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Анотація. У селекційно-генетичних дослідженнях сільськогосподар-

ських культур  застосування методів експериментальної гаплоїдії 
пов’язано з можливістю отримання гомозиготного константного ма-
теріалу за одну генерацію, тоді як у традиційній селекції необхідно про-
водити декілька поколінь інбридингу впродовж 6-8 років. Підібрано та 
застосовано ступінчасту передобробку ізольованих бутонів зниже-
ними (+4 °С упродовж 36 год) і підвищеними температурами (+22 °С уп-
родовж 21 доби та +30 °С – 10, 14, 21 діб), що уможливлює завершення 
процесу диференціації. Показано, що для індукції ембріогенного розви-
тку незалежно від генотипу оптимальною виявилася температура 
+30 °С за тривалості культивування впродовж 21 доби. Водночас реге-
нераційна здатність отриманих ембріоїдів зумовлювалась вихідним ге-
нотипом. Одержані укорінені гаплоїдні рослини-регенеранти з норма-
льною гео- і фототропічною реакцією переводили на диплоїдний рівень 
(2n = 38) за допомогою дії водного розчину 0,1 % колхіцину на кореневу 
систему за експозиції 4 год. На основі одержаних методом культури 
пилку in vitro дигаплоїдів нами в співавторстві були вперше в Україні 
створені ранньостиглий сорт ріпака озимого Антарія та середньос-
тиглий сорт ріпака ярого Аіра. 

Ключові слова: ріпак озимий та ярий, гаплоїди, калюс, рослина-ре-
генерант 

 

 
Вступ. Створення нових сортів 

і гібридів ріпака озимого та ярого 
залежить від генетичної різномані-
тності  вихідного матеріалу, який 
можна створювати за допомогою 
методів біотехнології. Одним із них 
є метод гаплоїдії in vitro з посліду-
ючим подвоєнням числа хромосом 
через колхіцинування (Бочкарева 
и др., 2019). Пріоритетним напря-

мом у сучасній інноваційній біотех-
нології рослин є метод андроклин-
ної гаплоїдії, який полягає в реалі-
зації тотипотентності клітин до ре-
генерації рослин із мікроспор і пил-
кових зерен через утворення різ-
них типів структур: глобул, ембріо-
їдів, поліембріоїдів, морфогенних і 
неморфогенних калюсів (Жамба-
кин и др., 2012; Сорока, 2015). За-
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стосування одержаних клонів по-
легшує відбір фенотипів за якіс-
ними та кількісними ознаками, дає 
можливість діставати гомозиготні 
константні гаплоїдні сорти й гіб-
риди, які зберігають у генотипі гос-
подарсько-цінні ознаки вихідних 
форм та прискорювати оцінку їх-
ньої перспективності (Белинская, 
2007; Сатарова та ін., 2013; Segui-
Simarro, Nuez, 2007). Метод експе-
риментальної гаплоїдії дає можли-
вість пришвидшити створення го-
мозиготних ліній порівняно з тра-
диційною селекцією в 5-6 разів 
(Rahman, Michalak de Jiménez, 
2016; Shamekova et all., 2015). 
Одержання гаплоїдних рослин, іні-
ційоване через культуру пиляків, 
описано для більш ніж 240 видів 85 
родів і 38 родин однодольних і дво-
дольних (Бутенко, 1999; Белинс-
кая, 2007; Mandal, 2008; Gu et all., 
2014; Kiszczak et all., 2017; Илюшко 
и др., 2018; Зонтиков и др., 2020). 
У ріпака й різних видах капусти цей 
метод широко застосовують під 
час селекції на стійкість до хвороб 
та в гетерозисній селекції (Карпа-
чев, Пастухов, 2017). 

Унікальність ріпака полягає в 
його здатності до прямого пилко-
вого ембріоїдогенезу в культурі пи-
ляків in vitro і вторинного ембріої-
догенезу, високій регенераційній 
здатності, відсутності альбінізму в 
гаплоїдів. Це зумовлено пермане-
нтною гетерозиготністю цієї куль-
тури, як природного амфідиплоїда, 
і пов'язаного з нею міжгеномного 
гетерозису, що призводить до під-
вищеної життєздатності ембріоїдів 
і збільшення виходу гаплоїдів (Гри-
щенко, 2001; Mandal, 2008).  

Технологія отримання подвоє-
них гаплоїдів (DH (double haploid)-
технології) застосовуючи культуру 
пиляків або мікроспор in vitro – 
один зі шляхів генетичного покра-

щення сільськогосподарських рос-
лин (Шмыкова и др., 2015). Гомо-
зиготні подвоєні гаплоїди викорис-
товують для отримання гібридів рі-
пака, стабілізації вже існуючих та 
створення нових сортів, а також 
виявлення унікальних генотипів, 
які виникають у результаті рекомбі-
нації генів батьківських форм (Asif, 
2013). Підвищення частоти регене-
рації і вишчий вихід подвоєних гап-
лоїдів спостерігаються за обробки 
мікроспор колхіцином іще на стадії 
культивування in vitro. Такий захід 
призводить до підвищення частоти 
ембріоїдогенезу і подвоєння хро-
мосом у 84-88 % регенерованих 
рослин ріпака озимого (Zhou, 2002; 
Zhou, 2002).  

Мета роботи – отримання га-
плоїдів та дигаплоїдів ріпака ози-
мого та ярого in vitro і застосування 
в селекційній практиці.  
 

Матеріали і методи 
 досліджень. 

 
Матеріалом для індукції гаплої-

дів слугували сорти озимого (Ка-
ріна, Тисменецький) та ярого (Фо-
рте, Марія, Квантум). Рослини-до-
нори пиляків вирощували в польо-
вих умовах. Використовували бу-
тони з головного та бычних пагонів. 
Стерилізували бутони за методи-
кою Бутенко (Бутенко, 1999). Пи-
ляки відділяли від квітколоже під 
бінокулярною лупою та перено-
сили на живильне середовище по 
40 шт на одну чашку Петрі. Для ку-
льтивування пиляків та пилку вико-
ристовували модифіковані середо-
вища Мурасіге-Скуга (МС) 
(Murashige, Skoog, 1962) з різним 
умістом ауксинів та цитокінінів, які 
детально описані нами в поперед-
ніх роботах (Klyachenko, 2002). Ко-
нтролем слугувало безгормона-
льне живильне середовище МС. 
Спостереження за ембріогенною 
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здатністю експлантатів проводили 
через кожні 7 діб. Диплоїдизацію 
отриманих гаплоїдних рослин-ре-
генерантів здійснювали за допомо-
гою 0,1 % водного розчину колхі-
цину. Рівень плоїдності визначали 
на цитофлуоресційному фотометрі 
Partec (Німеччина). Статистичну 
обробку одержаних експеримента-
льних даних здійснювали з викори-
станням пакету програм «Аналіз 
електронних таблиць Microsoft 
Exel», Statistica 6,0. 

 
Результати та обговорення. 

 
Для спрямованої зміни гамето-

фітного способу розвитку пилкових 
зерен на ембріогенний використо-
вують різні види фізичного та хімі-
чного впливу, зокрема такі, як пе-
редобробка рослин холодом, теп-
ловий вплив на культуру (Круг-
лова, 2009). Згідно з літератур-
ними даними найбільший вихід за-
родків із мікроспор у культурі пиля-
ків Brassica napus L. одержують за 

використання ізольованих бутонів 
IV фази розвитку квітки рослин і ви-
рощування рослин-донорів за тем-
ператури +15 °С (Dunwell, 2010). 

У наших експериментах для за-
безпечення ембріогенезу із мікрос-
пор, ізольованих із суцвіть різних 
генотипів ріпака ярого та озимого, 
розроблено схему комплексної пе-
редобробки ізольованих бутонів 
зниженими (+4 °С упродорвж 36 
год) і підвищеними (+22 °С строком 
21 добу та +30 °С тривалістю 10, 
14, 21 діб) температурами. Обро-
бка ізольованих бутонів низькими 
позитивними температурами й ку-
льтивування пиляків за підвище-
них температур завершувала про-
цес диференціації ембріоїдних мік-
роспор. Встановлено, що для інду-
кції ембріогенного розвитку неза-
лежно від генотипу оптимальною 
була температура +30 °С за трива-
лості культивування впродовж 21 
доби (табл. 1).  

 
1. Вплив температури на частоту виходу ембріоїдів різних ге-

нотипів ріпака ярого та озимого 
 

Сорт 

Темпера-
тура куль-
тивування, 

°С 

Трива-
лість об-

робки, діб 

Кількість виса-
джених пиля-

ків, шт. 

Кількість 
ембріої-
дів, шт. 

Частота 
ембріоге-
незу пи-
ляків, % 

Форте 

22 21 

1100 0 0,00 

Марія 1920 1 0,05 

Квантум 1450 0 0,00 

Карина 1300 4 0,20 

Тисменецький 1500 6 0,60 

Форте 

30 
10 
 

1610 2 0,12 

Марія 950 1 0,10 

Квантум 
Карина 

1200 1 0,08 

  

1300 10 1,20 

Тисменецький 1500 15 1,80 

Форте 
14 

1513 30 2,00 

Марія 1085 33 3,00 
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Квантум 
 

 

1110 17 1,50 

Карина 1300 150 13,00 

Тисменецький 

 

1500 165 14,20 

Форте 

21 

1300 35 2,70 

Марія 740 27 3,60 

Квантум 990 21 2,10 

Карина 1300 185 14,00 

Тисменецький 1500 160 12,70 

НІР05    2,16 0,18 

 
Під час вивчення ембріогенної 

здатності мікроспор встановлено 
генотипну специфічність ріпака 
ярого й озимого до проявлення цієї 
ознаки, яка ґрунтується на значній 
її варіабельності. Отримані нами 
дані засвідчують, що порівняно із 
сортами ріпака ярого (Форте, Ма-
рія, Квантум) у ріпака озимого (со-
рти Каріна, Тисменецький) спосте-
рігалося підвищення морфогене-
тичної активності ізольованих мік-
роспор. Це пов’язано, ймовірно, з 
формуванням озимих форм ріпака 
в більш стресових умовах до-
вкілля, що сприяє підвищенню рі-
вня переключення розвитку мікро-
спор із гаметофітного на спорофіт-
ний шлях. Різниця виявлялися та-
кож і в межах вибірки досліджених 
сортів, що характерно як для 
ярого, так і ріпака озимого. Так, з 
поміж ярих форм ріпака найбільша 
кількість ембріоїдів утворювалась 
у сорту Марія, а в ріпака озимого – 
у сорту Тисминецький. 

У численних дослідженнях ви-
явлено низку чинників, від яких за-
лежить процес андрогенезу ріпака 
в культурі in vitro і збільшення час-
тки морфогенних мікроспор. У сис-
темі індукції гаплоїдів in vitro сут-
тєва роль належить компонентам 
культурального середовища, а 
саме макро- і мікроелементам, ві-
тамінам, компонентам вуглевод-
ного й азотного живлення (Don 
Palmer, 2005; Olmedilla et all., 
2010), регуляторам росту, агару 

(Charne et all., 1988; Na et all., 2011; 
Жамбакин, 2012; Takahashi et all., 
2012;). Загальними, найбільш важ-
ливими чинниками, які впливають 
на процес регенерації є генотип 
рослин, стадія розвитку експланта-
тів, умови їхньої попередньої обро-
бки перед культивуванням, склад 
живильного середовища, параме-
три подвоєння хромосом та умови 
акліматизації під час переведення 
рослин-регенерантів із пробірок у 
відкритий грунт (Жамбакин, 2004; 
Kiszczak et all., 2017). 

Для одержання рослин-регене-
рантів сформовані ембріоїди ми 
відділяли від первинного експлан-
тата й переносили на агаризовані 
середовища, які містили мінера-
льні солі за прописом МС і були до-
повнені вітамінами та регулятори 
росту. 

Основним компонентом ініціа-
льного середовища, який впливає 
на індукцію ембріоїдів у культурі 
пиляків є регулятор росту 2,4Д у 
концентрації 0,1–2,5 мг/л (Жамба-
кин, 2004). У серії проведених нами 
експериментів максимальна індук-
ція ембріоїдів спостерігалася за 
додаванні до всіх досліджених се-
редовищ 2 мг/л 2,4-Д. Однак ембрі-
оїди тим часом мали пухку, глобу-
лярну структуру і в разі перене-
сення на регенераційне середо-
вище відбувалась їхня загибель. 
Культивування мікроспор за зни-
женої концентрації до 0,2 мг/л 2,4-
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Д призводило до утворення серце-
подібних і торпедоподібних ембрі-
огенних структур. Водночас вихід 
ембріоїдів знижувався, хоча підви-
щувалась їхня регенераційна здат-
ність, що уможливлювало отри-
мання більшої кількості рослин-ре-
генерантів.  

Оскільки відомо, що в стадії то-
рпедо ембріоїд містить апекси ко-
ренів і пагонів, а в низці випадків – 
тільки коренів або тільки пагонів 
(Жамбакин, 2004), у наших дослі-
дженнях для одержання гаплоїдів 

із пилкових ембріоїдів різних гено-
типів ріпака ярого й озимого, було 
використано оптимальне з протес-
тованих, модифіковане живильне 
середовище МС, доповнене 1,25 
мг/л БАП і 0,04 мг/л НОК.  Одноча-
сно відбувалось утворення пагонів 
зі стеблового та кореня – із корене-
вих апексів ембріоїдів. З даних, на-
ведених у таблиці 2 можна бачити, 
що регенераційна здатність отри-
маних ембріоїдів значною мірою 
зумовлювалася генотипом. 

 
 

2. Регенерація рослин із пилкових ембріоїдів ріпака ярого і ози-
мого 

 

Сорт, гібрид 
Висаджено емб-
ріоїдів, що реге-

нерують, шт 

Частота корене-
утворення, шт. 

Частота мор-
фогенетичних 

реакцій, % 

Форте 415 211 50,8 

Квантум 460 186 40,4 

Марія 510 307 60,2 

Тисменець-
кий 

180 150 83,3 

Карина 190 135 71,1 

НІР05  11 3,06 

 
Найвищі частота коренеутво-

рення й морфогенетичних реакцій, 
що призводили до утворення паго-
нів, спостерігалися в сортів ріпака 
ярого Марія та озимого Тисмене-
цький. Поступове збільшення дов-
жини пагона та кореня призводило 
до розвитку рослин-регенерантів, 
які у фазі 3–4 листків мали добре 
сформовану кореневу систему за-
вдовжки 4–8 см і були придатними 
для висадження в ґрунтосуміші 
(рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Укорінені гаплоїдні рослини-
регенеранти ріпака ярого сорту Ма-

рія 

 
Відомо, що тривале культиву-

вання укорінених регенерантів у 
стерильній культурі негативно 
впливає на їхню приживлюваність і 
подальший ріст (Бутенко, 1999).
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Використання закритих посудин 
для культивування для запобі-
гання мікробній контамінації зни-
жує газообмін, що і собі призво-
дить до обмеження надходження 
СО2 і видалення газуватих продук-
тів обміну рослин. Водночас зна-
чно знижується водний потенціал 
середовища внаслідок збагачення 
його сахарозою, яка є основним 
джерелом живлення та енергії. За 
таких умов культивування зміню-
ються морфологічна й анатомічна 
структура та деякі фізіологічні про-
цеси мікропагонів (Hazarika, 2006). 

У разі перенесення в субстрат 
рослина потрапляє в нові умови ку-
льтивування, а саме зниження во-
логості повітря, вплив мікрооргані-
змів, перехід до автотрофного жи-
влення, що вимагає підбору відпо-
відного субстрату та умов культи-
вування. У наших дослідженнях як 
субстрат використовували суміш 
торф : дерновий ґрунт : перліт у 
співвідношенні 1 : 1 : 1 і вирощу-
вали за умов 100 % вологості пові-
тря. Укорінені та адаптовані до зо-
внішніх умов рослини-регенеранти 
висаджували у відкритий ґрунт 
(табл. 3). 

 
3. Приживаність гаплоїдних рослин-регенерантів ріпака озимого і 

ярого в грунті 

 

Генотип 
Висаджено рослин 

в грунт, шт. 

Рослин, що прижилися 

шт. % 

Марія 46 37 80 ± 8,0 

Квантум 47 33 68,8 ± 11,6 

Форте 48 35 72,2 ± 10,6 

Тисменець-
кий 

47 28 57,1 ± 18,7 

Карина 51 32 62, 7 ± 3,1 

 
Найвищий відсоток приживано-

сті рослин спостерігався у ріпака 
ярого сорту Марія і становив 80 %, 
а найнижчий -  у ріпака озимого 
сорту Тисменецький – 57, 1% від-
повідно. 

Одержані укорінені гаплоїдні 
рослини-регенеранти з нормаль-
ною гео- і фототропічною реакцією 
переводили на диплоїдний рівень 
(2n=38) за допомогою дії водного 
розчину 0,1% колхіцину на коре-
неву систему при експозиції протя-
гом 4 год. Дія поліплоїдизуючого 
агента строго специфічна і полягає 
в пригніченні веретена поділу в ме-
тафазі клітини, в результаті чого 
подвоєні хромосоми не розхо-
дяться по полюсах (Zhou et all., 
2002). 

Одержані рослини висаджу-
вали у відкритий ґрунт, а перед цві-
тінням поміщали під ізолятори. В 
50% випадків у дигаплоїдних рос-
лин утворювались  фертильні кві-
тки з подальшим дозріванням на-
сіння. При посіві насіння в ґрунт 
отримували дигаплоїдні рослини, 
що супроводжувалось цитологіч-
ним контролем. У варіанті без об-
робки колхіцином рослини вияви-
лись стерильними, внаслідок чого 
насіння не утворювалось.  

 
Висновки. 

 
Розроблено схему комплексної 

передобробки ізольованих бутонів 
зниженими (+4°С протягом 36 год) 
і підвищеними (+22°С строком 21 
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добу та +30°С тривалістю 10, 14, 
21 діб) температурами для забез-
печення ембріогенезу із мікроспор, 
ізольованих із суцвіть різних гено-
типів ріпака ярого та озимого. Об-
робка ізольованих бутонів низь-
кими позитивними температурами 
і культивування пиляків при підви-
щених температурах завершувала 
процес диференціації ембріоїдних 
мікроспор. Встановлено, що для ін-
дукції ембріогенного розвитку не-
залежно від генотипу оптималь-
ною була температура +30°С за 
тривалості культивування упро-
довж 21 доби. Приживлюваність 
гаплоїдних рослин становила 57-
82%. На основі одержаних мето-
дом культури пилку in vitro дигап-
лоїдів, нами в співавторстві були 
вперше в Україні створені ранньо-
стиглий сорт ріпака озимого Анта-
рія, який характеризується однорі-
дністю достигання насіння і слабко 
ушкоджується квіткоїдом та серед-
ньостиглий сорт ріпака ярого Аіра, 
стійкий до обсипання і посухи, з пі-
двищеним вмістом білка в насінні. 
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Abstract. In selective breeding-genetic research of crops, the use of ex-

perimental haploidy methods is associated with the possibility of obtaining ho-
mozygous constant material in one generation, while in traditional breeding it 
is necessary to conduct several generations of inbreeding for 6-8 years. Step-
wise processing of isolated buds with reduced (+4 ° C for 36 h) and elevated 
temperatures (+22 ° C for 21 days and +30 ° C for 10, 14, 21 days) was se-
lected and applied, which allows to complete the differentiation process. It was 
shown that for the induction of embryogenic development, regardless of gen-
otype, the optimal temperature was +30 ° C for the duration of cultivation for 
21 days. The regenerative capacity of the obtained embryos was determined 
by the original genotype. Obtained rooted haploid plants-regenerants with nor-
mal geo- and phototropic reaction were transferred to the diploid level (2n = 
38) using an aqueous solution of 0.1% colchicine on the root system at 4 hours 
of exposure. On the basis of in vitro pollen dihaploids obtained by us, we co-
authored for the first time in Ukraine an early-ripening variety of winter rape-
seed Antaria and a medium-ripening variety of spring rapeseed Aira. 

Keywords: winter and spring rapeseed, haploids, callus, plant-regenerant. 
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