
Уч&н ~1& ~<!!ПW!,С-kм УО вrАВМ1 rом 44, аь~п:у,с,к 2 

ммоль/л у опытных. В содержимом прямой кишки концентрация фосфора снизилась в контрольной группе до 
0,71±0,05 ммоль/л, в опытной -до 0,54±0,02 ммоль/л. 

Заключение. Проанализировав результаты, полученные в ходе опытов на курах-несушках родительско­

го стада по влиянию различных витаминно-минеральных добавок, можно отметить следующее: 
1. Наибольшая активность протео-, липо-, амилолитических ферментов у кур-несушек кросса «Беларусь-

9» 170-330-дневного возраста отмечалась в тонком кишечнике. По мере удаления от желудка активность фер­
ментов снижается. У кур-несушек со 170-ти до 330-дневного возраста активность протес-, липо-, амилолитиче­

ских ферментов и щелочной фосфатазы снижается. Активность щелочной фосфатазы, протеолитических и 
амилолитических ферментов в слизистой оболочке двенадцатиперстной кишки несколько выше, чем в слизи­

стой тощей кишки. Липолитические ферменты проявляли большую активность в слизистой оболочке тощей 
кишки. В содержимом толстого кишечника ферментативная активность низкая. Добавление в рацион кур­
несушек йодсодержащего препарата «Кайод» увеличивает активность щелочной фосфатазы, протес-, липо-, 
амилолитических ферментов в кишечнике. 

2. Ферментативная активность слизистой кишечника у кур породы «Плимутрою> по мере удаления от 
желудка убывает. В период с 240 до 330-дневного возраста активность исследуемых ферментов в кишечнике 
кур снижается. Замена в рационе кур минеральной добавки ракушка на пикумин не оказала отрицательного 
влияния на изменение активности пищеварительных ферментов. 

3. У кур-несушек кросса «Беларусь-9» 170-дневного возраста содержание кальция от желудка к тонкому 
отделу кишечника увеличивается, а затем уменьшается в толстом отделе. К 200-дневному возрасту концентра­

ция кальция в желудке увеличивается у птиц обеих групп и постепенно уменьшается в тонком отделе, но в пря­
мой кишке его количество увеличивается в обеих группах. В период интенсивной яйцекладки (280 дней) содер­
жание общего кальция в тонком отделе кишечника было меньше, чем в желудке, затем в слепых отростках не­
сколько возросло и снизилось в содержимом прямой кишки. К концу опыта (330 дней) концентрация кальция в 
контрольной группе уменьшалась от желудка к началу толстого отдела кишечника, но в прямой кишке его коли­
чество увеличилось. В опытной группе содержание кальция увеличивалось от желудка до слепых отростков и 

затем снизилось в прямой кишке. 
В распределении неорганического фосфора в отделах ЖКТ у кур различных возрастных групп наблюда­

лась тенденция к увеличению его количества в тонком и начале толстого отдела кишечника, а затем уменьше­

нию в прямой кишке. Причем у кур, получавших премикс «Айдеко», содержание фосфора, начиная с 200-
дневного возраста, было более выше, чем у кур, получавших основной рацион. 
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ПОЛУЧЕНИЕ РЕГЕНЕРАНТОВ РАПСА ИЗ ГИПОКОТИЛЕЙ ЧЕРЕЗ ПЕРВИЧНЫЙ ОРГАНОГЕНЕЗ 

Добровольский С.А., Кубарев В.С., Шишлов М.П.*, Курдеко А.П.** 
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"УО «Витебская ордена «Знак Почета» государственная академия ветеринарной медицины», 

г. Витебск, Республика Беларусь, 210026 

Проведены исследования по изучения процессов регенерации и методов повышения эффективности 
культивирования in vitro органов и тканей рапса, достижения стабильного выхода полноценных регенеран­
тов. Изучалось влияние различных биологически активных веществ на индукцию стеблевого и корневого 
морфогенеза гипокотилей рапса в условиях культуры in vitro. Была изучена возможность получения полно­
ценных регенерантов рапса из сегментов гипокотилей путем прямой регенерации. 

The researches оп the stиdy of regeneration processes and тethods of improvement of the efficiency of cиltiva­
tion in vitro of rape organs and tissues, achieveтent of staЬ/e yield of proper regenerants were condиcted. The inflи­
ence of different Ьiologically active substances of the indиction of stalk and root morphogenesis of гаре hypocotyls in 
the conditions of cиlture in vitro was estaЫished. The possiЬility of oЬtaining of rape regenerants fгот hypocotyl seg­
ments Ьу straight regeneration was stиdied. 

Введение. Дефицит кормового растительного белка в животноводстве продолжает оставаться одной из 
основных проблем полноценного кормления животных. В настоящее время в животноводстве Республики Бела­
русь дефицит кормового растительного белка составляет около 500 тысяч тонн. Благодаря высокому продук­
тивному потенциалу и содержанию в семенах сырого протеина, все большее значение приобретает такая сель-
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скохозяйственная культура, как рапс, шрот которой является ценным белковым ингредиентом при приготовле­
нии комбикормов. 

Благодаря достижениям отечественных и зарубежных селекционеров содержание антипитательных 
веществ, в частности эруковой кислоты и глюкозинолатов, у данной сельскохозяйственной культуры сведено к 
минимуму, что способствует значительному повышению качества шрота из семян рапса. 

Во многих странах мира созданы и трансгенные сорта рапса, а также сорта, полученные биотехнологи­
ческими методами, отличающиеся улучшенным качеством семян и устойчивостью к вредителям, болезням и 

гербицидам тотального действия. Селекционеры нашей республики также имеют большой опыт работы с дан­
ной культурой. Ими созданы высокоурожайные сорта рапса, которые занимают основные посевные площади в 
Республике Беларусь под этой культурой. При этом наши сорта не уступают зарубежным аналогам по качеству 
продукции и урожайности. В настоящее время ведется интенсивная работа по дальнейшему улучшению суще­
ствующих сортов рапса и созданию новых форм с использованием биотехнологических методов. 

Одним из важнейших подходов к созданию новых сортов рапса с применением биотехнологических ме­
тодов, в результате которых могут быть получены формы с новыми утилитарными признаками, является агро­
бактериальный трансгеноз. Следует заметить, что в результате агробактериальной трансформации все показа­
тели регенерации значительно снижаются. Поэтому особое внимание следует обратить на то, что при созда­

нии трансгенных форм методами агробактериального трансгеноза необходимо достижение стабильно-высокой 
частоты регенерации из трансформируемых частей, т.е. процессов морфо-стебле и -ризогенеза с последую­
щим получением полноценных растений, способных давать семена и наследующих приобретенные признаки в 
потомстве. 

Цель исследований направлена на изучение процессов регенерации и повышение эффективности мето­

дов культуры in vitro органов и тканей рапса, достижения стабильного выхода полноценных регенерантов. 
Материалы и методика исследований. В работе изучалось влияние различных биологически активных 

веществ на индукцию стеблевого и корневого морфогенеза гипокотилей рапса в условиях культуры iп vitгo. 

Схема эксперимента включала три этапа лабораторных исследований: 
1. Изучение морфогенной способности гипокотилей; 
11. Совмещение ризо- и морфогенеза на одном экспланте (получение полных регенерантов); 

111. Выявление роли ПВП (ПолиВинилПирролидон) в морфогенезе. 
Источником эксплантов для экспериментов служили семена рапса: сорта Лидер (озимый) в двух вариан­

тах, полученные проращиванием на среде У, MS в темноте (5-7 дней) и на свету (7-10 дней). (1); два сорта рапса 
- Смак (яровой) и Лидер (озимый) - различного онтогенетического возраста (11); два сорта рапса Милена 
(озимый) и Магнат (озимый). 

Семена стерилизовали путём отмывания их в смеси анионного (15%) и неионогенного (5%) поверхност­
но-активного вещества, трёхкратной отмывке стерильной дистиллированной автоклавированной водой, кратко­
временной обработкой 70° спиртом (три минуты), трёхкратной отмывке стерильной дистиллированной водой и 
выдерживанием двадцать минут в 5% растворе хлорамина. 

Культивирование донорных растений и эксплантов проводили при температуре 20-22 °С, освещенности 
6000 лк и фотопериоде 16 часов. 

Результаты исследований и их обсуждение. 
1. Посадка эксплантов - сегментов гипокотилей - проводилась на среду MS макросоли 25мл/л, микросо­

ли О,5мл/л, дополненная витаминами по Bs, CaCI - 168 мг/л, Бензиладенин (БА) - 4мл/л, Кинитин (КИН) - 2мг/л, 
Нафтилуксусная кислота (НУК) - О, 1 мг/л, AgN03 - 5мг/л, активированный уголь - 5мг/л и укрепленная 6 г/л мик­
робиологического агара. 

· Через три недели культивирования были получены следующие результаты (Табл. 1) 

Таблица 1. Морфогенная способность гипокотилей рапса. 

Эксплант Эксплант:медиальная 

Параметр часть гипокотиля 

Каллvсы с новообразованиями 51,9% 
Классические каллvсы 34,6% 
Отсутствие морфогенеза 13,4% 

Наблюдалось 3 типа образования морфогенных структур (новообразований): 1 тип: из дистальных шаро­
образных каллусообразований; 2 тип: из медиальной части гипокотиля; 3 тип: в редких случаях эксплант разла­
мывался на 2 части и из разлома выходили регенеранты. Наряду с нормальными морфогенными структурами, 
наблюдалось образование витрифицированных, которые отличались более ярким зеленым цветом и полным 
отсутствием ризогенеза, в дальнейшем все витрифицированные регенеранты погибли. Классические каллусы 

представляли собой шарообразные образования светло-зеленого цвета, образующиеся на месте среза или 
поранения. Не классические каллусы представляли собой нарастание каллусных масс иного цвета (от белого 

до бурого) непосредственно на всем зародыше (или на одном его полюсе). 
Далее морфогенных структуры были пересажены для укоренения на среду У, MS. Для большинства реге­

нерантов отмечается затрудненный ризогенез, большая часть морфогенных структур погибла. Те же, кому уда­

лось образовать корни, были перенесены в искусственную почву Биона-312 для адаптации к нормальным усло­
виям после «пробирочного» шока и в дальнейшем были пересажены в нормальную почву. На данный момент в 

условиях фитотронно-тепличного комплекса растет второе поколение. 

11. Была изучена возможность получения полноценных регенерантов рапса из сегментов гипокотилей 
путем прямой регенерации. Использовались два сорта рапса - Смак (яровой) и Лидер (озимый). Донорные рас­
тения различного онтогенетического возраста были получены на безгормональной среде У, MS, укрепленной 6 
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г/л агара. В опыте было по 4 варианта на каждый сорт (табл. 2). 

Таблица 2. Схема эксперимента по получению эксплантов рапса 

Сорт Возраст Свет Эксплант Длина сег- Кол-во сегментов от семя-

донорного расте- мента, долей до корня, шт. 

ния,дни См. 

Лидер 5 Есть гипокотиль 1-2 3 
Смак 5 Есть гипокотиль 1-2 3 
Лидер 5 Нет гипокотиль 1-2 3 
Смак 5 Нет гипокотиль 1-2 3 
Лидер 15 Есть гипокотиль 1-2 3 
Смак 15 Есть гипокотиль 1-2 3 
Лидер 15 Нет гипокотиль 1-2 3 
Смак 15 Нет гипокотиль 1-2 3 

Сегменты гипокотилей были пронумерованы от семядолей к корням как 1 (ближе к верхушке часть расте­
ния - апикальная), 11 (средняя часть - медиальная) и 111 (прикорневая часть - базальная). Посадка сегментов 
гипокотилей была проведена на среду MS, дополненную витаминами по 85, гормонами 4мг/л БА, 2мг/л КИН, 
О, 1 мг/л НУК, 3% сахарозы, 500мг/л Поливинилпирролидон (ПВП), 5мг/л активированного угля и 5 мг/л азотно­
кислого серебра и укрепленная 6г/л агара. Добавление в культуральную среду ПВП обусловлено сорбирующей 
способностью данного полимера, что совместно со схожим действием активированного угля позволяет более 

эффективно связывать токсические метаболиты развивающихся эксплантов и в результате обеспечивает раз­

витие корней на нижней (погруженной) части экспланта. 

Таблица З. Влияние условий выращивания донорных образцов рапса и возраста эксплантов на их реге­
нерационную способность (%). 

Вариант Регенеранты, % Каллус Наличие только корней, Каллус нетипич-

опыта: С- типичный,% % ный, % 
свет, циф- № сегмента № сегмента № сегмента № сегмента 
ра-возраст 1* 11 111 1 11 111 1 11 111 1 11 111 
экспланта 

Смак- 5 4,7 о 4,7 14 4,7 о 9,5· 23,8. 28,5. 4,7 4,7 о 

Смак-С, 5 7,1 2,3 о 19· 23,8• 7, 1 • о о 7, 1 7,1 7,1 19 
Лидер-5 о о о о о о 42,88 14• 7• 7 14 14 
Лидер- С, 5 10,5 5,2 о 10 15 5 о о 10 15 10 15 
Смак- 15 5 о о 15 о о 10 5 20 о 25 20 
Смак-С, 15* 28 9,3 6,2 6,2 6,2 3,1 о 6,2 12,5 о 6,2 12,5 
Лидер-15 11,7 5,8 2,9 2,9 2,9 11,7 11,7 23,5 11,7 2,9 2,9 8,8 
Лидер-С, 15 13,7 6,8 6,8 3,4 6,8 3,4 3,4 6,8 13,7 10,3 13,7 10,3 

В результате было установлено, что наибольшей способностью к образованию полноценных регенеран­
тов* обладают апикальные сегменты гипокатилей(табл.3). Наиболее компетентными по возрасту донорными 

растениями для взятия эксплантов являются 15 дневные, а по отношению к свету - выращенные при освеще­
нии. Данный факт можно объяснить тем, что в 5 дневных растениях еще недостаточно выражены различия ме­
жду апикальной и базальной частями, в то время как в 15 дневных данные отличия полностью проявляются. У 
этиолированных растения произошло отставание развития от роста и экспланты не готовы к морфогенезу. В 
отношении к куллусогенной способности• наиболее перспективны вторые сегменты пятидневных эксплантов, 

освещенные более предпочтительны. Корни более интенсивно образуются на 5 дневных неосвещенных экс­
плантах. 

Деление каллуса на типичный и нетипичный определялось по цвету, консистенции и морфогенному по­

тенциалу. А именно: из светло-зеленого, средне-плотного каллуса при пересадке на морфогенную среду воз­
можно достижение регенерации и получение морфогенных структур, а из темного или белого (бурого, желтого), 

плотного или слишком рыхлого каллуса достижение регенерации представляется затруднительным. 

Особенность модификации данной среды заключается в том, что на выходе образуются т.н. полные 
(полноценные) регенеранты, которые имеют в достаточной степени развитые корни и листья (в некоторых слу­

чаях стебли), что весьма удобно, т.к. не требует дополнительных пересадок. Полноценными регенеранты на­
зываются в том случае, когда с развившимися листьями и корнями они могут нормально произрастать вне куль­

туры in vitro и давать потомство. Развитие листьев и корней происходит полярно - на одном полюсе листовые 
структуры, а на противоположном - корни. 

Регенеранты с достаточно развитыми листовыми структурами, но без корней, были пересажены на уко­

реняющую среду MS, дополненную гормоном ИМК (2мг/л) и укрепленную 6г/л агара. После развития корней 
полные регенеранты пересаживались в искусственную почву Биона-312. 

Полные регенеранты, с развитыми листовыми структурами (часто фасциироваными) и корнями, сразу 

пересаживались в искусственную почву Биона-312 для адаптации к нормальным условиям. Следует отметить, 
что не все регенеранты быстро адаптируются - основным показателем готовности к нормальным условиям яв­

ляется рост стебля. Однако во многих случаях растения остаются маленькими, образуют листовую розетку и 
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остаются в таком состоянии весьма продолжительное время («ждущие» растения на данный момент в искусст­

венной почве - 14 месяцев, в сосудах с нормальной почвой -18 месяцев). Предполагается, что такие задержки 
в развитии вызваны накоплением экзогенных фотогормонов, в то время как полноценное растение в состоянии 
само их синтезировать, поэтому, пока организм «утилизирует» «лишние» фитогормоны, растение находится в 

«замедленном» состоянии. Достигнув определенной стадии развития в искусственной почве, растения переса­
живались в нормальную почву. Пересадка регенерантов (полноценных и не полноценных) из культуры iп vitгo в 
искусственную почву проводился через каждые три недели. 

111. Выявление роли ПВП (ПолиВинилПирролидона) в первичном морфогенезе 
Использовались два сорта рапса Милена (озимый) и Магнат (озимый). Донорные растения получали на 

среде MS с половинным содержанием солей. Сегменты гипокотиля вычленялись из нижней половины пророст­
ка (дистальная часть гипокотиля), длина сегмента - 1,5- 2 см. Посадка сегментов на вышеуказанную среду (2 и 
3) (первый вариант - концентрация ПВП - 0,5 г/л, второй вариант - концентрация ПВП 1 г/л) 

Таблица 4. Получено регенерантов рапса в контроле и опыте (%). 

Сорт/концентрация ПВП 1 ая неделя куль- 2ая неделя куль- 4ая неделя куль-
тивирования тивирования тивирования 

Милена 0,5 (контроль) (77%) (77%) (85%) 

Магнат 0,5 (контроль) (61%) (61%) (77%) 

Милена 1 (62,5%) (71%) (75%) 

Магнат 1 (47%) (52%) (58%) 

Увеличение концентрации ПВП не привело к увеличению выхода регенерантов, и оптимальной концен­
трацией является 500мг на литр. 

Полученные данные также свидетельствуют о лучшей отзывчивости сорта Милена на культивирование 
in vitгo, no сравнению с сортом Магнат, при чем максимальная результативность регенерации достигается на 
4ую неделю культивирования - после начинается проявляться токсичное действие продуктов метаболизма 

эксплантов, негативное влияние пролонгированного воздействия ионов серебра, истощение среды питательны­
ми веществами. 

Заключение. Полученные данные указывают на возможность получения полных регенерантов рапса в 
культуре in vitro без дополнительных пассажей и пересадок за счёт правильно подобранных концентраций фи­
тогормонов и биологически активных веществ, позволяющих реализовать принципы тотипотентности и поляр­
ности вегетативных органов растения. В результате на погруженной в культуральную среду части экспланта 
образуется корень, а на противоположной - морфоrенные структуры. Использование данных веществ значи­

тельно упрощает и удешевляет процесс получения полных реrеиерантов, позволяет за сравнительно короткий 

промежуток времени получить широкий спектр различных форм, что важно для селекционного процесса, т.к. 
позволяет отобрать ценные в белковом отношении образцы для дальнейшей работы и включения в производ­

ственный процесс. 
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