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РЕФЕРАТ
наукової роботи

"Розробка та застосування технологій in vitro для розмноження і збереження біологічного різноманіття"
Сучасна біотехнологія рослин – сума технологій, які розвинені із молекулярної та клітинної біології рослин – є новою стадією в розвитку технології для розмноження і збереження біологічного різноманіття. За допомогою цих технологій покращення ознак може проходити на рівні індивідуального гену, а окремі гени, що визначають певну ознаку, можуть бути ідентифіковані, по ним може бути проведений відбір, їх можна ізолювати, ввести, виключити або модифікувати в генотипі рослини або в сорті. Внесок біотехнології в народне господарство полягає в полегшенні традиційних методів селекції рослин, розробці нових технологій, що дозволяють підвищити ефективність народного господарства. Методами генетичної та клітинної інженерії створені високопродуктивні та стійкі до абіотичних і біотичних факторів навколишнього середовища рослини. Однією із актуальних проблем є можливість оздоровлення рослин від накопичення інфекцій, що особливо важливо для культур, які розмножуються вегетативно. 
На сучасному рівні ефективне використання таких біотехнологічних методів як культура ізольованих тканин, клітин та органів, клітинна селекція та генетична інженерія, які дають можливість в порівняно короткі строки створити та розмножити цінний вихідний високопродуктивний матеріал.
Актуальність наукової роботи обумовлена потребою в розробці теорії та сучасних біотехнологій для розмноження і збереження біологічного різноманіття та необхідністю їхнього застосування для поліпшення довкілля, зберігання зникаючих та створення нових сільськогосподарських рослин, прискореного мікроклонального розмноження та оздоровлення цінних генотипів, виявлення та оцінювання поліморфізму ДНК, а також особливостей його виникнення, вивчення структури і еволюції генома та генофондів, використання у таксономії, систематиці та селекції. Зумовлена обмеженням генетичного різноманіття рослин, негативним впливом навколишнього середовища на структурну організацію геному рослин, внеском мутацій у формування фенотипу рослин та необхідністю створювати нові форми рослин з підвищеною адаптивною здатністю в умовах сучасної екологічної ситуації в Україні. Подібні технології на даний час стрімко розвиваються і потребують детального розроблення.
Метою запропонованої наукової роботи є розробка методів клітинної селекції та індукованого мутагенезу in vitro для одержання рослин з підвищеною стійкістю до несприятливих факторів навколишнього средовища, новітньої біотехнології прямої in vivo адаптації клонованих in vitro рослин на промислових плантаціях, отримання гранул методом холодного пресування, які рекомендовано для виготовлення чистосортних та купажних преміальних сортів пива, методик молекулярно-генетичного аналізу ідентифікації, диференціювання та встановлення відмінностей на молекулярному рівні, дослідження ДНК-поліморфізму в межах конкретних родів рослин та молекулярно-генетичний аналіз змін структурної організації геному під впливом різних чинників (спонтанні мутації, індуковані мутації та тривале культивування калюсу рослин in vitro).
Робота виконувалася у період з січня 2006 до лютого 2010 рр. в рамках наступних державних тем і проектів: 

· "Вивчення механізмів взаємодії фітовірусів із клітинами та розробка методів діагностики вірозів і отримання безвірусних рослин" 
(№ держреєстрації 0198U004073);

· "Наукове обґрунтування та дослідження ефективності біотехнологічних методів для використання в клітинній біології та селекції" (№ держреєстрації 0198U004095);

· "Розробка технологій мікроклонального розмноження цінних сільськогосподарських технічних та декоративних культур біотехнологічними методами та ДНК паспортизації сортів рослин" 
(№ держреєстрації 0103U005653)

· "Розробка біотехнологій клонування in vitro та культивування енергетичних та садово-паркових культур з застосуванням в альтернативній енергетиці і муніципальному озелененні" 
(№ держреєстрації 0108U001669)

· "Фізіолого-біохімічні і біотехнологічні дослідження в підвищенні ефективності селекції цукрових буряків" (№ державної реєстрації 0104U004555);
· "Вплив бактеріального стресу на ізоферментний спектр пероксидази пшениці і цукрових буряків" (№ державної реєстрації 0107U010512)
В рамках наукової роботи авторами розроблено біотехнологічні прийоми оздоровлення in vitro перспективних сортів хмелю звичайного, що дозволяює у 4–5 разів прискорити процес одержання безвірусного посадкового матеріалу. Результати досліджень використано для масового виробництва безвірусного посадкового матеріалу сортів хмелю Кумир, Гайдамацький та Національний, закладання маточних і промислових плантацій та прискорення селекційного процесу шляхом застосування соматичного ембріогенезу та сомаклональної мінливості в культурі in vitro.

Вперше в Україні нами проведено гранулювання хмелю на мінігрануляторі ЕСО-ВІО 100 (Національний університет біоресурсів і природокористування України), що дозволяє отримувати високоякісні хмельові гранули за мінімальних витрат енергоресурсів із продуктивністю виробництва гранул 100 кг/год. Втрати цінних компонентів хмелю при грануляції згідно біохімічного аналізу, проведеного в Україні і підтвердженого в Німеччині (Центр хмелярства Інституту рослинництва та захисту рослин м. Хулл, Німеччина), являються мінімальними і повністю відповідають технології виробництва пива.
Важливе значення у даній науковій роботі отримали розроблені методики експериментального мутагенезу і клітинної селекції в біотехнології рослинних клітин для одержання стійких до несприятливих фаторів навколишнього середовища рослин, оскільки останнім часом стан посівів в Україні суттєво погіршується внаслідок несприятливої дії на них викидів автотранспорту, важких металів, засолення, високих температур повітря, хвороб та шкідників. Запропоновані методики та технології дозволяють вирішити таку важливу задачу, як оптимізація умов вирощування рослин (на прикладі цукрових буряків) в умовах впливу критичних факторів середовища та підбір посадкового матеріалу, генетично стійкого до біотичних і абіотичних факторів урбанізованого середовища.

В рамках даної наукової роботи отримані результати аналізу структурної організації геному вищих рослин за допомогою молекулярно генетичних методів. Розроблена методика диференціації ліній Аrabidopsis thaliana L., отриманих в результаті експериментального мутагенезу, що ефективно розширює генетичне різноманіття та стосується суттєвих змін спадкового матеріалу. 

Було проаналізовано генетичне різноманіття роду Aesculus L. за допомогою молекулярно-генетичного аналізу. Встановлено обмеженість генофонду досліджених видів, тому було запропоновано використати тривале культивування калюсних культур in vitro з метою отримання самоклональних варіантів для розширення генетичного різноманіття роду Aesculus L. Була розроблена методика диференціації сомаклональних варіантів для їх розмноження та регенерації з метою збільшення генетичного різноманіття штучних насаджень гіркокаштанів.
У науковій роботі поставлена і розв'язана задача розробки та створення технологій in vitro для розмноження і збереження біологічного різноманіття. При цьому отримані наступні результати:
1. Модифіковано класичну схему отримання безвірусного садивного матеріалу, запропоновано технологічні операції з урахуванням матеріально-технічного забезпечення хмелярських господарств та подальшого розвитку галузі. Розроблену схему клонального мікророзмноження хмелю звичайного апробовано і вдосконалено на перспективних сортах хмелю Кумир, Гайдамацький та Національний. Розроблено біотехнологічні прийоми одержання оздоровленого рослинного матеріалу хмелю звичайного із використанням термотерапії у поєднанні з методом виділення апікальної меристеми. Вивчено регенераційну здатність різних типів меристем апекса та ефективність їх використання при елімінації вірусів хмелю звичайного. Показано залежність регенераційної активності експлантатів рослин хмелю від строків відбору вихідного рослинного матеріалу. З’ясовано, що оптимальним періодом для відбору вегетативних бруньок з надземної частини рослин в агроценозах є період з травня до середини липня місяця. При відборі зимуючих бруньок кореневищ для використання їх в якості первинних експлантатів при введенні в культуру in vitro цей період припадає на квітень місяць. 

2. Результатами дослідів з вивчення морфогенетичного потенціалу тканин та органів хмелю в умовах in vitro доведено доцільність використання, як базового, живильного середовища Мурасіге і Скуга. В процесі оптимізації біотехнологічних прийомів клонального мікророзмноження безвірусного посадкового матеріалу рослин хмелю звичайного підібрано і модифіковано склади живильних середовищ для різних етапів морфогенезу (МС-О (основне), МС-М (морфогенне), МС-К (калюсогенне), МС-Е (ембріогенне), МС-Р (ризогенне). Оптимальним співвідношенням регуляторів росту для активізації пазушних меристем та росту мікропагонів є бензиламінопурин у концентрації 1,0 мг/л  для експлантатів сорту хмелю Кумир та 1,5 мг/л – Гайдамацький і Національний та гіберелової кислоти у концентрації 1,0 мг/л для трьох сортів.

3. Досліджено процеси індукції, розвитку та фізіологічні особливості калюсогенезу хмелю звичайного. Вивчено інтенсивність формування калюсу на різних типах експлантатів (міжвузля, листок, стебло) та отримано морфогенний калюс сорту хмелю Гайдамацький із високою регенераційною здатністю. Цитологічним аналізом підтверджено гетерогенну структуру неморфогенного калюсу та виявлено меристематичні зони в морфогенному калюсі хмелю звичайного. Отримані нами практичні результати з непрямого морфогенезу хмелю в подальшому можуть бути використані при отриманні трасгенних рослин та вивченні морфофізіологфчних особливостей калюсної тканини хмелю звичайного.
4. Встановлено, що адаптацію ефективніше проводити на субстраті суміші торфу з піском у співвідношенні 1:3, на якому можна отримувати до 90% рослин-регенерантів сортів хмелю Кумир та Гайдамацький. Для сорту хмелю Національний вперше розроблено і рекомендовано біотехнологію прямої in vivo адаптації, яка включає використання адаптаційних фітоконтейнерів, компосту (суміш торфу, піску і перліту) та проведення прямої посадки на промислові хмільники (на глибину фітоконтейнера із формуванням вологоутримуючої ямки 30 см у діаметрі).

5. Запропонована технологія прямої закладки хмелеплантацій без стадії маточника немає світових аналогів. Рослини, які висаджені методом прямої адаптації на промислові хмільники, набагато активніше накопичують поживні речовини (полісахариди) кореневою системою, що дозволяє на наступний рік виходити на промислові врожаї. Як показали проведені нами експерименти, сформовані плантації сорту хмелю Національний вже на п’ятий місяць після адаптації формують шишки, врожайність яких становить у середньому 8-10 ц/га. Важливим і досить складним процесом є переробка сировини хмелю звичайного.
6. Вперше в Україні нами проведено гранулювання хмелю на мінігрануляторі ЕСО-ВІО 100 (Національний університет біоресурсів і природокористування України), що дозволяє отримувати високоякісні хмельові гранули за мінімальних витрат енергоресурсів із продуктивністю виробництва гранул 100 кг/год. Втрати цінних компонентів хмелю при грануляції згідно біохімічного аналізу, проведеного в Україні і підтвердженого в Німеччині (Центр хмелярства Інституту рослинництва та захисту рослин м. Хулл, Німеччина), являються мінімальними і повністю відповідають технології виробництва пива. Отримані, таким чином, гранули хмелю пройшли пивоварну оцінку на пивоварному заводі «Перша приватна броварня «Для людей – як для себе!» (м. Львів) та в Інституті хмелю (м. Жатець, Чеська Республіка). Отримані результати засвідчили, що надана сировина сорту хмелю Національний є якісним українським хмелем і його можна використовувати для виготовлення преміальних сортів пива. Економічні розрахунки отриманої нами технології клонального мікророзмноження, прямої адаптації та переробки свідчать про доцільність її використання.
7. Для одержання стійких форм цукрових буряків до фітопатогенних бактерій нами запропоновані три схеми селекції. Для визначення частоти утворення спонтанних резистентних клонів калюси цукрових буряків висаджували в селективні умови без обробки мутагенами (схема селекції 1). З метою індукції мутацій в клітинах цукрових буряків, які б сприяли росту калюсних клітин на селективних середовищах із підвищеною концентрацією прогрітих клітин, що дало б змогу відібрати значну кількість резистентних клітиннних ліній в роботі використовували високоефективні мутагени γ-опромінення і 
N-нітрозо-N-метилсечовина (схема селекції 2 і 3 відповідно). В результаті селекції з 108 ліній досліджуваного матеріалу, одержаного за схемою селекції 1 − 22,3% ліній мали стійкість вище контролю; 
з 124 ліній, одержаниих за схемою 2 – 29,5%; з 140 ліній, одержаних за схемою селекції 3 –  43,5%. 
8. Досліджено молекулярно-генетичні особливості мутантних ліній Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. на основі RAPD- ПЛР аналізу. Для диференціації певних точкових змін в геномі рослин було використано метод ПЛР, який передбачав використання 17 RAPD-маркерів.  Було встановлено зчеплення молекулярних маркерів: OPA-1, OPA-5, OPA-8, OPA-23 з мутацією er-1; OPA-4, OPA-11, OPA-18 з мутацією ap1-1; OPA-10 з комбінацією трьох рецесивних мутантних алелів ap1-1,
clv1-1,er-1. Це дає змогу ідентифікувати, диференціювати мутантні лінії та встановити відмінності на молекулярному рівні. На основі аналізу RAPD локусів визначали коефіцієнти генетичної подібності та дистанцій за Неєм та Лі. Коефіцієнт генетичних дистанцій розглядався нами, як міра генетичного різноманіття між досліджуваними генотипами. На основі RAPD аналізу виявлені поліморфні ампліфікони, які вказують на відмінність в організації геному ліній арабідопсису за рецесивними картованими генами er-1, clv1-1,er-1,
 ap1-1,er-1 та ap1-1,clv1-1,er-1. За результатами розрахунків філогенетичних зв’язків встановлено, що утворюються два кластери, які об’єднують мутантні лінії у порівнянні з вихідною. Розмах коефіцієнту дивергенції становить 0.08 – 0.1. Найбільш генетично подібними є мутантна лінія за рецесивними алелями clv1-1,er-1 та гомозиготний трирецесив за мутантними алелями ap1-1,clv1-1,er-1, коефіцієнт генетичної подібності між якими становить 0.9794.
9. Оцінено генетичне різноманіття роду Aesculus L. на основі результатів RAPD-ПЛР. Через різке погіршення стану рослин виду Aesculus hippocastanum в штучних насадженнях Києва необхідно проводити пошук стійких та толерантних рослин до хвороб та шкідників з високою адаптивною здатністю, високим рівнем генетичного різноманіття. Для цього було проаналізовано 8 видів та гібридів роду Aesculus. За результатами аналізу поліморфних RAPD-локусів у 8 видів і гібридів гіркокаштанів визначали генетичні дистанції за Неєм та Лі Цей показник розглядався нами як міра генетичного різноманіття і знаходиться для досліджуваних об’єктів у межах 0,0741 – 0,6931, що свідчить про значну генетичну гетерогенність досліджуваного роду. Було встановлено, що найбільш генетично віддаленими серед досліджуваних видів виявилися A. octandra Marsh. і A. pavia L. та 
A. parviflora Walt. та A. pavia L. Найбільш спорідненими є 
A. hippocastanum L. та A. glabra Willd. і A. hippocastanum L. та A. glabra Willd., що підтверджує розподіл видів по ареалам походження і розповсюдження. Для оцінки генетичної різноманітності 8-ми видів і гібридів роду Aesculus L. були розраховані показники середньої гетерозиготності: рівень середньої гетерозиготності, що спостерігається дорівнював 0,2656, а середньої очікуваної гетерозиготності – 0,3361. Це свідчить про те, що від 26,6% до 33,6% виявлених локусів знаходяться у гетерозиготному стані.
10. Досліджено геномну мінливість калюсних культур гіркокаштана звичайного з використанням молекулярно-генетичних методів. У зв’язку з високим ступенем антропогенного навантаження та пошкодження рослин гіркокаштана звичайного (Aesculus hippocastanum L.) мінуючою міллю його застосування в розбудові ландшафтів обмежене. Тому нині необхідно проводити оздоровлення, клонування та прискорене розмноження A. hippocastanum L. за допомогою культури in vitro. Одним з головних факторів, що впливають на стабільність геному і призводять до незворотних змін, які можуть накопичуватися в процесі культивування в культурі тканин in vitro, є екзогенні фітогормони та інші компоненти живильних середовищ. Для дослідження впливу на геном A. hippocastanum L. розроблених нами біотехнологічних підходів та живильних середовищ і перевірки можливості їх довготривалого використання без шкоди для збереження генофонду використано метод RAPD-ПЛР. Загальний рівень поліморфізму між зразками знаходиться в межах 12%. Серед шести поліморфних маркерів можна виділити три високополіморфних. У всіх інших випадках синтезу поліморфних фрагментів вони мають коефіцієнт поліморфізму 22 – 40%, що свідчить про середній ступінь поліморфізму. Це може свідчити про наявність змін, які зумовлені природою експлантата та індукуються факторами ізольованої культури. Значення генетичних дистанцій за Nei знаходяться в межах 
0 – 0,3747, що свідчить про суттєві зміни генетичного матеріалу в калюсних лініях гіркокаштана звичайного впродовж тривалого культивування in vitro. За результатами RAPD-ПЛР аналізу встановлено наявність феномена спонтанної (сомаклональної) мінливості серед ліній гіркокаштана звичайного одного походження внаслідок довготривалого культивування in vitro.
За результатами наукової роботи рекомендовано виробництву біотехнологію клонального мікро​роз​множення in vitro хмелю звичайного та ефективного оздоровлення й одержання генетично однорідного рослинного матеріалу. Розроблену систему з непрямого морфогенезу хмелю звичайного рекомендовано використовувати при створенні нових селекційних форм та трансгенних рослин. Розроблено біотехнологію прямої адаптації in vivo оздоровлених рослин і рекомендовано її для закладання хмелеплантацій без стадії маточ​ника, що дозволяє наступного року отримувати промислові врожаї. Запропоновано спосіб гранулювання сировини хмелю на міні​гра​нул​яторі ЕСО-ВІО 100 для отримання високоякісних хмельових гранул з метою використання в пивоварінні. Запропоновано три схеми селекції для створення нових сортів і гібридів рослин, стійких до фітопатогенів та методи боротьби з бактеріальними хворобами рослин у народному господарстві. Проведено оцінку молекулярно-генетичних особливостей  мутантних ліній Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., генетичного різноманіття роду Aesculus L. за допомогою RAPD-маркерів та аналіз мінливості калюсних ліній гіркокаштану звичайного (Aesculus hippocastanum L.) на основі RAPD-ПЛР аналізу. 
Створені авторами технології in vitro впроваджені в Національному університеті біоресурсів та природокористування України. Використання запропонованої біотехнології дозволило сформувати молоді та промислові плантації безвірусного хмелю сорту Національний в Україні протягом 2006–2008 рр. на площі понад 200 га. Отримані гранули хмелю пройшли пивоварну оцінку на пивоварному заводі «Перша приватна броварня «Для людей – як для себе!» (м. Львів) та в Інституті хмелю (м. Жатець, Чеська Республіка). Отримані результати засвідчили, що надана сировина сорту хмелю Національний є якісним українським хмелем і його можна використовувати для виготовлення преміальних сортів пива. Розроблені в Національному університеті біоресурсів та природокористування України методики для створення нових сортів і гібридів, зокрема цукрових буряків, дозволяють в експресному режимі одержувати стійкі до фітопатогенів рослини та боротися з бактеріальними хворобами рослин у народному господарстві. Отримані дані щодо поліморфізму RAPD-ПЛР можуть бути використані у селекційному процесі для класифікації та ідентифікації сортів, підбору відповідних батьківських пар для схрещування з урахуванням їх еколого-географічного походження.
Результати наукової роботи пройшли апробацію більше ніж на 60 вітчизняних і міжнародних конференціях, а також виставлялися на 3 національних і міжнародних виставках. 

При виконанні цієї роботи колективом авторів опубліковано 110 праць, серед яких: 29 статей, 67 тез доповідей на конференціях, 14 навчальних посібників. У міжнародних журналах, що містяться в базі даних SCOPUS, опубліковано 4 статті (кількість цитувань – 1).
Практична цінність наукової роботи "Розробка та застосування технологій in vitro для розмноження і збереження біологічного різноманіття" підтверджується опублікованими матеріалами, актами про впровадження від вітчизняних організацій, подяками і дипломами  національних і міжнародних виставок, пивоварною оцінкою якості хмельових гранул, отриманих із сорту хмелю «Національний».
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