутки происходило сначала прорастание заро�

дыша, после чего его отделяли от щитка и

продолжали дальше культивирование на той

же среде. Интенсивное образование каллуса

происходило на раневой поверхности тканей

зародыша спустя 4–6 сут, т.е. на 7–9�е сутки

после высадки эксплантов. Эти данные пол�

ностью соответствуют полученным ранее ре�

зультатам по индукции каллусообразования

у зрелых зародышей четырех сортов ячменя

болгарской селекции – Ruen, Emon, PV 101,

Panagon [19].

В наших экспериментах показатели часто�

ты каллусообразования у высаженных эксп�

лантов восьми генотипов варьировали в преде�

лах от 65 ± 3,4 до 100 % (таблица). Так, к сортам

с высоким уровнем каллусообразования отнесе�

ны сорта Корона (88 ± 2,8 %), Европрестиж

(89 ± 6,5 %), Табора (93 ± 3,4 %), Гетьман (99 ±

± 0,8 %) и Невада (100 %). Незначительно ниже

частота каллусообразования была у сорта Стал�

кер (75 ± 7,5 %) и самая низкая характерна для

сорта Галактик (65 ± 3,4 %). Сходные данные

по частоте каллусообразования из зрелых заро�

дышей ячменя (от 75,4 ± 1,2 % до 97,3 ± 0,23 %)

получены и болгарскими коллегами [19].

Каллус, формируемый зрелыми зародыша�

ми, фенотипически разделяли на две морфо�

логические категории: каллус I типа – водянис�

тый, неморфогенный; каллус II типа – ком�

пактный, структурированный, кремового цве�

та (рис. 1 и таблица). Вначале на эксплантах

всех сортов шло формирование каллуса I типа,

который при дальнейшем культивировании

либо так и оставался первичным каллусом,

либо преобразовывался в каллус II типа. Час�

тота формирования каллуса I типа у исследуе�

мых генотипов ячменя, который в процессе

культивирования in vitro не менял своей струк�

туры, составляла, как было установлено, 30 ±

± 5,9 – 65 ± 9,1 % (таблица). Для первичного

неморфогенного каллуса была характерна

низкая интенсивность деления клеток, что

приводило в дальнейшем к его медленному

развитию и частичному отмиранию, хотя в не�
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Сорт

Табора

Сталкер

Корона

Галактик

Европрестиж

Невада

Адажио

Гетьман

28 ± 6,3

8 ± 1,2

15 ± 8,3

3 ± 1,8

11 ± 2,6

17 ± 6,5

18 ± 2,6

46 ± 3,8

43 ± 9,1

64 ± 6,3

44 ± 13,8

50 ± 3,2

30 ± 5,9

65 ± 9,1

57 ± 2,6

42 ± 6,3

93 ± 3,4

75 ± 7,5

88 ± 2,8

65 ± 3,4

89 ± 6,5

100 ± 0,0

82 ± 1,6

99 ± 0,8

50 ± 5,7

12 ± 0,6

44 ± 11,0

16 ± 3,2

60 ± 7,8

35 ± 6,3

25 ± 2,2

57 ± 7,5

3 ± 0,38

1 ± 0,8

2 ± 1,4

10 ± 2,3

7 ± 5,0

8 ± 1,6

–

2 ± 1,2

18 ± 4,6

4 ± 0,0

2 ± 1,4

3 ± 2,8

9 ± 3,2

14 ± 3,8

10 ± 1,6

4 ± 1,2

46 ± 10,9

12 ± 1,2

17 ± 9,7

6 ± 4,6

20 ± 5,8

31 ± 10,3

28 ± 4,2

50 ± 5,0

Частота ин�

дукции каллу�

сообразова�

ния
побегов путем

органогенезаI II

Частота обра�

зования каллу�

са с корнями растений

путем

эмбриогенеза

суммарный

показатель

Образование разных типов

каллуса при культивировании
Частота регенерации



которых случаях показано, что именно такой

тип каллуса у ячменя развивается и растет

намного быстрее, чем структурированный [19].

Для каллуса II типа в культуре было харак�

терно наличие белых плотных, компактных

структур, которые, как правило, являются ин�

дикатором соматического эмбриогенеза,

а также зеленых почек, из которых в дальней�

шем развивались растения�регенеранты. Час�

тота формирования такого типа каллуса у ис�

следуемых сортов ячменя варьировала в пре�

делах от 12 ± 0,6 % (для сорта Сталкер) до 60 ±

± 7,8 % (для сорта Европрестиж) (таблица).

Полученные нами данные сопоставимы с ре�

зультатами немецких исследователей, кото�

рые изучали частоту индукции образования

первичного и эмбриогенного каллуса из зре�

лых зародышей восьми коммерческих сортов

ячменя и модельного сорта Golden Promise

[25]. Ими было показано, что первичный кал�

лус образовывался с частотой от 41,3 ± 7,5 до

74,6 ± 4,9 %, а эмбриогенный каллус возникал

с частотой от 22,3 ± 4,1 до 55,1 ± 2,1 % [25],

хотя ранее ряд авторов были менее успешны

в экспериментах по индукции первичного

и эмбриогенного типов каллуса из зрелых за�

родышей ячменя [14, 26]. Так, например,

Lupotto [26], работая только с одним сортом

ячменя – Maxima, получил оба типа каллуса

из зрелых зародышей, из которых первичный

каллус не способен был продуцировать какие�

либо регенеранты, и только из структуриро�

ванного каллуса удалось регенерировать всего

лишь два растения. Akula et al. [14] также наб�

людали формирование каллусных тканей I ти�

па из зрелых зародышей девяти сортов ячменя

в пределах 80–95 %, но только у четырех сор�

тов происходило формирование плотного,

структурированного каллуса II типа, в то вре�

мя как все изученные в нашей работе сорта

были способны к образованию каллуса этого

типа.

Для структурированного каллуса также ха�

рактерна высокая интенсивность пролифера�

ции клеток, а у таких сортов, как Галактик

и Сталкер, каллус нарастал очень высокими

темпами (рис. 2, см. вклейку в конце номера).

Однако, как было установлено позже, для этих

двух генотипов высокая интенсивность деле�

ния клеток структурированного каллуса не

коррелировала впоследствии с высокой часто�

той регенерации растений (таблица). Хотя рань�

ше и было показано, что только низкий уро�

вень образования каллусной ткани является

одной из ключевых причин низкого регенера�

ционного потенциала генотипов ячменя [27],

интенсивность деления и роста клеток каллус�

ной ткани у сортов Невада и Гетьман находи�

лась на среднем уровне по сравнению с Галак�

тик и Сталкер.

Регенерация растений из каллуса ячменя.
Как отмечалось нами ранее, использование в

качестве эксплантов зрелых зародышей ячме�

ня позволяет интенсифицировать работу по

введению в культуру in vitro, каллусообразова�

нию и регенерации растений этого вида зла�

ковых. И хотя впервые индукция каллуса из

этого типа эксплантов описана уже очень давно

[28], проблема регенерации растений ячменя

в культуре in vitro путем либо органогенеза [14,

26, 29, 30], либо соматического эмбриогенеза

[31] оставалась длительное время достаточно

острой из�за крайне низкой частоты регенера�

ции. В нашем случае правильный подбор

условий и питательных сред позволил полу�

чить растения�регенеранты у всех исследуемых

коммерческих генотипов (таблица). Более того,

при длительном пассировании прямую регене�

рацию наблюдали даже в культуре каллуса I ти�

па, что может не всегда достигаться в работе

с ячменем [26].

Наиболее интенсивно регенерация растений

всех исследуемых генотипов шла в каллусе II ти�

па. Появление такого плотного структуриро�

ванного каллуса с ярко�зелеными глобуляр�

ными участками происходило через 1–1,5 мес

после начала культивирования эксплантов.

Регенерационную способность у злаковых

культур часто связывают с появлением в кал�

лусной ткани именно этих плотных участков,

образованных мелкими меристемоидными

клетками [32]. Однако нами отмечено, что при

последующем культивировании часть из них

была способна к формированию растений�

регенерантов, тогда как остальная прекращала

дифференцировку, темнела и впоследствии

погибала.

В нашем случае регенерация растений на

одной и той же питательной среде могла про�

исходить как путем органогенеза, так и сома�
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тического эмбриогенеза. Частота регенерации

путем органогенеза составляла от 3 ± 1,8 %

(сорт Галактик) до 46 ± 3,8 % (сорт Гетьман)

(таблица). Все образовавшиеся побеги в даль�

нейшем были способны к укоренению на без�

гормональной среде. Частота образования рас�

тений путем соматического эмбриогенеза на�

ходилась в пределах от 2 ± 1,4 % (сорт Корона)

до 18 ± 4,6 % (сорт Табора). Растения�регене�

ранты развивались в культуре эмбриогенного

каллуса уже с корнями и не требовали даль�

нейшей дополнительной пересадки на безгор�

мональную среду.

Суммируя показатели по частоте регенера�

ции растений путем органогенеза и соматичес�

кого эмбриогенеза, необходимо отметить, что

самой высокой способностью к регенерации

характеризовались сорта Табора (49 ± 10,9 %)

и Гетьман (50 ± 5 %). Формирование расте�

ний�регенерантов у них можно было наблю�

дать уже через 3–4 нед после каллусообразо�

вания. Следовательно, регенерация этих сор�

тов начиналась через 1,5–2 мес после высадки

эксплантов на среду. Несмотря на высокую сте�

пень индукции эксплантами сорта Европрес�

тиж плотного структурированного каллуса II

типа (60 ± 7,8 %), регенерация растений была

у него на среднем уровне (20 ± 5,8 %) (табли�

ца). У сорта Гетьман наряду с высокой часто�

той формирования каллусов как І (42 ± 6,3 %),

так и ІІ типа (57 ± 7,5 %), регенерация расте�

ний шла в основном путем органогенеза (46 ±

± 3,8 %) (таблица). Для сорта Табора, у которо�

го были высокими показатели частоты обра�

зования каллуса как І (43 ± 9,1 %), так и

ІІ типа (50 ± 5,7 %), частота регенерации пу�

тем органогенеза составляла 28 ± 6,3 %, а пу�

тем соматического эмбриогенеза – 18 ± 4,6 %.

Для всех сортов, кроме сорта Галактик, харак�

терным было преобладание регенерации рас�

тений путем органогенеза (таблица). Наи�

большей регенерационной способностью об�

ладали сорта Табора и Гетьман (рис. 3). Высо�

кие показатели регенерации также были ха�

рактерны для сортов Корона, Европрестиж,

Адажио и Невада. Только для двух остальных

генотипов – Галактик и Сталкер – частота ре�

генерации растений была на более низком

уровне. Причиной этого, вероятней всего, яв�

ляется низкая способность к формированию

каллуса ІІ типа этими сортами.

В одной из наиболее ранних работ, посвя�

щенных исследованию влияния различных

концентраций 2,4�Д на процессы каллусооб�

разования и регенерации, показано, что эф�

фективность регенерации растений из зрелых

зародышей ярового сорта Maxima составляет

всего лишь 1,2 % [26]. Другой группе авторов

удалось регенерировать побеги из каллуса, ин�

дуцированного из зрелых зародышей, только у

14 генотипов из 203 протестированных [29]. К

сожалению, в этой работе не был представлен

протокол регенерации растений. Akula et al.

[14] получили регенерацию растений из зре�

лых зародышей только у трех сортов ячменя

из девяти, взятых для экспериментов. В этой
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Рис. 3. Эффективность каллу�

согенеза и регенерации расте�

ний (по вертикали) яровых

сортов ячменя H. vulgare) (по 

горизонтали)



работе продемонстрировано, что эффектив�

ность формирования побегов составляла 49 %

для сорта Tallon, 57 % для сорта Grimmett,

60 % для сорта Sloop. Наши данные хорошо

сопоставимы с ранее полученными на болгар�

ских сортах ячменя результатами, которые

свидетельствуют о том, что именно зрелые за�

родыши являются наиболее подходящим ма�

териалом для подобного рода манипуляций в

культуре in vitro по сравнению с незрелыми за�

родышами и способны продуцировать с высо�

кой частотой растения�регенеранты (способ�

ность к регенерации эмбриогенного каллуса для

всех сортов составляла 49 ± 1,20 – 70,2 ± 0,59 %;

эффективность регенерации – от 5,4 ± 0,84

до 1,3 ± 0,39 % на эмбриокультуру) [19].

Необходимо отметить, что в нашем случае

для эффективной и успешной индукции кал�

лусообразования и последующей регенерации

путем органогенеза или соматического эмбрио�

генеза у восьми коммерческих сортов ячменя

достаточно было использовать одну питатель�

ную среду. Только в случае регенерации побе�

гов путем органогенеза для последующего их

укоренения использовали среду того же состава,

но лишенную фитогормонов. В то же время в

работе Adumhadi et al. [19], где описан успеш�

ный метод индукции каллуса и регенерации

растений ячменя, предполагалось использова�

ние нескольких сред: одной – непосредственно

для каллусообразования, другой – для регене�

рации побегов и третьей – для их дальнейшего

укоренения.

Эффективность регенерации растений яч�

меня в культуре in vitro также значительно

может снижаться за счет появления хлорофилл�

дефектных регенерантов. Появление подобных

растений отмечали многие авторы при исполь�

зовании в качестве первичных эксплантов не�

зрелых зародышей [13, 17, 33, 34]. В ряде случа�

ев в таких работах процент хлорофилл�дефект�

ных регенерантов составлял от 1 [17] до 22,8 %

[34] общего количества регенерантов. Однако ни

в нашем исследовании, ни в других работах, где

в качестве эксплантов использовались зрелые

зародыши, вообще не наблюдали появления

хлорофилл�дефектных растений на протяже�

нии всего периода культивирования in vitro.

Наряду с полноценными растениями, име�

ющими листья и корни, в каллусной культуре

всех сортов, за исключением сорта Адажио,

наблюдали образование корней без развития

побегов (таблица). Самая высокая частота ризо�

генеза отмечена для сортов Невада (8 ± 1,6 %)

и Галактик (10 ± 2,3 %). Возможно для такого

сорта, как Галактик, который был менее плас�

тичным по сравнению с другими сортами при

заданных нами условиях культивирования, не�

обходимо подбирать индивидуально условия и

состав сред как для успешного каллусообразо�

вания, так и для эффективной регенерации

растений.

Различалась и скорость развития регенери�

ровавших растений ячменя. Несмотря на низ�

кий показатель частоты регенерации у сорта

Галактик, его растения отличались высокой

интенсивностью развития. Так же хорошо и

быстро развивались в культуре растения�реге�

неранты сорта Гетьман, обладающего наивыс�

шим показателем регенерации растений (рис.

3). У сорта Невада, наоборот, при среднем по�

казателе частоты регенерации рост и развитие

растений шли очень медленно по сравнению

с остальными сортами. Регенеранты, которые

успешно образовывали корни и достигали раз�

меров примерно 7–8 см, переносили в дальней�

шем в стерильную почву и выращивали в усло�

виях повышенной влажности. Растения, про�

шедшие этап адаптации, высаживали впослед�

ствии в открытый грунт для проведения даль�

нейших морфологических анализов.

Поскольку сорт Гетьман использовали как

один из наиболее перспективных генотипов

для последующих экспериментов по развитию

и усовершенствованию методов генетической

трансформации, нами дополнительно прове�

ден цитогенетический анализ клеток апикаль�

ной меристемы корней его регенерировавших

растений для установления наличия или от�

сутствия цитогенетических нарушений (анеу�,

полиплоидия и др.), которые могут возникать

в процессе культивирования тканей ячменя в

условиях in vitro [26] и зависеть от продолжи�

тельности пассирования каллуса в культуре

[35]. Нами установлено, что клетки корней

всех тестируемых растений�регенерантов со�

держат диплоидный (2n = 14) набор хромосом.

Аналогичные данные были получены ранее

[26], где также показано, что, невзирая на зна�

чительную вариабельность в плоидности (анеу�
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и тетраплоидия) клеток каллуса, индуцирован�

ного из зрелых зародышей, диплоидный ста�

тус все же превалировал как в клетках самого

каллуса, так и был характерен для клеток всех

регенерировавших растений.

Таким образом, в результате проведенной

работы в культуру in vitro введены восемь ком�

мерческих сортов ярового ячменя (Н. vulgare),

районированных на территории Украины.

Разработан эффективный протокол для ин�

дукции каллусообразования и регенерации

из зрелых зародышей ячменя, а также вычле�

нены генотипы с высокой частотой каллусо�

образования и регенерации растений. Для на�

иболее перспективного сорта Гетьман, кото�

рый отобран нами для дальнейшей работы

по разработке эффективных методов генети�

ческой трансформации, проведен цитогенети�

ческий анализ клеток корневой меристемы

всех его растений�регенерантов и установлено,

что все растения являются морфогенетически

нормальными и содержат диплоидный набор

хромосом, характерный для родительского ге�

нома (2n = 14).

I.V. Tanasienko, A.I. Yemets, Ya.B. Blume

ESTIMATION OF THE EFFICIENCY OF CALLUS

FORMATION AND REGENERATION IN BARLEY

SPRING VARIETIES ZONED IN UKRAINE

The data on in vitro culture establishment and on estima�

tion of callus formation and plant regeneration for eight bar�

ley Hordeum vulgare varieties (Getman, Tabora, Adagio,

Galactic, Europrestige, Korona, Nevada and Stalker) zoned

in Ukraine is represented. Mature embryos of these geno�

types were used to study the callus induction and plant regen�

eration. Using of this approach can rather simplify and inten�

sify the work. Medium, that consists of MS salts supplement�

ed with caseine hydrolysate (1 g/L), L�proline (690 mg/L),

thiamine�НСІ (1 mg/L), maltose (30 g/L), 2,4�D (2 mg/L),

CuSO4 (12.5 mg/L), myoinositol (250 mg/l), gerlite (3,5 g/L)

pH 5,6–5,8 was used for both callus formation and plant

regeneration. Formation of callus from mature embryos was

observed in all studied varieties and showed high frequency

(from 65 ± 3,4 % to 100 %). It was found that cultivars

Korona (88 ± 2,8 %), Europrestige (89 ± 6,5 %), Tabora

(93 ± 3,4 %), Getman (99 ± 0,8 %) and Nevada (100 %) had

the highest regeneration potential. Organogenesis and somat�

ic embryogenesis were the two ways of plant regeneration

from callus tissues in barley. The highest general regeneration

potential of cultivar Getman (50 ± 5 %) was observed. This

cultivar was selected for the further work for development of

effective genetic transformation protocol.

І.В. Танасієнко, А.І. Ємець, Я.Б. Блюм

ОЦІНКА ЕФЕКТИВНОСТІ КАЛУСОУТВОРЕННЯ

ТА РЕГЕНЕРАЦІЇ ЯРИХ СОРТІВ ЯЧМЕНЮ,

РАЙОНОВАНИХ НА ТЕРИТОРІЇ УКРАЇНИ

Вісім комерційних сортів ярого ячменю Hordeum

vulgare вітчизняної та зарубіжної селекції (Гетьман,

Табора, Адажіо, Галактик, Європрестиж, Корона, Не�

вада, Сталкер) були використані для введення в куль�

туру in vitro та розробки ефективного протоколу індук�

ції калусоутворення та регенерації рослин. Для цього

як експланти використовували зрілі зародки насіння

даних генотипів. Індукцію утворення калуса, пасаж

культур і регенерацію рослин проводили на середови�

щі, яке містило солі Мурасиге і Скуга [22], гідролізат ка�

зеїну (1 г/л), L�пролін (690 мг/л), тіамін�НСІ (1 мг/л),

мальтозу (30 г/л), міоінозитол (250 мг/л), джелрайт

(3,5 г/л), 2,4�Д (2 мг/л), CuSO4 (12,5 мг/л), pH 5,6–

5,8. Здатність до калусоутворення спостерігали у всіх

вивчених генотипах, показники частоти калусогенезу

коливались від 65 ± 3,4 до 100 %. До сортів із високим

рівнем калусоутворення відносили сорти Корона (88 ±

± 2,8 %), Європрестиж (89 ± 6,5 %), Табора (93 ±

± 3,4 %), Гетьман (99 ± 0,8 %) і Невада (100 %). Регене�

рація рослин із калуса у всіх сортів здійснювалась

шляхом органогенезу та соматичного ембріогенезу.

Найвищий загальний показник частоти регенерації

рослин характерний для сорта Гетьман (50 ± 5 %). Цей

сорт було відібрано нами для подальшої роботи із роз�

робки ефективних методів генетичної трансформації.
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