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å÷åìèê

Ïðîó÷åíà å ðåãåíåðàöèîííàòà ñïîñîáíîñò íà ñîðòîâåòå Âåñëåö, Ïåðóí è Åìîí
â êóëòóðà îò íåçðåëè çàðîäèøè âúðõó äâà âàðèàíòà íà õðàíèòåëíàòà ñðåäà ñúñ
ñòàíäàðòíàòà çà MS êîíöåíòðàöèÿ íà CuSÎ4 /0,1μM/ è ñ óâåëè÷åíà êîíöåíòðàöèÿ íà
CuSÎ4  /5μM/. Óñòàíîâåíî å, ÷å è ïðè òðèòå ñîðòà íà ñðåäàòà ñ ïî-âèñîêà êîíöåíòðàöèÿ
íà Cu éîíè ñà ðåãåíåðèðàíè ïî-ãîëÿì áðîé ðàñòåíèÿ. Ïî-âèñîêîòî ñúäúðæàíèå
Cu2+â ñðåäàòà íå âîäè äî ïîâèøàâàíå íà áðîÿ íà åìáðèîãåííèòå êàëóñè. Ïî-âèñîêàòà
ðåãåíåðàöèîííà ÷åñòîòà ñå äúëæè íà ïî-ãîëåìèÿ áðîé ðàñòåíèÿ, ïîëó÷åíè îò åäèí
åìáðèîãåíåí êàëóñ. Ïðè èçïèòâàíàòà ñèñòåìà çà êóëòèâèðàíå íà íåçðåëè çàðîäèøè
ïðîó÷âàíèòå ñîðòîâå ñå ïîäðåæäàò ïî îòíîøåíèå íà ðåãåíåðàöèîííàòà ñè
ñïîñîáíîñò â ñëåäíàòà ïîñëåäîâàòåëíîñò: Åìîí>Ïåðóí>Âåñëåö.

Êëþ÷îâè äóìè: å÷åìèê-in vitro êóëòèâèðàíå-íåçðåëè çàðîäèøè

Abstract

Dyulgerova, B. Evaluation on the regeneration ability of winter barleyculturals.
The regeneration ability of three barley cultivars in immature embryos culture on MS

medium with standard  concentration of CuSÎ4 /0,1μM/ and with increase concentration
of CuSÎ4  /5μM/ was examined. The higher concentration of Cu2+ in the medium improves
regeneration frequency as a result of more regenerated plants from one embryogenic
callus in all studied genotypes. Regard to the regeneration ability the studied cultivars
arrange in the following order Emon >Veslets> Perun .

 Key words: barley- in vitro culture-immature embryos

ÓÂÎÄ

Èçïîëçâàíåòî íà ðàçëè÷íè in vitro òåõíèêè â ñåëåêöèîííàòà ðàáîòà ïðè å÷åìèêà,
çàâèñè îò íàëè÷èåòî íà åôåêòèâíà ñèñòåìà çà ðåãåíåðàöèÿ (Dahleen and Bregitzer
2002, Chang et al. 2003). Å÷åìèêúò å êóëòóðà, ïðè êîÿòî íàáîðà îò åêñïëàíòè,
ïîäõîäÿùè çà in vitro êóëòèâèðàíå å ñðàâíèòåëíî îãðàíè÷åí (Ganeshan et al. 2003).
Âúïðåêè óñïåøíàòà ðåãåíåðàöèÿ ïðè èçïîëçâàíåòî íà: ñêóòåëóì îò íåçðåëè çàðîäèøè
(Klcová et al. 2004), íåçðåëè ñúöâåòèÿ  (Thomas and Scott, 1985), àïèêàëíè ìåðèñòåìè
(Vitanova et al., 1995; Sahrawat and Chand, 2004;), ñåãìåíòè îò ëèñòíèòå îñíîâè (Chugh
and Khurana, 2003), çðåëè çàðîäèøè (Abumhadi et al. 2005; Sharma et al. 2005) è
äðóãè,  íåçðåëèòå çàðîäèøè îñòàâàò ïðåäïî÷èòàí èçõîäåí åñêïëàíò ïðè å÷åìèêà
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(Dahleen and Bregitzer 2002, Chang et al. 2003).
Ñ÷èòà ñå, ÷å ãåíîòèïíàòà çàâèñèìîñò å åäèí îò îñíîâíèòå ôàêòîðè âëèÿåùè,

âúðõó in vitro ðåãåíåðàöèÿòà íà å÷åìèêà (Bregidzer, 1992; Jiang et al., 1998; Hussein et
al. 2004; Serhantova et al. 2004). Äðóã âàæåí ôàêòîð çà êàëóñíàòà èíäóêöèÿ è
ðåãåíåðàöèÿ å ñúñòàâà íà õðàíèòåëíàòà ñðåäà. Èìà äàííè, ÷å óâåëè÷åíîòî
ñúäúðæàíèå íà Cu â ñðåäàòà ïîâèøàâà ðåãåíåðàöèîíàòà ÷åñòîòà â êóëòóðà îò íåçðåëè
çàðîäèøè ïðè å÷åìèêà (Dahleen, 1995).

Öåëòà íà íàñòîÿùåòî ïðîó÷âàíå å äà ñå óñòàíîâè ðåãåíåðàöèîíàòà ñïîñîáíîñò
íà òðè ñúâðåìåííè áúëãàðñêè ñîðòà å÷åìèê â êóëòóðà îò íåçðåëè çàðîäèøè íà ñðåäà
ñ íîðìàëíî è ñ óâåëè÷åíî ñúäúðæàíèå íà Cu éîíè.

ÌÀÒÅÐÈÀË È ÌÅÒÎÄÈ

Èçñëåäâàíåòî å ïðîâåäåíî â áèîòåõíîëîãè÷íà ëàáîðàòîðèÿ íà Èíñòèòóò ïî
çåìåäåëèå ãð. Êàðíîáàò. Çà èçõîäåí ìàòåðèàë ñà èçïîëçâàíè ñîðòîâåòå: Âåñëåö
(Çàïðÿíîâ è äð.,1996), Ïåðóí (Íàâóùàíîâ è äð., 1997) è Åìîí (Ìåðñèíêîâ, 2003).
Äîíîðíèòå ðàñòåíèÿ ñà îòãëåäàíè ïðè ïîëñêè óñëîâèÿ.

Çà èíäóêöèÿòà íà êàëóñ, ïîääúðæàíåòî ìó, ðåãåíåðàöèÿòà è âêîðåíÿâàíåòî íà
ðåãåíåðàíòèòå îò òðèòå ñîðòà å÷åìèê ñà èçïîëçâàíè õðàíèòåëíè ñðåäè íà îñíîâàòà
íà MS (Murashige and Skoog, 1962), êîèòî ñà èçãîòâÿíè â äâà âàðèàíòà – ñúñ
ñòàíäàðòíàòà çà MS êîíöåíòðàöèÿ íà CuSÎ4 /0,1μM/ è ñ óâåëè÷åíà êîíöåíòðàöèÿ íà
CuSÎ4  /5μM/  (Dahleen, 1995 ).

Èçîëèðàíåòî íà íåçðåëèòå çàðîäèøè (1-2 mm) ñå èçâúðøâà ïðèáëèçèòåëíî 14
äíè ñëåä îïëîæäàíåòî. Çà êàëóñíà èíäóêöèÿ ñå ïîñòàâÿò ïî 20 áðîÿ åêñïëàíòè â
åäíî ïåòðèåâî áëþäî /15õ100mm/, êàòî íà âñåêè âàðèàíò íà ñðåäàòà è îò âñåêè ñîðò
ñe êóëòèâèðàò ïî 140 íåçðåëèòå çàðîäèøè. Ñëåä 8 ñåäìèöè êóëòèâèðàíå ñå èçâúðøâà
îò÷èòàíå íà ïîëó÷åíèÿ åìáðèîãåíåí êàëóñ è òîé ñå ïðåõâúðëÿ íà ñðåäà çà
ðåãåíåðàöèÿ.

Èçïîëçâàíà å ñèñòåìà çà êóëòèâèðàíå íà íåçðåëè çàðîäèøè å÷åìèê ðàçðàáîòåíà
îò Bregitzer et al.(1992), ñïîðåä êîÿòî ðåãåíåðàöèÿòà ïðîòè÷à íà äâà åòàïà. Ïðåç
ïúðâèÿ åòàï êàëóñèòå ñå êóëòèâèðàò â ïðîäúëæåíèå íà äâå ñåäìèöè íà ñðåäà áåç
õîðìîíè è ñ óâåëè÷åíî ñúäúðæàíèå íà çàõàðîçà (60 g/l), à ïðåç âòîðèÿ åòàï
êóëòèâèðàíåòî ïðîäúëæàâà íà ñðåäà áåç õîðìîíè è ñ 30 g/l çàõàðîçà â ïðîäúëæåíèå
íà äâå äî ÷åòèðè ñåäìèöè. Îò÷èòàò ñå ðåãåíåðèðàëèòå ðàñòåíèÿ è ñå ïðåõâúðëÿò íà
ñðåäà çà âêîðåíÿâàíå â åïðóâåòêè çà îùå 2-3 ñåäìèöè.

Òåìïåðàòóðàòà ïðåç öåëèÿò ïåðèîä íà êóëòèâèðàíå ñå ïîääúðæà 25îC,
îñâåòëåíèåòî ïî âðåìå íà êàëóñíàòà ôàçà è ïúðâèÿ åòàï îò ðåãåíåðàöèÿòà å 25μmol
m-2 s-1 è ïðîäúëæèòåëíîñò 12 h, à ïðåç âòîðèÿ åòàï íà ðåãåíåðàöèÿ è âêîðåíÿâàíåòî
å 125μmol m-2 s-1 è ôîòîïåðèîä- 16h ñâåòëî è 8h òúìíî.

Çà îöåíÿâàíå íà ðàçëèêèòå â êàëóñîîáðàçóâàíåòî è ðåãåíåðàöèÿòà ìåæäó äâàòà
âàðèàíòà íà õðàíèòåëíà ñðåäà è ìåæäó ñîðòîâåòå ñà èçïîëçâàíè àíàëèç íà âàðèàíñà
è t- êðèòåðèè (SPSS 12.0 for Windows).

ÐÅÇÓËÒÀÒÈ È ÎÁÑÚÆÄÀÍÅ

Îò Òàáëèöà 1.  ñå âèæäà, ÷å ãåíîòèïúò èìà ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî âëèÿíèå
âúðõó îáùîòî êàëóñîîáðàçóâàíå, îáðàçóâàíåòî íà åìáðèîãåíåí êàëóñ è ðàñòèòåëíàòà
ðåãåíåðàöèÿ. Âàðèàíòèòå íà õðàíèòåëíàòà ñðåäà è âçàéìîäåéñòâèåòî ìåæäó
ãåíîòèïà è õðàíèòåëíàòà ñðåäà èìàò äîêàçàíî âëèÿíèå ñàìî âúðõó ðàñòèòåëíàòà
ðåãåíåðàöèÿ, íî íå è âúðõó  îáùîòî êàëóñîîáðàçóâàíå è îáðàçóâàíåòî íà
åìáðèîãåíåí êàëóñ.

Íà÷àëîòî íà èíòåíçèâíî êàëóñîîáðàçóâàíå ñå íàáëþäàâà íÿêîëêî äíè ñëåä
âúâåæäàíå íà íåçðåëèòå çàðîäèøè â in vitro êóëòóðà. Êàòî åìáðèîãåíåí êàëóñ ñå
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îïðåäåëÿ êàëóñúò, êîéòî ñå îòëè÷àâà ñ áÿë äî ñâåòëî-æúëò öâÿò è çúðíåñòà, ïëúòíà
ñòðóêòóðà. Íååìáðèîãåíèÿò êàëóñ å ïðîçðà÷åí äî áåëåçíèêàâ, ñ  ðåõàâà, âîäíèñòà
êîíñèñòåíöèÿ.

Ïðîöåíòúò íà åêñïëàíòèòå, îáðàçóâàùè êàëóñ íà äâàòà âàðèàíòà íà
õðàíèòåëíàòà ñðåäà; ïðîöåíòúò íà åêñïëàíòèòå îáðàçóâàùè åìáðèîãåíåí êàëóñ è
ïðîöåíòúò íà åìáðèîãåííèÿ êàëóñ îò îáùîòî êîëè÷åñòâî èíäóöèðàí êàëóñ ñà
ïîêàçàíè â Òàáëèöà 2. Ñîðòîâåòå Âåñëåö è Ïåðóí íå ñå ðàçëè÷àâàò ñúùåñòâåíî ïî
ñïîñîáíîñòòà ñè çà èíäóöèðàíå íà êàëóñ. Ñîðò Åìîí îáðàçóâà ñ îêîëî 6% ïî-ìàëêî
îáù êàëóñ â ñðàâíåíèå ñ Âåñëåö è 11% â ñðàâíåíèå ñ Ïåðóí. Ïðè òîçè ñîðò îáà÷å
ïðîöåíòúò  íà åìáðèîãåííèÿ êàëóñ îò îáùî èíäóöèðàíèÿ êàëóñ å ïî-âèñîê îò êîëêîòî
ïðè îñòàíàëèòå äâà ñîðòà, â ðåçóëòàò íà êîåòî òîé äîêàçàíî ïðåâúçõîæäà äðóãèòå
ñîðòîâå ïî áðîé åìáðèîãåííè êàëóñè íà 100 êóëòèâèðàíè çàðîäèøà (Òàáëèöà 3.).
Ïîëó÷åíèòå  ïðè òîçè îïèò ðåçóëòàòè íå ïîêàçâàò ïðÿêà çàâèñèìîñò ìåæäó îáùîòî
êîëè÷åñòâîòî èíäóöèðàí êàëóñ è êîëè÷åñòâîòî íà åìáðèîãåííèÿ êàëóñ. Ëèïñàòà íà
òàêàâà çàâèñèìîñò å óñòàíîâåíà è îò äðóãè àâòîðè (Hanzel, 1985; Bregitzer,1992;
Áîæàíîâà è Ãðàìàòèêîâà, 1995; Klcova et al. 2004).

Òàáëèöà 2. Êàëóñîîáðàçóâàíå ïðè òðèòå ñîðòà å÷åìèê  
ñëåä 8 ñåäìèöè êóëòèâèðàíå 

Ñîðò Èíäóêöèîííà 
ñðåäà 

% åêñïëàíòè 
 îáðàçóâàùè  

êàëóñ 

% åêñïëàíòè 
Îáðàçóâàùè 
åìáðèîãåíåí 

êàëóñ 

% íà 
åìáðèîãåííèÿ 

êàëóñ îò îáùîòî 
êîëè÷åñòâî êàëóñ 

Âåñëåö MS 87.14 25.00 28.95 
 MS+Cu 81.43 27.86 34.71 
 Ñðåäíî 84.29 26.46 31.83 

Ïåðóí MS 87.86 30.71 35.64 
 MS+Cu 90.71 30.00 33.77 
 Ñðåäíî 89.29 30.36 34.71 

Åìîí MS 77.86 47.14 60.94 
 MS+Cu 79.29 48.57 62.81 
 Ñðåäíî 78.58 47.86 61.88 

Ñðåäíî MS 84.29 34.29 41.84 
 MS+Cu 83.81 35.48 43.76 

Òàáëèöà 3. Îöåíÿâàíå ðàçëèêàòà â êàëóñîîáðàçóâàùàòà ñïîñîáíîñò íà ñîðòîâåòå  
÷ðåç t - òåñò 

Êàëóñîèíäóêöèÿ Åìáðèîãåíåí êàëóñ Åìáðèîãåíåí êàëóñ/ 
Îáù êàëóñ Ñîðò 

t Äîêàçà 
íîñò t Äîêàçà 

íîñò t Äîêàçà 
íîñò 

Âåñëåö  – Ïåðóí 1.18 - 1.18 - 0.605 - 
Âåñëåö  –Åìîí 1.14 - 7.67 +++ 7.275 +++ 
Ïåðóí– Åìîí  3.09 + 6.12 +++ 5.983 +++ 

Òàáëèöà 1. Ñðåäíè êâàäðàòè îò àíàëèç íà âàðèàíñà íà ÷åñòîòàòà 
íà êàëóñîîáðàçóâàíå è ðåãåíåðàöèÿ 

Èçòî÷íèê íà âàðèðàíå Èíäóöèðàí 
êàëóñ 

Åìáðèîãåíåí 
êàëóñ 

Рåãåíåðèðàíè 
ðàñòåíèÿ 

Ãåíîòèï 16.095* 72.881*** 371.214*** 
Хðàíèòåëíà ñðåäà 0.095 0.595 244.024*** 
Ãåíîòèï õ Хðàíèòåëíà ñðåäà 2.952 0.452 48.595*** 

 *p≤ 5%;  ***p≤ 0.1%; 
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Îò ïðîó÷âàíèòå ãåíîòèïîâå íàé-âèñîêà ðåãåíåðàöèîííà ñïîñîáíîñò ïîêàçà ñîðò
Åìîí, ñëåä íåãî ñå íàðåæäà Ïåðóí è ñ íàé-ìàëêî ðåãåíåðàíòè íà 100 åêñïëàíòè å
ñîðò Âåñëåö (Òàáëèöà 4.). È ïðè òðèòå ñîðòà äîáàâÿíåòî íà Cu éîíè êúì õðàíèòåëíàòà
ñðåäà âîäè äî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî ïîâèøàâàíå áðîÿ íà ïîëó÷åíèòå
ðåãåíåðàíòè (Òàáëèöà 5.).

Ïðè Âåñëåö òîâà ïîâèøàâàíå å  ñ 37,5%, ïðè Ïåðóí ñ 35,1% è ïðè Åìîí ñ 59,5%.
Ïî-âèñîêàòà   ðåãåíåðàöèîííà ñïîñîáíîñò íà ñðåäà ñ ïî-âèñîêà êîíöåíòðàöèÿ íà
Cu2+ å â ðåçóëòàò íà ïî-ãîëåìèÿ áðîé ðåãåíåðàíòè, ïîëó÷åíè îò åäèí åìáðèîãåíåí
êàëóñ. Ïî-âèñîêà ðåãåíåðàöèîííà ÷åñòîòà íà ñðåäà ñ ïî-âèñîêî ñúäúðæàíèå íà
Cu2+ îò÷èòàò Dahleen (1995), Bregitzer et al. (1998), Dahleen and Bregitzer (2002).

Ðåäèöà àâòîðè (Bregitzer et al., 1998; Ãàíóøåâà, 2000; Dahleen and Bregitzer, 2002)
äîêëàäâàò çà ðåãåíåðàöèÿ íà àëáèíî ðàñòåíèÿ â êóëòóðà îò íåçðåëè çàðîäèøè.  Â
íàøåòî ïðîó÷âàíå ñðåä ðåãåíåðàíòèòå íå ñà íàáëþäàâàíè àëáèíî ðàñòåíèÿ.
Óñòàíîâåíè ñà ðàçëè÷íè ôàêòîðè, êîèòî âëèÿÿò âúðõó ðåãåíåðàöèÿòà íà àëáèíî
ðàñòåíèÿ, êàòî  ñòàäèÿ íà ðàçâèòèå íà åêñïëàíòà (Chang et al. 2003; Serhantova et al.
2004), ãåíîòèïà (Bregitzer and Campbell, 2001; Wang et al., 2002), ñúñòàâà íà
õðàíèòåëíàòà ñðåäà (Bregitzer et al., 1998; Dahleen and Bregitzer, 2002).

Ïîâå÷åòî èçñëåäîâàòåëè ñ÷èòàò, ÷å ãåíîòèïúò å åäèí îò êðèòè÷íèòå ôàêòîðè ïðè
in vitro ðåãåíåðàöèÿòà íà å÷åìèêà (Hussein et al. 2004; Šerhantová et al. 2004;
Abumhadi et al. 2005). Íàëèöå ñà èçñëåäâàíèÿ, ïîêàçâàùè ÷å ðåãåíåðàöèîííàòà
ñïîñîáíîñò â êóëòóðà îò íåçðåëè çàðîäèøè ñå êîíòðîëèðà îò ðåäèöà ãåíè, êîåòî
îïðåäåëÿ è ãîëÿìîòî âàðèðàíå â in vitro îòãîâîðà íà ðàçëè÷íèòå ñîðòîâå (Komasuda
et al., 1989; Bregidzer, 1998; Mano et al., 1996). Íàáëþäàâàíèòå ãåíîòèïíè ðàçëè÷èÿ â
ðåãåíåðàöèîííàòà ñïîñîáíîñò ìåæäó ñîðòîâå Âåñëåö, Ïåðóí è Åìîí ñà â
ñúîòâåòñòâèå ñ ðåçóëòàòèòå îò ïðîó÷âàíèÿòà íà ãîðåïîñî÷åíèòå àâòîðè.

Òàáëèöà 4. Ðàñòèòåëíà ðåãåíåðàöèÿ ïðè ñîðòîâåòå Âåñëåö, Ïåðóí è Åìîí 

 Ñîðò Ñðåäà Áðîé ðåãåíåðàòè íà 100 
çàëîæåíè åêñïëàíòè 

Áðîé ðåãåíåðàíòè /áðîé 
åìáðèîãåííè êàëóñè 

Âåñëåö MS 34.29  1.27 
 MS+Cu 47.14  1.57  
 Ñðåäíî 40.72 1.42 
Ïåðóí MS 40.71  1.40 
 MS+Cu 55.00 1.87  
 Ñðåäíî 47.86 1.64 
Åìîí MS 65.00  1.40  
 MS+Cu 109.29 2.28  
 Ñðåäíî 87.15 1.84 
Ñðåäíî MS 46.67  1.35  
 MS+Cu 70.48  1.91 

Òàáëèöà 5. Îöåíÿâàíå íà ðàçëèêèòå â ðåãåíåðàöèîííàòà ñïîñîáíîñò  
âúðõó äâàòà âàðèàíòà íà ñðåäàòà ïðè èçïèòâàíèòå ñîðòîâå ÷ðåç t - òåñò 

Áðîé ðåãåíåðàòè / 
áðîé çàëîæåíè 

åêñïëàíòè 

Áðîé ðåãåíåðàíòè / 
áðîé åìáðèîãåííè 

êàëóñè Ñîðò 

t 
Äîêàçà 

íîñò t 
Äîêàçà 

íîñò 
Âåñëåö MS – Âåñëåö MS+Cu 5.05 +++ 6.29 +++ 
Ïåðóí MS –Ïåðóí MS+Cu 4.45 ++ 5.54 +++ 
Åìîí MS – Åìîí MS+Cu 4.85 +++ 2.79 + 
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ÈÇÂÎÄÈ

Ñïîðåä ðåãåíåðàöèîííàòà ñè ñïîñîáíîñò ïðè èçïèòâàíàòà ñèñòåìà çà
êóëòèâèðàíå íà íåçðåëè çàðîäèøè å÷åìèê, ïðîó÷âàíèòå ñîðòîâå ñå ïîäðåæäàò â
ñëåäíàòà ïîñëåäîâàòåëíîñò: Åìîí>Ïåðóí>Âåñëåö.

Íà ñðåäàòà ñ ïî-âèñîêà êîíöåíòðàöèÿ íà Cu éîíè ñà ðåãåíåðèðàíè ïîâå÷å
ðàñòåíèÿ è ïðè òðèòå èçñëåäâàíè ñîðòà. Ïî-âèñîêîòî ñúäúðæàíèå íà Cu2+â ñðåäàòà
íå ïîâèøàâà ïðîöåíòúò íà èíäóöèðàíèòå åìáðèîãåííè êàëóñè. Ïî-äîáðàòà
ðåãåíåðàöèîííà ñïîñîáíîñò ñå äúëæè íà ïî-ãîëåìèÿ áðîé ðàñòåíèÿ, êîèòî ñå
ïîëó÷àâàò îò åäèí åìáðèîãåíåí êàëóñ.
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