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Àáèîòè÷íèÿò ñòðåñ å âàæåí ôàêòîð âëèÿåù âúðõó äîáèâà íà ñîÿ â Áúëãàðèÿ. Çà
óñêîðÿâàíå íà ñåëåêöèîííèÿ ïðîöåñ å âúçìîæíî äà ñå ïðèëîæàò ñêðèíèíãîâè ìåòîäè
in vitro. ÏÅÃ è NaCl áÿõà èçïîëçâàíè çà ñèìóëèðàíå íà çàñóøàâàíå è çàñîëÿâàíå ïðè
êàëóñíè êóëòóðè îò ñîÿ ñîðò “Õîäñúí”. Óñòàíîâåíè áÿõa êîíöåíòðàöèèòå, ïðè êîèòî
àáèîòè÷íèòå ñåëåêòèâíè àãåíòè ÏÅÃ è NaCl âëèÿÿò ðàñòåæà íà êàëóñà. Îöåíåíà áå
ïðèãîäíîñòòà íà ðàçëè÷íèòå ñåëåêòèâíèòå àãåíòè çà ñúçäàâàíå íà ìîäåëíè ñèñòåìè.
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Abstract

Kosturkova G., T. Nedev, M. Dimitrova. Application of in vitro cultures in soybean (Gly-
cine max) to study abiotic stress factors.

Abiotic stress is an important factor influencing soybean yield in Bulgaria. In vitro
screening methods could be applied for accelerating the breeding process. PEG and NaCl
were used for simulation of drought and salinity in callus cultures of soybean cv. “Hodson”.
PEG and NaCl concentrations affecting calli growth were determined. Evaluation of the
suitability of different selective agents for in vitro modeling was evaluated.
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ÓÂÎÄ

Ñîÿòà çàåìà çíà÷èòåëíî ìÿñòî ñðåä ñåëñêî-ñòîïàíñêèòå ðàñòåíèÿ êàòî èçòî÷íèê
íà áåëòúöè è ðàñòèòåëíè ìàñëà. Â ðàçâèâàùèòå ñå ñòðàíè òÿ ÷åñòî çàìåñòâà
òðàäèöèîííî îòãëåæäàíèòå çúðíåíîáîáîâè êóëòóðè. Òîâà ÿ ïðàâè ñòðàòåãè÷åñêè âàæíà
çà öåëèÿ ñâÿò. Îöåíêàòà íà ñåëåêöèîíèðàíèòå ãåíîòèïè å ñèëíî çàâèñèìà îò
ñúîòâåòíèòå óñëîâèÿ íà îêîëíàòà ñðåäà. Àáèîòè÷íèÿò ñòðåñ âêëþ÷âàù çàñóøàâàíåòî,
òåìïðàòóðàòà, çàñîëÿâàíåòî è äðóãè íàìàëÿâà äîáèâà, êàòî êóëòóðèòå ðåàëèçèðàò
äî 25 % îò òåõíèÿ ïîòåíöèàëåí äîáèâ. Çàñóøàâàíåòî å îñíîâíèÿò àáèîòè÷åí ñòðåñ, à
ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷íàòà ìó îñíîâà å âñå îùå íå äîáðå èçÿñíåíà. Ãëîáàëíîòî

Èçñëåäâàíèÿ âúðõó ïîëñêèòå êóëòóðè, 2006, Òîì III - 2
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Ïðèëîæåíèå íà êàëóñíè êóëòóðè ïðè ñîÿ (Glycine max) çà èçó÷àâàíå íà àáèîòè÷íè ñòðåñîâè ôàêòîðè

çàòîïëÿíå çàñèëâà åôåêòà ìó, à ñåëåêöèÿòà êúì ñóõîóñòîé÷èâîñò ïðåäñòàâëÿâà
ñåðèîçíî ïðåäèçâèêàòåëñòâî (Sorrels et al., 2002)

Âúïðåêè äîñòèæåíèÿòà íà êëàñè÷åñêàòà ñåëåêöèÿ, ïðèðàñòúò îò ñåëñêî-ñòîïàíñêà
ïðîäóêöèÿ èçîñòàâà â ñðàâíåíèå ñ áúðçî óâåëè÷àâàùîòî ñå íàñåëåíèå â ñâåòà.
Ïîâèøàâàíåòî íà äîáèâèòå å ñòðàòåãè÷åñêà öåë íà ðàñòèòåëíàòà ñåëåêöèÿ, íî òÿ å
áàâåí è äúëúã ïðîöåñ. Íåîáõîäèìî å äà ñå ðàçðàáîòÿò ñêðèíèíãîâè ìåòîäè, êîèòî äà
ñà ïðîñòè è âúçïðîèçâîäèìè, äà íå èçèñêâàò ãîëåìè êàïèòàëîâëîæåíèÿ è çàåìàò äúëãè
ïåðèîäè âðåìå. Åäíà îò âúçìîæíîñòèòå â ïîìîù íà ðàñòèòåëíàòà ñåëåêöèÿ ñà in vitro
ìåòîäèòå, êîèòî äîïúëâàò êëàñè÷åñêàòà ñåëåêöèÿ è äîïðèíàñÿò çà ïðåîäîëÿâàíåòî
íà íÿêîè íåéíè îãðàíè÷åíèÿ. In vitro ìåòîäèòå  ñà èçïîëçâàíè øèðîêî â îïèòèòå çà
ñåëåêöèÿ íà òîëåðàíòíè êúì àáèîòè÷åí ñòðåñ ëèíèè. Óïîòðåáàòà íà in vitro ìóòàãåíåç
ïðèäðóæåí ñ in vitro ñåëåêöèÿ ôîðìèðà ñèñòåìà, êîÿòî å ñïîñîáíà çíà÷èòåëíî äà
ïîäîáðè åôåêòèâíîñòòà íå ñåëåêöèÿòà. (Cassels & Doyle, 2003)

Öåë íà íàñòîÿùåòî èçñëåäâàíå áåøå äà ñå èçïèòà ñîðò ñîÿ ïîëçâàí çà ñòàíäàðò
ñïðÿìî èçïîëçâàíèòå â ñåëåêöèÿòà áúëãàðñêè ëèíèè çà íåãîâàòà ñóõîóñòîé÷èâîñò çà
ïîäáîð íà ïîäõîäÿù èçõîäåí ìàòåðèàë çà åêñïåðèìåíòè in vitro.

ÌÀÒÅÐÈÀËÈ È ÌÅÒÎÄÈ

Èçõîäåí ìàòåðèàë áÿõà åêñïëàíòè îò ñåìåíà÷åòà îò ñîðò „Õîäñúí”. Ñåìåíàòà
áÿõà ïîâúðõíîñòíî ñòåðèëèçèðàíè ñ 70 % åòàíîë çà 1 ìèí, ïîñëåäâàíî îò áåëèíà (30
% v/v òúðãîâñêà áåëèíà è 70 % v/v äåñòèëèðàíà âîäà) çà 30 min è òðèêðàòíî èçïëàêâàíå
ñúñ ñòåðèëíà äåñòèëèðàíà âîäà. Îáåççàðàçåíèòå ñåìåíà áÿõà ïîñòàâÿíè íà ñðåäà çà
ïîêúëâàíå  Murashige & Skoog (1962). Ñëåä îáðàçóâàíå íà êîòèëåäîíèòå, íî ïðåäè
ôîðìèðàíåòî íà ïúðâè÷íîòî ñòåáëî áåøå èçîëèðàí ìåæäóêîòèëåäîííèÿ âúçåë,
ñëóæåù êàòî åêñïëàíò. Çà ôîðìèðàíå íà êàëóñ åêñïëàíòèòå áÿõà ïîñòàâÿíè íà ñðåäà
MS, ñ ÷åòèðèêðàòíî óâåëè÷åíè ìèêðîñîëè ïî Murashige & Skoog, âèòàìèíè B5 ïî
Gamborg & Eveleigh (1968), 30 g/l çàõàðîçà, 2.5 mg/l áåíçèë-àìèíî ïóðèí, 0.5 mg/l
àëôà íàôòèë îöåòíà êèñåëèíà, 7 g/l àãàð. Ñðåäèòå áÿõà àâòîêëàâèðàíè çà 20 min ïðè
121o C è íàëÿãàíå – 1 àòìîñôåðà. Çà îïðåäåëÿíå íà âúçäåéñòâèåòî íà ðàçëè÷íè
àáèîòè÷íè ñòðåñîâè ôàêòîðè â õðàíèòåëíàòà ñðåäà áÿõà äîáàâÿíè ïîëèåòèëåí ãëèêîë
(ÏÅÃ) ñ ìîëåêóëíî òåãëî 6000 ïðè êîíöåíòðàöèÿ 3 %; 6 % è 8 % èëè íàòðèåâ õëîðèä
(NaCl) ïðè êîíöåíòðàöèÿ 1 %; 2 % è 3 %. Íà òåçè ñðåäè áÿõà ïîñòàâÿíè êàëóñè. Êàëóñèòå
áÿõà êóëòèâèðàíè â åïðóâåòêè ïðè òåìïåðàòóðà 26î Ñ, ôîòîïåðèîä 8/16 h è îñâåòëåíèå
2000 lx. Ôðàãìåíòèòå îò êàëóñè, êîèòî îæèâÿâàõà áÿõà ïðåòåãëÿíè è ïðåõâúðëÿíè íà
ñëåäâàù ïàñàæ ïðåç 25 äíåâåí ïåðèîä. Íàðàñòâàíåòî íà êàëóñèòå áåøå îöåíÿâàíî
íà ñâåæî òåãëî, ñëåä ñóáêóëòèâèðàíå. Â îïèòèòå áÿõà èçñëåäâàíè îò 30 äî 50 êàëóñà
çà âñåêè âàðèàíò. Áåøå îïðåäåëÿí è ïðîöåíòa íà íàðàñòâàíå ñïðÿìî êîíòðîëàòà.
Èç÷èñëåíè ñà ñðåäíî-àðèòìåòè÷íèòå ñòîéíîñòè (X) è òåõíèòå ñòàíäàðòíè ãðåøêè (m)
ñ ïîìîùòà íà Jandel Scientific Software SigmaPlot version 2.0.

ÐÅÇÓËÒÀÒÈ

Ñîðò „Õîäñúí” èçïîëçâàí â íàøåòî èçëåäâàíå ïîêàçà ñïîñîáíîñò çà
ïðîäúëæèòåëíî ïîääúðæàíå â êóëòóðà áåç ñåëåêòèâåí íàòèñê (äî 10 ïàñàæà).
Êîíòðîëíèòå êàëóñè íàðàñòâàõà áúðçî. Ìàëêè ÷àñòè îò êàëóñèòå (100 mg) áÿõà
èçïîëçâàíè êàòî èçõîäíè åêñïëàíòè çà äà ñå îñèãóðè öÿëîñòåí äîñòúï íà ñåëåêòèâíèòå
àãåíòè äî åêñïëàíòèòå. Â ïúðâîòî è âòîðîòî ñóáêóëòèâèðàíå ïðè 8 % ÏÅÃ èìàøå
âèäèìî ïîäòèñêàíå íà ðàçâèòèåòî. ßâíî òðåòèðàíèòå êëåòêè íå ìîãàò äà ðåàëèçèðàò
æèçíåíèÿ ñè ïîòåíöèàë. Êîíöåíòðàöèèòå íà 3 % è 6% ÏÅÃ íå ïîäòèñêàõà íàðàñòâàíåòî
íà êàëóñèòå, äîðè áåøå íàáëþäàâàíî ñòèìóëèðàùî äåéñòâèå ñëåä ïúðâîòî
ñóáêóëòèâèðàíå, ïîñëåäâàíî îò çàãóáà íà òåãëîòî ñëåä âòîðîòî ñóáêóëòèâèðàíå.
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Äàííèòå ñà ïîêàçàíè â òàáëèöà 1.

Ïî óñòîé÷èâîñò êúì íàòðèåâ õëîðèä (NaCl) èçïèòàíèÿò ñîðò ïîêàçà êîíòðàñòíè
ðàçëè÷èÿ. Òåãëîòî íà íàðàñòâàùèòå êàëóñè íàìàëÿâàøå ïðè ïîâèøàâàíå íà
êîíöåíòðàöèèòå íà NaCl. Íàðàñòâàíåòî íà êàëóñèòå ïðè 3 % NaCl áåøå ñàìî 8.52 %
ñïðÿìî òåãëîòî íà êîíòðîëàòà. Çàãèâàíå íà êàëóñèòå áåøå îò÷åòåíî ïðè ïúðâîòî
ñóáêóëòèâèðàíå íà 3 % NaCl. Êîìïåíñàöèÿòà â ðàñòåæà ïðè âòîðî ñóáêóëòèâèðàíå ñå
äúëæè âåðîÿòíî íà ñåëåêòèâíèÿ ïîäáîð è ðàçâèòèåòî íà êëåòêè àäàïòèðàëè ñå êúì
ñúîòâåòíàòà êîíöåíòðàöèÿ (òàáë. 2).

ÎÁÑÚÆÄÀÍÅ

Â íàøèòå îïèòè áÿõà óñòàíîâåíè ïàðàìåòðèòå, ïðè êîèòî àáèîòè÷íèòå ñåëåêòèâíè
àãåíòè ÏÅÃ è NaCl ïîäòèñêàò/ñòèìóëèðàò ðàñòåæà íà êàëóñíè êóëòóðè îò ñîÿ è áå
óñòàíîâåíà âúçìîæíîñòòà íà èçïîëçâàíèòå àãåíòè çà ñúçäàâàíå íà ñåëåêòèâíà ñèñòåìà
in vitro. Ñúïîñòàâÿíåòî íà óñòîé÷èâîñòòà êúì ÏÅÃ è NaCl íà êàëóñíî ðàâíèùå íå
ïîêàçâà êîðåëàöèÿ. Óñòîé÷èâîñòòà íà òúêàííèòå êóëòóðè êúì âèñîêè êîíöåíòðàöèè
ÏÅÃ íå ñúîòâåòñòâà íà óñòîé÷èâîñòòà êúì äðóãèÿ ñåëåêòèâåí àãåíò. Ïðè÷èíà çà
îò÷åòåíîòî ðàçëè÷èå ìîæå äà å ðàçëè÷íàòà îñíîâà çà ôîðìèðàíå íà òàçè óñòîé÷èâîñò.
Îñâåí ïî ðàçëè÷èåòî êúì ñåëåêòèâíèÿ àãåíò, ðåçóëòàòèòå îò in vitro îïèòèòå ïðè äðóãè

Òàáëèцà 1. Âëèÿíèå íà îñìîòèêà ïîëèåòèëåí ãëèêîë (ÏÅÃ) âúðõó íàðàñòâàíåòî  
íà êàëóñíè êóëòóðè îò ñîÿ  

Table 1. Poly ethylene glycol (PEG) influence on the growth  
of soybean callus cultures 

Òåãëî íà êàëóñà  Êîíöåíòðàöèÿ íà 
ÏÅÃ 

Concentration of 
PEG (%) 

Ïðåç Iâè ïàñàæ  Ïðåç IIðè ïàñàæ 
 

 Õ ± m (mg) (%r) oò Ê 
from C Õ ± m (mg) (%r) oò Ê 

from C 
0 Ê/Ñ1 1210.2 ± 183 100. 2269.2 ± 121 100 
3 2164.2 ± 237 180. 1730.8 ± 223  76 
6 1885.4 ± 387 157 1009.0 ± 205  44 
8  938.9 ± 105  78 745.4 ± 91  33 
1 K – Êîíòðîëà; C – Control; %r – Ïðîöåíò ñïðÿìî êîíòðîëàòà,  
%r - Percentage relative to control 

Òàáëèцà 2. Âëèÿíèå íà íàòðèåâ õëîðèä (NaCl) âúðõó íàðàñòâàíåòî  
íà êàëóñíè êóëòóðè îò ñîÿ. 

Table 2. NaCl influence on the growth of soybean callus cultures 

Òåãëî íà êàëóñà Êîíöåíòðàöèÿ íà 
NaCl 

Concentration of 
NaCl (%) 

Ïðåç Iâè ïàñàæ  Ïðåç IIðè ïàñàæ  

 Õ ± m (mg) (%r) oò Ê 
from C Õ ± m (mg) (%r) oò Ê 

from C 
0 Ê/Ñ1 1557 ± 187 100 681 ± 62 681 ± 62 
1 502 ± 183 32 565 ± 71 565 ± 71 
2 1344 ± 239 86 669 ± 82 669 ± 82 
3 133 ± 4 8 636 ± 66 636 ± 66 
1 K – Êîíòðîëà; C – Control; %r – Ïðîöåíò ñïðÿìî êîíòðîëàòà,   
%r  - Percentage relative to control 
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àâòîðè äàâàò ïðîòèâîðå÷èâè ðåçóëòàòè è â çàâèñèìîñò îò èçïèòâàíèÿ âèä. Ïðè
èçñëåäâàíèÿòà íà Handa & Bressan (1983) ñ ïðèëîæåíèå íà ÏÅÃ ïðè êàëóñíè êóëòóðè
îò äîìàòè ñå ñúîáùàâàò íåãàòèâíè ðåçóëòàòè, äîêàòî çà óñïåõè ïðè in vitro êóëòóðè
ïðè öàðåâèöàòà ñúîáùàâàò Dolgih & Larina (1994). Âàæåí âúïðîñ å, äàëè
íàáëþäàâàíàòà óñòîé÷èâîñò å ðåçóëòàò íà ñåëåêöèÿ, èëè å ôîðìèðàíà â óñëîâèÿòà
íà êóëòèâèðàíå in vitro. Ïî-øèðîê êðúã èçñëåäâàíèÿ ñ âêëþ÷âàíå íà ðàçíîîáðàçåí
èçõîäåí ìàòåðèàë áèõà ìîãëè äà îñâåòÿò ïî-äîáðå òîçè âúïðîñ.

Óñïåøíîòî in vitro êóëòèâèðàíå íà ñîðò “Õîäñúí” å äîáðî íà÷àëî çà ìîäåëèðàíå
íà àáèîòè÷åí ñòðåñ ïðè áúëãàðñêè ñîðòîâå è ëèíèè. In vitro óñëîâèÿòà êîèòî áÿõà
óñòàíîâåíè, ïîçâîëÿâàò ïîäáîðà íà ìóòàíòíè ôîðìè, ïðè êîèòî äà ñå ïðîâåæäà
ñåëåêöèÿ êúì ñóõîóñòîé÷èâè è ñîëåóñòîé÷èâè ëèíèè ñîÿ, êîåòî å ñòúïêà ïî ïîñîêà íà
ñúçäàâàíå íà íîâè ôîðìè ðàñòåíèÿ.
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