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РЕФЕРАТ

Робота викладена на 66 сторінках друкованого тексту, містить 4 таблиці, 1 рисунок. Перелік посилань включає 73 джерел.

Об'єктом дослідження сортозразки Антарес та Циан – створені шляхом міжвидової гібридизації культурного льону  в Запорізькому національному університеті.

Методи дослідження – метод оцінки гіпотермічної резистентності льону, непрямий метод визначення вмісту вологи, метод атомно-абсорбційної спектрофотометрії з полум'яною атомізацією, статистичні методи.

Мета роботи було вивчення впливу добору в F1 мікрогаметофітів, стійких до температурного фактору та особливості проростання насіння сортозразків льону олійного під впливом гіпотермічного стресу. 
У результаті проведених досліджень  впливу низькотемпературного стресу на різні генотипи. Досліджено зміну показників проростання насіння льону олійного під впливом холодового стресу та встановлено кількісний вміст міді, марганцю та цинку в насінні досліджуваних генотипів. Встановлено, що стійкі до дії гіпотермії зразки мали більший вміст вологи і вище водопоглинання.
Новизна роботи полягає в тому, що вперше вивчено вплив низькотемпературного стресу на зрілий пилок льону олійного Виявлений позитивний вплив високого  водопоглинання та  вмісту міді, марганцю та цинку в сухому насінні льону на холодостійкість.

Значущість цієї роботи полягає в виявленні найбільш цінних для селекції сортозразків льону в умовах низькотемпературного стресу та в теоретичному поглибленні знань з біології та екології льону олійного в різних умовах навколишнього середовища. 
ЛЬОН ОЛІЙНИЙ, СОРТОЗРАЗКИ, насіння, стрес, ХОЛОДОСТІЙКІСТЬ,  водопоглинання,   мікроелемент
ABSTRACT
The work is presented on 66 pages of printed text, contains 4 tables, 1 figure. The list of literature includes 73 sources.

The object of study were varietal samples - created by interspecific hybridization of cultivated flax at Zaporizhia National University.

Research methods - estimating flax hypothermic resistance, indirect determining of moisture content, atomic absorption spectrophotometry with flame atomization, statistical methods.

The aim of the study was to study the effect of selection in F1 of microgametophytes resistant to the temperature factor and the peculiarities of flax seeds germination under the influence of hypothermic stress. 

The result of research on the effects of low-temperature stress on various genotypes can be used as source material in breeding. The change of germination rates of flax seeds under the influence of cold stress was investigated and the quantitative content of copper, manganese, and zinc in the seeds of the studied genotypes was established. It was found that samples resistant to hypothermia had higher moisture content and higher water absorption.

The novelty of the work is that the influence of low-temperature stress on mature flax pollen was studied for the first time. Was revealed the positive effect of high water absorption and content of copper, manganese, and zinc in dry flax seeds on cold resistance.

The significance of this work is shown in the identification of the most valuable varieties of flax in conditions of low-temperature stress, and in the theoretical widening of knowledge on the biology and ecology of flax in different environmental conditions.

FLAX, VARIETIES, SEEDS, STRESS, COLD RESISTANCE, WATER ABSORPTION, MICROELEMENT
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ВСТУП
Льон - важлива технічна культура у світі. Коли мова йде про рослинні олії, особливу увагу приділяють ненасиченим жирним кислотам і серед них в першу чергу тим, які не можуть бути синтезовані в організмі людини. В олії з льону їх дві - лінолева та ліноленова. Лляне волокно має виключну цінність завдяки високій міцності та гігієнічним властивостям. Лляна олія швидко висихає, тому її використовують для виробництва олійних фарб, оліфи, лінолеумів та інше. Знаходить вона своє застосування і в медицині. Використовують лляну олію і в харчуванні. Після періоду, коли покупця більше всього цікавила енергетична цінність продукту, тепер споживчі пріоритети обумовлені його якістю.

Різноманіття зон вирощування та напрямків використання культури зумовлює необхідність створення сортів льону з різними господарськими та біологічними особливостями. На початку селекційної роботи з льоном основними методами селекції були масовий та індивідуальний добір з місцевих сортів та колекційних зразків. На теперішній час, коли місцеві сорти як джерело селекційного матеріалу в певному ступені вичерпано, основним методом селекції є міжлінійна (міжсортова) гібридизація з наступним індивідуальним добором. Важливе значення мають і нові методи селекції. Той факт, що льон вирощується в світі на площі більш ніж 3,5 млн. га, свідчить про успішність селекційної роботи з цією культурою [1-4].

Завданням селекції льону олійного є створення високоврожайних сортів, стійких до стресу, що забезпечують високий збір олії з гектара. 

Успішне вирощування льону олійного насамперед залежить від наявності сортів, адаптованих до умов степових районів України [5-7].

Основними напрямами в селекційній роботі з льоном олійним є селекція на врожайність, селекція на олійність насіння, селекція на якість та змінений жирнокислотний склад олії, створення холодостійких  сортів, створення сортів на харчові цілі з підвищеним вмістом олеїнової та лінолевої кислот.

В окремих випадках перспективними напрямами можуть бути селекція льону для двостороннього використання (на олію та волокно), на певну тривалість вегетаційного періоду, на підвищену стійкість до впливу гіпотермічного стресу [6].

За останні роки отримано багато сортів льону олійного (Linum humile Mill.) з різними комплексами морфологічних ознак. Як відомо, ефективність селекційної роботи на всіх її етапах обумовлюється рівнем наукових знань у галузі видової генетики рослин. Незважаючи на давнє походження льону олійного, його генетика вивчена ще недостатньо.
Дані, щодо успадкування холодостійкості рослини, представлені в літературі, є достатньо суперечливими. А про вплив факторів, що підвищують холодостійкість у Linum humile Mill. мало що можна знайти в літературі, тому що, ця тема поки що є мало розробленою. 

Саме тому проведення дослідів та вивчення і подальше розроблення даної теми є доцільним та актуальним [4, 6].

Виходячи з вищевказаного, метою нашої роботи було вивчення впливу добору в F1 мікрогаметофітів, стійких до температурного фактору та з високою швидкістю проростання й росту пилкової трубки, на структуру та якість (стійкість до зниженої температур) утвореного спорофітного покоління у льону олійного.

Перед нами були поставлені наступні задачі:

1. Оцінка вихідного матеріалу льону олійного на стійкість до зниженої температур на спорофітному рівні.

2. Дослідити зміну показників проростання насіння льону олійного під впливом холодового стрессу.

3. Визначити кількісний вміст міді, марганцю та цинку в насінні досліджуваних генотипів та дослідити вплив на стійкість різних генотипів льону олійного до низькотемпературного стресу. 

Методи дослідження: загально-біологічні (метод оцінки гіпотермічної резистентності льону, непрямий метод визначення вмісту вологи), аналітичні (метод атомно-абсорбційної спектрофотометрії з полум'яною атомізацією), статистичні методи.

Наукова новизна: вперше вивчено вплив низькотемпературного стресу на зрілий пилок льону олійного. Виявлено позитивний вплив високого  водопоглинання та  вмісту міді, марганцю та цинку в сухому насінні льону на холодостійкість.

Значення результатів наукового дослідження полягає в виявленні найбільш цінних для селекції сортозразків льону в умовах низькотемпературного стресу та в теоретичному поглибленні знань з біології та екології льону олійного в різних умовах навколишнього середовища. 

Результати експериментальних досліджень кваліфікаційної роботи магістра можуть бути використані у змісті навчальних дисциплін: «Фізіологія рослин», «Біохімія рослин», «Методи дослідження стійкості рослин».

.



1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Біологічні особливості льону олійного

Льон олійний (Linum humile Mill.) – один з основних видів льону, що культивується на Україні. Виведено багато його сортів.

Відноситься до роду льон (Linum L) сімейства льонових (Linaceae).

До цього роду відносяться також більше, ніж 200 видів, 45 з яких ростуть на території СНГ. Серед них є як однорічні, так і багаторічні форми. Найбільше поширені вони в помірних та субтропічних зонах. Багато з них ростуть і в Україні [1, 7].

Вид відрізняється високою поліморфністю. 

Коренева система центральна, але слабко розвинута.

Стебло тонке, опушене, довжиною 20-50 см. Розгалужується біля кореня. Листя сидячі, осередні. 

Суцвіття верхушкове. Квітка правильна, 5-го типу, вільно пелюсткова. Розміри невеликі. Віночок буває різного кольору, але яскравий. 

Льон – самоопилювач, але через яскраве забарвлення квіток 1,25% опилень можуть виконувати комахи. 

Плід – 5-гніздна округла коробочка, загострена зверху. Перегородки неповні. В кожному гнізді знаходиться декілька зернин насіння жовтого чи коричневого кольору. Кількість насінин в коробочці - одна з основних ознак в селекції льону олійного. Сорти розрізняються за числом насінин в коробочці, в середньому воно коливається від п'яти до восьми. У сортів льону з крупним насінням число їх в коробочці менше, ніж у середньо - і дрібнонасінних. При доборі рослин враховують кількість коробочок, число насінин в ній, а також крупність насіння [1, 8].

Вегетаційний період. Тривалість вегетаційного періоду у сортів льону олійного змінюється залежно від географічного положення місцевості і метеорологічних умов року. Менша кількість тепла і велика кількість опадів подовжують період вегетації. Тривалість вегетаційного періоду у різних сортів льону коливається в межах 70-110 днів.

Через слабко розвинуту кореневу систему льон олійний достатньо вимогливий до ґрунту, краще росте тільки на чорноземах та каштанових ґрунтах. 

На утворення одиниці сухої речовини використовує 400 одиниць води, тому є посухостійкою рослиною. 

Світлолюбива рослина, холодостійка. Сходи проростають при + 2ºС, а паростки виживають при -4 С. 

До вологості повітря не чутлива. 

Трапляється переважно на відкритих рівнинних місцях, добре освітлених [9,10].
Вміст олії в насінні льону олійного варіює від 39 до 50 %. Олія міститься у всіх частинах насіння льону. За нашими даними олійність окремих зразків складала до 56 % і істотно змінювалась залежно від умов року. У посушливі роки вона різко знижується. Проте місце сорту за цією ознакою серед інших сортів і сорту - контролю зберігається.
У більшості сортів йодне число складає 175-180 одиниць. У сортів, насіння яких відрізняється жовтим забарвленням, йодне число олії частіше на 11-20 одиниць вище, ніж у коричневонасінних.
Жирнокислотний склад олії. До складу льняної олії входять 5 жирних кислот - пальмітинова, стеаринова, олеїнова, лінолева і ліноленова. Зазвичай насичені пальмітинова і стеаринова разом складають не більше 10 %, олеїнова - 20-25 %, лінолева - 10-15 %, решта - ліноленова кислота, їх співвідношення визначає напрям використання олії. Так, технічна олія повинна містити максимальну кількість ліноленової кислоти і мати високе йодне число. Харчова олія навпаки має містити якомога більше олеїнової та лінолевої кислот [8, 11].
Серед всіх сортів льону особливе місце займає льон олійний, куддряш або льон низький (Linum humile Mill.) – рослина висотою 20-50 см., зазвичай вище середини або майже біля основи розгалужений, більше ніж з 12 квітками. Чашолистики трохи коротші більш крупніших коробочок [8].
Економічні умови останніх років сприяють скороченню "життя" сортів. Особливо це помітно у малопоширених культур, до яких поки відноситься і льон олійний. За спостереженнями при переході на ринкові відносини змінюються такі сталі насінницькі поняття як сортозаміна та сортооновлення. Як визнають і інші дослідники, сучасний ринок насіння вимагає прискореної сортозаміни, що спричиняє і прискорення процесу розмноження нових сортів. Проте з огляду на те, що льон олійний в Україні відноситься поки до малопоширених культур, то поняття "сортозаміна" застосовувати в даному випадку не зовсім доречно. Освоєння нових площ і нових регіонів вирощування відбувається саме за рахунок новіших сортів, проте сорти, що створені раніше, продовжують вирощуватись. Таким чином, відбувається збільшення площ за рахунок "молодших" сортів з покращеними урожайними якостями, з великим вмістом олії і його покращеним жирнокислотним складом [4].
1.2 Основні напрямки селекції льону

У насінництві вже зареєстрованих сортів льону дуже важливим є проведення сортооновлення. Правильна організація та своєчасне проведення сортооновлення всіх сортів льону олійного, які вирощуються у виробництві, є дуже важливим завданням, особливо на даному етапі розповсюдження культури. На великий жаль, ще в багатьох господарствах у якості насіннєвого матеріалу використовують насіння навіть нижче 3-ї репродукції, яке по суті вже є товарним льоном. При цьому не береться до уваги погіршення ознак сорту та суттєве зниження через це рентабельності вирощування культури. Як відомо, сортове насіння з високими посівними та урожайними якостями можна отримувати тільки при високій культурі землеробства, застосовуючи комплекс обґрунтованих і перевірених агрозаходів [4, 12].

Для підтримки оригінальності та підвищення комерційності сортів льону олійного первинне та репродукційне насінництво повинне проводитись селекціонером або під його контролем.

Узагальнюючи вищесказане, зрозуміло, що рівень наукового забезпечення насінництва на сьогодні повинен надавати можливість своєчасно реагувати на запити ринку насіння, вести необхідну корекцію в сортовій структурі посівів так, щоб швидше і повніше забезпечити віддачу від досягнень селекції льону. В умовах зростання комерціалізації селекції, а разом з нею насінництва, незмінним правилом повинно залишатися головне: подовження життя сорту через первинне насінництво повинен здійснювати тільки селекціонер, оригінатор. Вирощування репродукційного насіння необхідно проводити тільки на договірних умовах з оригінатором сорту і під його контролем. Це сприяє підвищенню комерційної цінності сортів, яка полягає якраз у тому, щоб досягати високого рівня їх типовості, найменшої механічної і біологічної засміченості, кондиційності насіння [4, 13].

Льон - важлива технічна культура у світі. Лляне волокно має виключну цінність завдяки високій міцності та гігієнічним властивостям. Лляна олія швидко висихає, тому її використовують для виробництва олійних фарб, оліфи, лінолеумів та інше. Знаходить вона своє застосування і в медицині. Використовують лляну олію і в харчуванні. Після періоду, коли покупця більше всього цікавила енергетична цінність продукту, тепер споживчі пріоритети обумовлені його якістю. Коли мова йде про рослинні олії, особливу увагу приділяють ненасиченим жирним кислотам і серед них тим, які не можуть бути синтезовані в організмі людини. В Linum humile Mill. їх дві. Тому ця рослина грає доволі велику роль в житті людини [8]. 
1.3 Селекція холодостійких генотипів льону олійного

На початку селекційної роботи з льоном основними методами селекції були масовий та індивідуальний добір з місцевих сортів та колекційних зразків. На теперішній час, коли місцеві сорти як джерело селекційного матеріалу в певному ступені вичерпано, основним методом селекції холодостійких генотипів льону олійного є міжлінійна (міжсортова) гібридизація з наступним індивідуальним добором. Важливе значення у створенні холодостійких генотипів льону олійного мають і нові методи селекції. Той факт, що льон вирощується в світі на площі більш ніж 3,5 млн. га, свідчить про успішність селекційної роботи з цією культурою [6].

Успішне вирощування льону олійного насамперед залежить від наявності сортів, адаптованих до умов степових районів України. Інститут олійних культур УААН (м. Запоріжжя) - провідна наукова установа з селекції льону олійного в Україні.
Завданням селекції льону олійного є створення високоврожайних холодостійких езпечують високий збір олії з гектара.
Основними напрямами в селекційній роботі з льоном олійним є:
· селекція на врожайність;

· селекція на олійність насіння;

· селекція на якість та змінений жирнокислотний склад олії:

· створення сортів на технічні цілі з вмістом ліноленової
кислоти 70% і більше;

· створення сортів на харчові цілі з підвищеним вмістом
олеїнової та лінолевої кислот.

 В окремих випадках перспективними напрямами можуть бути селекція льону для двостороннього використання (на олію та волокно), на певну тривалість вегетаційного періоду, на підвищену стійкість до фузаріозного в'янення та інших хвороб ін [1, 4].

Особливості передачі спадкової інформації у Linum humile Mill.:
1) Ознаки габітусу «висота рослини», «кількість бічних стебел» та «кількість бічних пагонів» є кількісними і контролюються значною кількістю генів.

2) Достатньо високі показники коефіцієнтів успадкування висоти рослини вказують на можливість успішної селекції льону олійного за цією ознакою.

3) Ознака «висота рослини» в льону олійного контролюється переважно генами з адитивною дією і має проміжне успадкування, тоді як прояв і генетичний контроль ознак галуження стебла значно залежить від комбінації батьківських форм. Збільшена кількість бічних стебел та бічних пагонів скоріш за все є рецесивними ознаками і потребують подальшого їх вивчення [6].
1.3.1 Використання маркерних ознак в насінництві

У насінництві льону олійного достатньо гостро стоїть завдання сортової чистоти посівного матеріалу. Через високий коефіцієнт розмноження льону швидко виявляються наслідки як механічного, так і біологічного засмічення.
До недавнього часу різниця між окремими сортами льону олійного за апробаційними ознаками була незначною. На сьогоднішній день завдяки спрямованій селекційній роботі створено нові сорти льону олійного, які відрізняються за різними морфологічними ознаками. Ці ознаки мають назву маркерних. У льону маркерними ознаками є забарвлення віночку і забарвлення пиляків, форма та розмір квітки, колір насіння, хлорофільна недостатність рослин [6-11, 14].
Огляд за ознаками забарвлення та форми квітки проводять на стадії цвітіння, але у зв 'язку з такою біологічною особливістю льону, як короткий період цвітіння, він не завжди є достатньо ефективним. Тому в якості маркерної ознаки використовують також і забарвлення насіння, як більш стабільну характеристику. Насіння льону має різноманітне забарвлення від коричневого до жовтого, з різноманітними відтінками. Так, означені характерні візуальні відмінності мають сорти Айсберг і Славний. Вони різняться формою та забарвленням квітки та кольором насіння. А сорт Золотистий має одразу три маркерні ознаки - біле забарвлення віночку, жовте насіння та хлорофільну недостатність верхівки рослин, яка зберігається протягом всього вегетаційного періоду (табл. 1.1). Остання ознака характерна тільки для одного сорту і дає змогу проводити сортопрочистки ще у фазі „ялинки".
Наявність у нових сортів візуальних особливостей значно полегшує процес проведення сортопрочисток і насінництва в цілому [4, 15].

Таблиця 1.1– Візуальні відмітні особливості сортів льону олійного селекції Інституту олійних культур [4]

	Сорт
	Ознака, за якою даний сорт різниться від інших

	Південна Ніч
	Квітка - синя велика, насіння - коричневе

	Дебют
	Квітка - світло-фіолетова, насіння - яскраво - коричневе

	Айсберг*
	Квітка - біла, зіркоподібна, насіння - темно-коричневе

	Орфей
	Квітка - блакитна, насіння - коричневе

	Золотистий*
	Квітка - біла, відкрита, насіння - жовте, хлорофільна недостатність верхівки рослин упродовж всього вегетаційного періоду

	Славний*
	Квітка - біла, відкрита, насіння - жовте

	Ківіка*
	Квітка - фіолетова, дрібна, насіння - коричневе, дрібне


Примітка. * - Сорти з чітко визначеними маркерними ознаками

Досліджено успадкування ознак висоти рослини, кількості бічних пагонів та кількості бічних стебел у льону олійного (Linum humile Mill) в польових умовах. Обчислено коефіцієнти успадкування ознак у широкому сенсі та ступені домінування. Показано, що висота рослини та ознаки галуження стебла є кількісними ознаками з безперервним варіюванням та полігенним успадкуванням. Висота рослин льону знаходиться під переважним контролем генів з адитивною дією, тоді як збільшена кількість бічних пагонів та стебел є скоріш за все рецесивною ознакою, що значною мірою залежить від комбінації батьківських форм. 

Головною метою селекції сільськогосподарських рослин є підвищення врожаю, його якості та стабільності. Залежність цих показників від факторів навколишнього середовища добре відома. В одному сорті необхідно поєднувати пристосованість до несприятливих факторів середовища з високим потенціалом продуктивності за рахунок створення генотипів з швидкими та енергетично економними адаптивними реакціями.

Використання методу пилкового добору може значно підвищити результативність селекційного процесу в цілому. Одним з головних напрямків гаметної селекції є використання різноманітних засобів, які дозволяють запобігти або послабити елімінуючу дію стабілізуючого добору. Водночас гаметна селекція може включати й способи, що дозволяють цілеспрямовано підсилювати його тиск (за рахунок жорсткості фону). Іншими словами, мова йде про заміну природної, нерегульованої елімінації гамет штучно регульованим добором. 

Ефективність пилкового добору за різними напрямками й для різноманітних культур буде визначатися експресією генів у гаплоїдному та диплоїдному поколіннях, і саме встановлення наявності кореляцій між ознаками спорофіту та гаметофіту є першим і неодмінним етапом розвитку даного методу селекції. До числа безперечних переваг пилкової селекції слід віднести не тільки залучення до штучного добору величезної кількості генотипів, а й можливість регулювати “жорсткість” добору в умовах, які суворо контролюються.

Успадкування морфологічних ознак льону було розглянуто в роботах деяких дослідників, проте ці та інші відомі дослідження в цьому напрямку брали до уваги якісні ознаки квітки або кількісні ознаки, що впливають на врожай.
Дані щодо успадкування висоти рослини, представлені в літературі, є достатньо суперечливими. Так, за результатами досліджень В.R. Мurty, ознака висоти льону контролюється генами з неадитивною дією, а Л.В. Хотильова та Л.М. Половецька наводять дані щодо адитивно-домінантної системи контролю. Згідно з іншою думкою, збільшена висота є частково домінантною ознакою в льону, тоді як за результатами досліджень А.Н. Марченкова домінує ознака низькорослості [6, 12-14, 16].
1.3.2 Методи створення вихідного матеріалу

Основним методом створення вихідного матеріалу є гібридизація. Крім простих схрещувань застосовуються багатоступеневі за участю декількох сортів, ліній і кращих гібридів.
Селекційний матеріал, стійкий до фузаріозного в'янення, одержують шляхом залучення в схрещування фузаріозостійких сортів і ліній, а також використовуючи метод пересівання на фузаріозному фоні високопродуктивних сортів з подальшим індивідуальним добором і оцінкою за потомством на тому ж фоні. Для закріплення потрібної ознаки проводять зворотні або насичуючі схрещування з батьківською формою, яка несе дану ознаку.
Крім загальноприйнятих методів створення вихідного матеріалу льону олійного можна успішно використовувати ряд інших менш поширених в селекційній практиці [12, 17, 18].
Для розширення генетичного різноманіття льону успішно застосовується метод індукованого мутагенезу. 
Для отримання експериментальних мутантів використовують гамма-промені. Повітряно-сухе насіння обробляють гамма-променями у дозах 400 і 700 гр. Частота та спектр одержаних мутацій суттєво перевищують спонтанну мутабільність вихідних ліній. Добір мутацій проводять у поколінні М2 та М3. При опроміненні дозами гамма-променів 400 гр. у порівнянні з 700 гр. з'являється значно більша кількість типів мутацій. При опроміненні радіомутантів для підвищення частоти та розширення спектру мутацій використовують більш жорсткі дози (700 гр.).
Серед індукованих гамма-променями мутантних типів найчастіше зустрічаються мутації забарвлення пелюсток віночку і хлорофільні зміни. Поряд зі зміною морфологи рослин гамма-опромінення призводить до появи мутацій на біохімічному рівні, в тому числі з підвищеним вмістом олії в насінні та її зміненим жирнокислотним складом.
З хімічних мутагенів можна застосовувати етилметансульфонат (ЕМС). Повітряно-сухе насіння в марлевих, вільно зав'язаних торбинках, замочується в розчинах ЕМС -0,01, 0,05, 0,1 і 0,5 %. Розчин мутагену повинен перевищувати за об'ємом кількість насіння в 10 разів. Експозиція насіння в розчині мутагену складає 18 годин. Після обробки його промивають протягом 30 хвилин в проточній холодній воді й відразу висівають в грунт. 
При виборі оптимальних доз і концентрацій фізичних і хімічних мутагенів необхідно враховувати чинники, які впливають на чутливість насіння до мутагену і вихід корисних мутацій. Слід пам'ятати, що різні генотипи льону неоднаково реагують на дію різних мутагенів [19, 20].
Розроблені методи пилкової оцінки та добору (методи гаметної селекції) дозволяють оцінювати запліднюючу здатність пилку та проводити добір цінних в господарському відношенні генотипів на ранніх етапах селекційного процесу.
Добір холодостійких генотипів льону на стадії зрілого пилкового зерна заснований на диференціальній чутливості чоловічого гаметофіту до зниженої температури. Для проведення добору можна використовувати гібридні рослини, батьківські форми яких суттєво відрізняються за холодостійкістю. Кастрація бутонів і збір пилку проводяться за загальноприйнятою методикою. Зібраний пилок моношаром розміщується на предметному склі й в чашках Петрі зберігається в холодильнику при температурі 3-7 °С протягом 7-и діб, після чого використовується для запилення. В результаті в запиленні беруть участь головним чином холодостійкі гаплоїдні генотипи льону (пилок), що зберегли свою життєздатність та здатність до запліднення при витримці на холоді [21, 22].
За багаторічними експериментальними даними запропоновано спосіб підвищення посухостійкості льону олійного, заснований на доборі пилку, стійкого до підвищеної температури. Як вихідний матеріал можуть використовуватися міжсортові гібриди, батьківські форми яких істотно відрізняються за стійкістю до посухи. Збір пилку проводять вранці. За допомогою препарувальної голки пилок з пиляків витрушують на предметне скло, після чого його рівномірно розподіляють по поверхні моношаром. Потім скло з пилком поміщають в термостат і прогрівають при температурі 35 °С протягом 1-2 годин. Прогрівання пилку при вищій температурі небажано, оскільки вже при 45 °С протягом короткого часу пилок повністю втрачає свою життєздатність. Після прогрівання пилок використовують для запилення. Пропонований спосіб дозволяє значно підвищувати посухостійкість популяцій спорофітів, що розщеплюються, збільшуючи у декілька разів в них в порівнянні із звичайним запиленням свіжозібраним пилком кількість толерантних до посухи генотипів. 
У основі способу відбору ранньоквітучих генотипів льону олійного лежить створення таких умов, коли в заплідненні беруть участь лише найбільш швидкорослі пилкові трубки. У льону це досягається видаленням приблизно половини стовпчика через 40 хв. після запилення при температурі в період росту пилкових трубок в тканинах стовпчика 20-25 °С. У ряді робіт з селекції льону олійного на скоростиглість показана ефективність використання в схрещуваннях форм з коротким періодом «сходи-цвітіння». Через це, методичний прийом, заснований на існуванні позитивного зв'язку між швидкістю росту пилкових трубок і коротким періодом «сходи-цвітіння» дозволяє вести цілеспрямований відбір ранньоквітучих генотипів в чоловічому гаметофітному поколінні. 
Існування позитивної кореляції між стійкістю гаметофіту і спорофіту до різних стресових факторів, у тому числі і до підвищеної температури, робить можливим проведення відбору генотипів за вказаними ознаками на стадії гамет [23, 24].
На теперішній час розроблено ряд біотехнологічних методів, які можуть з успіхом використовуватися в селекційному процесі льону олійного. З метою скорочення тривалості отримання гомозиготного (лінійного) матеріалу розроблено та апробовано на практиці метод отримання подвоєних гаплоїдів через культуру пиляків. Схема отримання подвоєних гаплоїдів льону олійного з використанням культури пиляків вміщує: вирощування донорних рослин за оптимальних для культури умов, збір бутонів завтовшки 2,0-2,5 мм та витримування їх протягом 1-2 діб при зниженій температурі, культивування пиляків при 20-25°С, культивування калусу, який утворився на пиляках на середовищах для індукції органогенезу, культивування на спеціальних середовищах регенерованих пагонів для подовження, укорінення подовжених пагонів, диплощизацію за допомогою колхіцину гаплоїдних рослин, адаптацію пагонів, які дали коріння, до природніх умов. Використання даного методичного підходу дозволяє в декілька разів скорочувати тривалість процесу отримання цінного вихідного селекційного матеріалу [25].
При гібридизації, особливо міжвидовій, у льону з'являється необхідність у збереженні зародків, що елімінують на різних стадіях розвитку. Для цього використовують метод дорощування незрілих зародків (ембріокультуру). З цією метою через декілька днів після запилення (в залежності від комбінації схрещування) зародки виділяють та розміщують на спеціально підібрані поживні середовища.
При застосуванні методу злектрофорезу з'являється принципова можливість розділення запасних білків насіння льону для ідентифікації зразків культурного і дикого льону, а також комерційних сортів. Дана методика дозволяє визначати кількість і положення білкових зон і смуг на електрофореграмах. 

Подальший розвиток цього методу дасть можливість визначення походження і оригінальності сорту, оцінки на генетичну однорідність і константність, а реєстрація і документація сортів у вигляді "білкових формул" якісно змінять в кращу сторону сортовипробування.
Використання вищезазначених методичних підходів дозволило створити набір високопродуктивних сортів льону олійного, адаптивних до умов південного степу України [4, 11-14, 26].

1.3.4 Отримання нових  холодостійких генотипів льону олійного 

Вихідний матеріал для селекції льону олійного включає зразки колекцій, селекційні сорти, лінії, виділені з популяцій, що розщеплюються, різних поколінь, а також гібриди різних поколінь. У вихідному матеріалі повинні бути представлені різні екотипи за стійкістю до посухи, вимогливістю до тепла, тривалістю вегетаційного періоду, стійкістю до хвороб, продуктивністю та інших ознак. Вихідний матеріал використовують для доборів і проведення схрещувань [4].
Одним з основних методів створення вихідного матеріалу є гібридизація окремих еколого-географічних форм, вирощування гібридів на високому агрофоні з подальшим індивідуальним добором рослин за комплексом господарських ознак і оцінкою їх по потомству у ряді поколінь. Успіх гібридизації залежить перш за все від вдалого підбору батьківських пар, а також від чіткого виконання методики і техніки схрещувань. При схрещуваннях необхідно використовувати матеріал, різноманітний за походженням, морфологічними, фізіологічними і біохімічними ознаками. Це дозволяє одержувати у гібридів вдалі поєднання генів і результатом цього є поява ряду корисних новоутворень.
Прискоренню селекційного процесу сприяє обмін селекційним матеріалом між науково-дослідними установами, а також розширення екологічного випробування нових перспективних сортів.
Ефективність селекції може бути підвищена в результаті розширення об'єму селекційного матеріалу, що вивчається, особливо на початкових ланках селекційного процесу, подальшого вдосконалення методики польових оцінок [13, 16-19].
Одним із способів прискорення створення нових сортів є скорочення однієї або декількох ланок селекційної схеми. Так, особливо видатні лінії селекційного розсадника другого року вивчення можна передавати в конкурсне сортовипробування минувши розсадник попереднього випробування.
В метою прискорення селекційного процесу льону олійного для проведення гібридизаційних робіт, вирощування гібридів першого і другого поколінь, оцінки селекційного матеріалу на стійкість до фузаріозного в'янення та інших грибних хвороб доцільно використовувати кліматичні теплиці, камери штучного клімату, одержуючи таким чином два покоління за один рік.
Для отримання надійних результатів необхідно при закладанні дослідів дотримуватися методики з вибору та розташування ділянок. Попередники повинні бути кращими для льону (пар, озимі зернові) і ґрунт добре оброблений (зяб, передпосівна культивація та боронування). Перед посівом поле, призначене для розміщення розсадників, маркують вздовж і поперек тракторним маркером з розстановкою зубів через 70 см. Така маркіровка значно спрощує подальше розбиття і розміщення розсадників.
Матеріал, який є у розпорядженні селекціонера, необхідно оцінити за тими ознаками і властивостями, на які ведеться селекція. Для цієї мети закладають польові досліди, а також проводять лабораторну оцінку кількості й якості продукції.
Розсадник вихідного матеріалу. У розсаднику вихідного матеріалу висівають зразки різного еколого-географічного походження, зразки колекції, сорти, кращі зразки різних років вивчення, мутантні форми та ін. При створенні вихідного матеріалу можливо використовувати як загально прийняті методи так і ті, що не знайшли ще широкого застосування. Розсадник закладають без повторень на ділянках площею 0,49 м2 (0,7x0,7). Площу ділянок допускається змінювати (зменшувати або збільшувати) залежно від наявності насіння і цінності матеріалу, ширина міжрядь 35 см, стояння рослин в рядку розріджене. Контроль висівають через 20 номерів. При вивченні матеріалу в даному розсаднику враховують продуктивність, тривалість вегетаційного періоду, висоту рослини, гіллястість стебла, масу 1000 насінин, стійкість коробочок до розтріскування, форму куща, вміст жиру і білка в насінні, а також стійкість до грибних та інших хвороб. При селекції на стійкість до фузаріозу вихідний матеріал перевіряють на штучному інфекційному фузаріозному фоні.
У гібридних розсадниках проводять схрещування і розмноження гібридів першого і другого поколінь для залучення їх в селекційний процес. 

Розсадник гібридизації формують зі спеціально добраних материнських і батьківських форм, запланованих для комбінацій схрещування. Для кожної гібридної комбінації їх висівають на однорядкових (сусідніх) ділянках. Задля зручності проведення гібридизації відстань між рядками бажано залишати 35-40 см. У журналі записують номер ділянки і комбінацію схрещування, дату запилення.
Кастрацію здійснюють вранці (о 6°°- 11°° годині) у фазі забарвленого конуса бутона. Потрібно брати до уваги, що бутон має більш насичений колір, ніж квітка, що розкрилася. Так, блакитна квітка має синій бутон, блідо-голуба - блакитний, світло-фіолетова - фіолетовий.
Запилення здійснюють відразу ж після кастрації, використовуючи властивість протерогінії, коли приймочка маточки готова прийняти пилок раніше (приблизно на добу), ніж він (пилок) дозріває. На кастрований бутон навішують маленьку паперову етикетку розміром 1,5x1,5 см. Запилення проводять пилком з 3-5 квіток батьківської форми, які збирають в підписані чашки Петрі, або з вкладеною етикеткою. Ці чашки необхідно зберігати в тіні.

Незначний відсоток перехресного запилення дозволяє проводити гібридизацію без ізоляції запилених бутонів.

Етикетки на кастрованих квітках зберігають до збирання. За ними під час збирання знаходять гібридні коробочки. Зрізають їх ножицями і прибирають в паперовий пакет, який відповідає даній комбінації схрещування. На пакеті обов'язково вказують номер ділянки і комбінацію схрещування. У лабораторії підраховують число гібридних коробочок і насіння по кожній комбінації і при необхідності встановлюють відсоток успіху схрещувань [17, 23, 28].

Гібридний розсадник. Гібриди випробовують в гібридному розсаднику, частіше на однорядкових ділянках, які розміщують блоками. У кожний блок включають контроль-сорт-стандарт, батьківські форми та їх гібриди. Посів проводиться вручну. Застосовуючи розріджений посів, можна одержувати максимальну кількість гібридного насіння з однієї рослини. Ретельні спостереження і посів за схемою «мати – F1 - батько» дають можливість своєчасно і безпомилково усунути допущені при гібридизації помилки. У даному розсаднику досліджують гібриди, одержані від схрещування селекційне цінного матеріалу, а також проводять генетичний аналіз з метою вивчення характеру успадковування різних ознак. 

Гібридний розсадник F2. Гібриди другого покоління висівають вручну за тією ж схемою. Площа ділянок в цьому розсаднику змінюється залежно від наявності й селекційної цінності даної гібридної комбінації. В даному розсаднику відбирають кращі рослини, які будуть висіяні в селекційному розсаднику першого року. Добір елітних рослин проводять у фазі повної стиглості за комплексом господарське цінних ознак. Відбирають кращі, не уражені хворобами рослини, що мають компактну китицю. У лабораторних умовах визначають висоту рослин, кількість коробочок, масу насіння та інші важливі ознаки.
Виділений елітний селекційний матеріал вивчають послідовно у всіх селекційних розсадниках і щорічно оцінюють за багатьма ознаками.
Селекційний розсадник першого року вивчення (СР-1). Відібрані для селекційного розсадника першого року елітні рослини комплектують за походженням і схожістю біологічних і господарських ознак у блоки. Сорт-контроль розміщують через кожні 9 ділянок. Розсадник закладають без повторень на однорядкових ділянках довжиною 2,1 м при ширині міжрядь 35 см. Якщо практично це виконати складно, то весь матеріал групують в декілька блоків, кожний з яких висівають в один день без розриву. У кожен блок включають матеріал, згрупований за окремими ознаками. Наприклад, група високоолійних номерів, група скоростиглих номерів і т.д.
У цьому розсаднику висівають не менше 1 тис. номерів. У ньому проводять первинну оцінку і добір кращих потомств елітних рослин за основними господарське цінними ознаками, перш за все за біохімічними показниками. У цьому розсаднику проводять жорстке бракування матеріалу в період всієї вегетації, особливо при дозріванні, і видаляють сім'ї, що мають ті або інші недоліки [20, 28, 29].
Слід відмітити, що добори індивідуальних рослин проводять не тільки в F2, а й в більш пізніх поколіннях. Для розміщення популяцій F4 - F5 використовують частину площі селекційного розсаднику першого року вивчення. На цих ділянках, а також на окремих ділянках СР-1, що розщеплюються (F3), продовжують проводити добори. Насіння відібраних елітних рослин в наступному році висівають в СР-1 для подальшого вивчення відповідних потомств.
Розсадник 2-го року вивчення (СР-2) закладають насінням кращих номерів (ліній) розсадника п вивчення. Матеріал групують так само як і в розсаднику першого року і висівають без розриву в один день. Ділянки в розсаднику шестирядкові площею 1,8 м2, повторення дво-чотириразові. Сорт-контроль висівають через 9 ділянок. Селекційний матеріал бажано розміщувати блоками, аналогічними селекційному розсаднику першого року. Вивчення кожного селекційного зразка в даному розсаднику проходить 2-3 роки. Щорічна кількість зразків в розсаднику 45-50. Зразки вивчають за біохімічними показниками і врожайністю [16, 20-22].
Попереднє сортовипробування (ПСВ) вміщує кращі селекційні номери, виділені в розсаднику 2-го року вивчення, які проходять тут детальне випробування за комплексом господарське цінних ознак протягом 1-2 років, їх висівають в один день на одинадцятирядкових ділянках в трьох-чотириразових повтореннях з розміщенням контролю через 4 ділянки. Норми висіву в цьому і наступному розсадниках розраховують індивідуально для кожного селекційного номера, виходячи з рекомендованої для даної зони, з урахуванням схожості і маси 1000 насінин. Облікова площа ділянки 3,3 м2. Посів проводять суцільним рядковим способом з шириною міжрядь 15 см. Число зразків в розсаднику не менше 15. У даному розсаднику обов'язково проводиться механічний обмолот урожаю, його облік, а також цикл лабораторних аналізів, що включають масу 1000 насінин, вміст жиру, ЖКС олії, з обов'язковою математичною обробкою одержаних експериментальних даних. Кращі лінії, які за рядом показників істотно перевищують контроль на протязі декількох років, переводять в наступний розсадник [4, 13, 21].
Конкурсне сортовипробування (КСВ) проводиться за типом державного сортовипробування. Формується КСВ з кращих номерів попереднього випробування. Тут зразки льону олійного одержують остаточну оцінку за комплексом господарське цінних ознак протягом двох-трьох років. Розсадник закладається суцільним рядковим способом в чотириразовому повторенні. Висівається в один день. Облікова площа ділянок 24,8 м2. Контроль висівають через 4 ділянки. Бажано проводити механізований посів. Зразки цього розсадника аналізують на вміст жиру, ЖКС олії, в лабораторних умовах визначають масу 1000 насінин, їх забарвлення, схожість та інш. Дані урожаю обробляють статистичне методом дисперсійного аналізу [28].
Збирання КСВ, ПСВ, СР-2 проводять малогабаритним селекційним комбайном.
За трирічними даними кращі номери льону, виділені у КСВ, передають до державного сортовипробування.
Основні ознаки, за якими ведеться селекція льону олійного, наступні: врожайність, олійність насіння, йодне число олії, жирнокислотний склад олії, дружне дозрівання, висота і довжина технічної частини стебла, стійкість до фузаріозу та інших хвороб, посухостійкість, розмір і виповненість насіння, компактність суцвіття, стійкість до вилягання.
Врожайність насіння льону олійного визначається кількістю коробочок на рослині, числом насінин в коробочці, їх розміром і числом рослин на одиницю площі.
Кількість коробочок на рослині є дуже важливим, але важким для селекції елементом врожайності. Ця ознака змінюється сильніше за інші елементи врожайності льону по роках. У одному і тому ж році число коробочок може суттєво змінюватися залежно від площі живлення.
Кількість насінин в коробочці - одна з основних ознак в селекції льону олійного. Сорти розрізняються за числом насінин в коробочці, в середньому воно коливається від п'яти до восьми. У сортів льону з крупним насінням число їх в коробочці менше, ніж у середньо - і дрібнонасінних. При доборі рослин враховують кількість коробочок, число насінин в ній, а також крупність насіння.
Вміст олії в насінні льону олійного варіює від 39 до 50 %. Олія міститься у всіх частинах насіння льону. За нашими даними олійність окремих зразків складала до 56 % і істотно змінювалась залежно від умов року. У посушливі роки вона різко знижується. Проте місце сорту за цією ознакою серед інших сортів і сорту - контролю зберігається.
У гібридів першого і другого покоління, згідно з літературними даними, олійність успадковується за проміжним типом [4, 6, 14, 20-28].
Добір і бракування матеріалу за вмістом олії в насінні починається з селекційного розсадника першого року вивчення.
Йодне число олії. Цінною властивістю лляної олії є її здатність швидко висихати. Ця її особливість обумовлена значним вмістом ненасичених кислот з двома і трьома подвійними зв'язками. Показником вмісту в льняній олії ненасичених кислот є йодне число, яке контролюється генетичною системою, але суттєво залежить від умов вирощування. Суха і спекотна погода негативно впливає на якість олії. Між йодним числом і олійністю існує прямий кореляційний зв'язок. Йодне число масла пов'язане із забарвленням насіння: у жовтонасінних зразків воно вище, ніж у темнозабарвлених. У більшості сортів йодне число складає 175-180 одиниць. У сортів, насіння яких відрізняється жовтим забарвленням, йодне число олії частіше на 11-20 одиниць вище, ніж у коричневонасінних.
Жирнокислотний склад олії. До складу льняної олії входять 5 жирних кислот - пальмітинова, стеаринова, олеїнова, лінолева і ліноленова. Зазвичай насичені пальмітинова і стеаринова разом складають не більше 10 %, олеїнова - 20-25 %, лінолева - 10-15 %, решта - ліноленова кислота, їх співвідношення визначає напрям використання олії. Так, технічна олія повинна містити максимальну кількість ліноленової кислоти і мати високе йодне число. Харчова олія навпаки має містити якомога більше олеїнової та лінолевої кислот [8, 10, 28-33].
Вегетаційний період. Тривалість вегетаційного періоду у сортів льону олійного змінюється залежно від географічного положення місцевості і метеорологічних умов року. Менша кількість тепла і велика кількість опадів подовжують період вегетації. Тривалість вегетаційного періоду у різних сортів льону коливається в межах 70-110 днів [23, 40-46].


1.4 Фактори, що впливають на холодостійкість різних генотипів льону олійного 

Існують дані, що на резистентність до низьких від’ємних температур суттєво впливають умови ґрунтового живлення, особливо в осінній період. На морозостійкість та холодостійкість рослин позитивно впливають мікроелементи [48].   Вміст   мікроелементів   в   організмі    рослин    незначний  (від 0,000001% до 0,001%), проте вони виконують важливі ф функції: беруть участь у різних біохімічних процесах, визначають конформацію органічних молекул та проникність мембран, впливають на функціонування сигнальних систем [48-50]. Крім того, мікроелементи забезпечують синтез ферментів, які відповідають за можливість ефективного використання рослинами енергії квантів сонячного світла, води та ґрунтових поживних речовин, сприяють синтезу хлорофілу, впливають на білково-вуглеводний обмін та фізико-хімічний стан колоїдів протоплазми. До найважливіших мікроелементів рослин належать: залізо, марганець, мідь, кобальт, молібден, бор, цинк. Взаємодія зазначених хімічних елементів може мати антагоністичний або                               синергічний характер [49].

Встановлено, що позитивний вплив на стійкість до гіпотермії чинить синергічна   взаємодія   міді,   марганцю   та   цинку.   Ще   у   1936-1938   рр.    М. Я. Школьником у Сухумі були проведені досліди з підвищення стійкості до низьких температур апельсину, пандерози, помпеліусу шляхом внесення в ґрунт марганцю, цинку та міді. Досліди мали позитивний результат і після внесення мікроелементів зазначені рослини виявилися стійкішими до штучного проморожування. У 1940 році К. С. Семакін шляхом внесення в ґрунт цинку,  міді та мангану підвищив морозостійкість лимону. Спільна  позакоренева обробка винограду марганцем та цинком збільшила морозостійкість винограду в роботах   О.   К.   Добровольського    та    ін.    у    1981    році.    У    1954    році А. Г.Михайловський та М. М. Сопільняк отримали позитивні результати експериментів з підвищення морозостійкості озимої пшениці завдяки передпосівній   обробці   насіння   міддю   та    марганцем.   Згідно   з   даними   Л. В. Гаврилової (1962), позитивний вплив на збільшення морозостійкості паростків озимої пшениці чинять марганець та цинк [50].

Згідно з даними ряду вчених, льон є однією з культур, які дуже чутливі до нестачі цинку, тому внесення цинкових добрив різко підвищує врожайність   цієї культури. Нестача цього мікроелементу спричиняє слабкий розвиток та відставання у рості рослини. Обприскування рослин 0,4%-м розчином цинк сульфату збільшило врожай насіння льону                           на 57,8 % [51].

Рядом науковців встановлено зв’язок між холодостійкістю та поглинанням вологи насінням льону олійного. На ранніх етапах онтогенезу пристосування до гіпотермії відбувається в основному на біохімічному рівні, а оскільки для нормального протікання реакцій необхідне середовище, можна зробити заключення: чим більша водопоглинаюча здатність, тим вища інтенсивність хімічних реакцій.

Зважаючи на те, що мідь, марганець та цинк входять до складу ферментів важливих біохімічних реакцій Plantae та сприятливо впливають на резистентність рослин до низьких температур, ми дослідили вміст цих мікроелементів в насінні досліджуваних генотипів льону олійного. 

Виявлено, що досліджувані зразки найбільше відрізняються за вмістом міді. Найбільший вміст цього мікроелементу спостерігається у найстійкішого до дії гіпотермії сорту Водограй 19,6 мг/кг. Майже утричі нижчий рівень міді  мають лінія В-11 (7,1 мг/кг) та Південна Ніч (7,3 мг/кг). Найнижчий вміст міді 3,1 мг/кг мав низькостійкий до холоду сорт Южный Алтай.

Вміст  марганцю  в  насінні  досліджуваних  сортів  коливається   від   28,3 мг/кг у В-11 до 22,2 мг/кг у сорту Южный Алтай. Щодо вмісту цинку, то його кількість змінюється від 49,2 мг/кг до 43,3 мг/кг. Імовірно, менша відмінність за вмістом марганцю та цинку в сухому насінні досліджуваних генотипів свідчить про те, що ці мікроелементи можуть відігравати допоміжну роль в адаптації до гіпотермії, наприклад, виступаючи в якості активатора ферментів.

Крім того, отримані нами данні вказують на певну синергічну взаємодію даних  хімічних  елементів  в  адаптації  генотипів  льону  до  дії  гіпотермії.  Так найбільший сумарний вміст мікроелементів 91,6 мг/кг зафіксовано у найбільш стійкого сорту Водограй, а найменшу 68,6 – у нестійкого сорту Южный Алтай [48-51].

2 Матеріали та методи дослідження

 2.1 Об’єкт досліджень

Експериментальні дослідження проводились в Інституті олійних культур з 2017 по 2019 рік.

Сортозразки льону олійного типу Антарес (3-5 бічних пагонів) та рослин типу Циан – створені шляхом міжвидової гібридизації культурного льону з дикорослими однорічними видами Linum angustifolium L. та Linum bienne. Ці зразки були створені в Запорізькому національному університеті. Схожість насіння за нормальних умов не менша 94 %.

Рослини вирощувались в умовах теплиці в грунті або в умовах фітотрону в посудинах об’ємом 3,0 л. Бутони кастрували за загальноприйнятою методикою, пилок з рослин збирали в ранкові години за сонячної погоди. У контрольних варіантах запилення здійснювали зразу ж після збирання пилку. 

Добір у F1 пилку, стійкого до зниженої температури, здійснювали за рахунок його зберігання при 3 - 7(С впродовж 3 - 10 діб. Через 3, 5, 7 та 10 діб частину пилку використовували для запилення.

В якості компонентів схрещування використовували сортозразки різноманітного еколого-географічного походження. Батьківські форми гібридів F1 підбирали за контрастністю ознаки, що добирали, яка була встановлена в попередніх дослідах. Водночас вони відрізнялись за іншими морфологічними ознаками, такими, як забарвлення віночка, кількість бічних пагонів і кут їх відхилення, тривалість періоду сходи – цвітіння. Вплив різноманітних обробок пилку гібридів F1 і видалення частини стовпчика на структуру популяцій спорофітів, що розщеплюються, оцінювали за такими ознаками: 

- кількість насінин у коробочці;

- здатність насіння проростати й формувати довгі корінці на розчині осмотика та в умовах зниженої температури;

- тривалість періоду сходи-цвітіння;

- зміна співвідношення деяких класів фенотипів у дослідних варіантах, порівняно з контролем.

2.2 Метод оцінки гіпотермічної резистентності льону холодовим прощуванням насіння  
Метод оцінки гіпотермічної резистентності льону – холодове пророщування насіння в ґрунті. Він є модифікацією способу визначення морозостійкості рослин методом прямого проморожування в посівних ящиках [53-55]. Холодове пророщування насіння в ґрунті здійснювали впродовж 6 діб за температури 3ºС в чашках Петрі, після чого паростки очищували від часточок ґрунту пензликом.

Головними показниками життєздатності насіння     слугували енергія проростання та схожість. Пророщування проводили при температурі (+3 °С) в чашках Петрі на фільтрувальному папері без освітлення. Також враховували загальний стан проростків і такі показники, як кількість нетипово пророслих насінин,  кількість сильних проростків [53].

Проростки класифікували на типові та нетипові. До типових відносили проростки, що мають нормально розвинені корінці, один з яких досяг довжини насінини, і добре розвинений листок довжиною не менш довжини насінини. До нетипових відносили проростки з закрученими чи товстими листками та корінцями, розірваним колеоптилем, незабарвленим листком в колеоптилі, відсутністю корінців при розвиненому листку, водянистими або ниткоподібними корінцями, тріщинами проростків, що досягають провідних тканин [53].

2.3 Метод визначення вміст вологи у насінні льону олійного  

Методи визначення вологості поділяють на прямі та непрямі. До прямих відносять методи, за допомогою яких відбувається розділення матеріалу на сухі речовини та воду, а саме: теплофізичні, дистиляційні та хімічні.

До непрямих методів відносять ті, за допомогою яких вимірюється зміна фізичної величини або її властивості, функціонально пов’язані з вологістю матеріалу. Це такі методи, як ємнісний, кондуктометричний, електропровідності.


Визначення вологості методом прискореного висушування. ГОСТ 13586.5-93 [55].

Метод заснований на визначенні масової частки вологи зерна вимірюванням зменшення маси наважки подрібненого зерна, висушеного у повітряно-тепловій шафі СЕШ за фіксованих параметрів: температури 130 ºС та тривалості висушування 40 хв.

Для визначення з середньої проби зерна виділяють наважку масою приблизно 30 г та подрібнюють її. Крупність помелу контролюється просіюванням сировини через сита з діаметрами отворів 0,8 мм протягом 3 хв. У подрібненому продукті частинки розмірами менше 0,8 мм (прохід через сито 0,8 мм) повинні становити не менше 60 %, а розмірами понад 1 мм (схід із сита 1,0 мм) – не більше 5 %.

У два попередньо висушених і зважених бюкси  беруть  наважки  по 5,00 ± 0,05 г подрібненого зерна. Бюкси відкривають і разом з кришками ставлять у заздалегідь нагріту до 130 ºС шафу для висушування, яке проводять протягом 40 хв. Відлік часу ведуть з моменту, коли температура у шафі із встановленими бюксами досягне 130 ºС. Вільні гнізда у шафі мають бути закриті заглушками.

Після висушування бюкси з зерном виймають з шафи, закривають кришками та перекладають у ексикатор до повного охолодження (приблизно на 20 хв, але не більше 2 год).

Охолоджені бюкси зважують з точністю до 0,01 г і знову кладуть у ексикатор до кінця підрахунків.

Вологість, %, розраховують за формулою [ 2.1 ]:
[image: image11.png]


X  M1 M2 100 K ,                         (2.1)

M1 M3

де M1, M2, M3 – маса бюкса відповідно з наважкою до і після висушування i порожнього, г; К – поправочний коефіцієнт, наведений у таблиці 2.1.

Таблиця 2.1 – Поправочний коефіцієнт для різних культур
	Назва культури
	Поправочний коефіцієнт, %

	Просо, гречка, льон, сорго
	0,10

	Пшениця, жито, ячмінь
	0,20

	Овес
	0,30

	Вика, горох, кукурудза, нут, чина, квасоля
	0,45


За вологість аналізованого зразка приймають середньоарифметичну величину двох паралельних визначень.

2.4 Визначення вмісту міді, марганцю та цинку у насінні льону олійного  метод атомно-абсорбційної спектрофотометрії з полум'яною атомізацією 

Метод атомно-абсорбційної спектрофотометрії з полум'яною атомізацією   має такі основні переваги:

1. Велика інформативність, так як він є методом багатоелементного аналізу, що дозволяє одночасно визначати до 30 елементів з невеликої проби (20-30 мг) [56].

Принцип методу полягає в наступному: атому повідомляється енергія зазвичай за допомогою співударів з високотемпературними атомами і молекулами в джерелі, де відбувається атомізація і збудження, яке зводиться до електронних переходів всередині атома з більш низьких рівнів на більш високі. Створений збуджений атом може втратити придбану енергію в процесі випромінювання і повернутися в первісний стан. Крім зазначеного переходу можливі і інші переходи з більш високих рівнів енергії на нижчі,  що призводить до виникнення серії емісійних ліній одного елемента [56].

Інтенсивність випромінювання при даній концентрації атомів певного елемента в джерелі пропорційно температурі джерела збудження. Однак при більш високих температурах велику роль починає грати іонізація; спектр стає більш складними швидко зростає емісійний фон джерела.

Основними перевагами атомно-емісійного методу є низькі аналітичні межі виявлення багатьох елементів, відносно нескладне обладнання, хороша селективність,   швидкість   виконання   аналізу   і   можливість   одночасного використаного джерела збудження і нероздільного процесів атомізації і збудження .

Джерела збудження поділяються на дві основні категорії: полум'яні (хімічне полум’я, що утворюються при згорянні різного палива в різних окислювачах); неполум’яні (електричні розряди різних типів - дуга, іскра і високочастотна плазма).

Температура найбільш широко використовуємого полум’я лежить в області 2000-3000 К, що забезпечує низьку межу виявлення.

Найбільш широко використовуються дугові і іскрові розряди, які застосуються для аналізу як струмопровідних, так і неструмопровідних матеріалів. В останньому випадку їх поміщають, наприклад, в канал електрода, виготовленого з струмопровідного матеріалу (найчастіше з графіту), або використовують "метод просипки ". Якщо проба являє собою розчин, то для його введення в плазму розряду запропоновані спеціальні прийоми, наприклад вдування аерозолю розчину або нанесення краплі на торець електрода з подальшим підсушуванням.

Розроблено два варіанти атомно-емісійного спектрального аналізу спектрографічний і спектрометричний, що відрізняються способом реєстрації аналітичного сигналу. Перший спосіб заснований на фотографуванні  спектрів на фотопластинку або фотоплівку, другий - на вимірі інтенсивності спектральних ліній за допомогою елементів і фотопомножувачів [56].

Спектрометричний метод аналізу відрізняється від спектрографічні методу способом вимірювання вихідного аналітичного сигналу і заснований на його фотоелектричній реєстрації. В основі спектральних методів з фотоелектричною реєстрацією спектрів лежать ті ж залежності, які використовуються в візуальних і фотографічних методах аналізу. У сучасних приладах застосовуються такі радіотехнічні схеми, які представляють вихідний сигнал, як у вигляді графічної залежності величини, пропорційної інтенсивності спектральної лінії від концентрації елемента, так і в вигляді цифрового запису.

Спектрометричний метод аналізу має переваги перед фотографічним: він є експресним, високопродуктивним , відтворюваність результатів аналізу істотно вище (Sr = 0,01-0,02). Ці переваги є результатом того, що нема необхідності в тривалості операцій обробки фотоемульсій і відсутні пов'язані з нею джерела похибок.

Градуйовані графіки будують також по набору стандартних зразків або стандартів; вони є постійними графіками за умови стабільності і джерелом світла і роботи детектора світлового потоку.

У спектрометричному методі аналізу більшість операцій аналогічно операціям в спектрографічний методі: пробовідбір, підготовка проби до аналізу, випаровування проби, збудження спектру. Відмінність полягає в вимірі аналітичного сигналу.

Спектральні прилади, застосовуються в спектрометричному методі, аналогічні приладам в спектрографічному аналізі. Якщо в фокальній площині розташовано кілька щілин, то одночасно можна працювати з декількома фіксованими довжинами хвиль. Для того щоб на виході спектрального приладу мати не фіксовану довжину хвилі, а мінливу, необхідно або переміщати вихідну щілину монохроматора уздовж фокальної площині, або повертати диспергующий елемент, пересувати спектр щодо вихідної щілини. Останній спосіб отримав більш широке поширення в спектрометричному аналізі, хоча для конкретних аналітичних задач бажано мати поліхроматор, в якому положення кожної щілини можна змінювати щодо інших. У цьому випадку одна з щілин може бути налаштована на довжину хвилі в спектрі стандарту, або елемента.

Поліхроматори застосовуються для одночасного багатоелементного аналізу (наприклад, в металургічній промисловості), монохроматори - тільки для одноелементного аналізу. Фотоелектрична реєстрація інтенсивності спектральної лінії дає можливість здійснювати автоматизацію процесу вимірювання та зберігання результатів вимірювань. Автоматизація процесу: введення проби в атомізатор перетворила сьогодні прилад для спектрометричного аналізу в повністю автоматизовану установку, діями якої керує ЕВМ за програмою, заданої оператором. Наприклад, сучасні установки для спектрометричного аналізу, що використовують індукторитивно- пов'язану плазму, є повністю автоматизованими [56].

2.5 Статистична обробка експериментальних даних
Статистичну обробку експериментальних даних  проводили шляхом обчислення середнього арифметичного значення, похибки середнього арифметичного, середнього квадратичного відхилення, достовірність різниці [57].

Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середнє арифметичне значення, що визначали за формулою [2.2]:
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Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів від середньої арифметичної [image: image2.wmf]x
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, після чого розраховували середнє квадратичне відхилення за формулою [2.3]:
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Потім знаходили величину похибки середнього значення ([image: image5.wmf]x

S

), яка прямо пропорційна середньому квадратичному відхиленню та обернено пропорційна числу проведених досліджень, за формулою [2.4]: 
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Достовірність різниці визначали за формулами [2.5 та 2.6]:
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Показник вірогідності (Р) визначали за таблицею Ст’юдента на підставі даних (td) [55].Для оцінки відмінностей між двома вибірками використовували непараметричний статистичний критерій Уїлкоксон, який дозволяє зіставити показники, виміряні в двох різних умовах на тій же вибірці випробуваних та встановити спрямованість змін та їх вираженість, тобто здатний визначити, чи є зрушення показників в одному напрямку більш інтенсивним, ніж в іншому [57].

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

3.1 Вплив низькотемпературного стресу та тривалості зберігання пилку в F1 на структуру популяцій 

Для проведення експерименту одержано гібриди F1, батьківські форми яких були контрастними за чутливістю гаметофіту та спорофіту до дії знижених температур (Антарес, К7487 - холодостійкі; К6080, К1347, Циан - нехолодостійкі). Крім цього вони також відрізнялись деякими морфологічними ознаками (кількість бічних пагонів і кут їх відхилення, забарвлення віночка, тривалість періоду сходи-цвітіння).

Температура й тривалість зберігання пилку гібридних рослин значно впливали на його якість. Пилок, який зберігався при температурі 3(С, досить тривалий час зберігав свою життєздатність. Зниження проценту коробочок, що зав’язалися, було поступовим, але навіть після 10 діб цей показник становив не менше 80% у більшості комбінацій схрещування, тоді як при температурі 18(С пилок майже повністю втрачав свою життєздатність вже після семи діб (процент коробочок, що зав’язалися ‒ 0-8%). Структура популяцій, що розщеплюються. Відмінності чоловічих гамет за їх чутливістю до зниженої температури в F1 впливають на структуру популяцій ВС1. Аналіз одержаних даних (табл. 3.1) свідчить, що зберігання пилку при зниженій температурі викликало значні зміни в співвідношенні рослин типу Антарес (3-5 бічних пагонів) та рослин типу Циан (1-2 бічних пагони). Як видно з даних таблиці 3.1, навіть у варіанті з мінімальною тривалістю зберігання пилку при температурі 3(С спостерігається тенденція до збільшення в популяції кількості рослин холодостійкого типу (Антарес), тоді як температура 18(С не забезпечувала суттєвих відхилень від контролю. Більш тривале зберігання пилку при зниженій температурі сприяло ще більш значному збільшенню в популяціях частки рослин холодостійкого типу, перевищуючи контроль у 2-5 разів.

Таблиця 3.1 – Вплив температури та тривалості зберігання пилку в F1

 на структуру популяцій ВС1
	Температура та

тривалість

зберігання пилку
	Кількість рослин,

що аналізувались,

шт.
	Співвідношення генотипів

з кількістю бічних

пагонів 3-5 до 1-2
	(2

	Циан ( (Антарес ( Циан)

	Контроль
	135
	0,12 : 1
	

	3 доби 18(С
	146
	0,14 : 1
	1,1

	3 доби 3(С
	132
	0,27 : 1***
	13,4

	7 діб 3(С
	126
	0,42 : 1***
	40,3

	10 діб 3(С
	127
	0,50 : 1***
	58,8

	Циан ( (Циан ( Антарес)

	Контроль
	110
	0,13 : 1
	

	3 доби 18(С
	113
	0,14 : 1
	0,1

	3 доби 3(С
	116
	0,19 : 1
	2,8

	7 діб 3(С
	115
	0,23 : 1*
	6,4

	10 діб 3(С
	109
	0,29 : 1***
	12,8


Примітка: *, *** - відхилення від контролю суттєві при Р < 0,05 та 0, 001 відповідно

Для оцінки впливу фону зниженої температури при зберіганні пилку F1 на холодостійкість одержаного спорофітного покоління насіння популяцій ВС1 пророщували при температурі 6(С протягом 14 діб.

Результати аналізу показали, що тривале зберігання пилку при зниженій температурі забезпечує появу в потомстві більшої кількості холодостійких генотипів, ніж у контролі (таблиця 3.2). На це вказує значне збільшення середньої довжини корінця в дослідних варіантах порівняно з контролем. Так, вже через 3 доби спостерігається суттєве збільшення цього показника. В окремих випадках зберігання пилку при температурі 18(С також було ефективним. 
Таблиця 3.2 –  Вплив температури та тривалості зберігання пилку гібридів F1 на холодостійкість популяцій ВС1

	Варіант
	Середня довжина

корінця, мм
	Розподіл за довжиною корінця, %

	
	
	1 - 10мм
	11 - 20мм
	> 20мм

	Циан ( (Антарес ( Циан)

	Контроль
	10,0(0,21
	76
	24
	0

	3 доби 18(С
	11,0(0,32**
	-
	-
	-

	3 доби 3(С
	11,1(0,22***
	14
	84
	2

	7 діб 3(С
	12,0(0,27***
	0
	60
	40

	10 діб 3(С
	13,6(0,46***
	6
	20
	74

	Циан ( (Циан ( Антарес)

	Контроль
	10,5(0,23
	70
	30
	0

	3 доби 18(С
	10,7(0,21
	-
	-
	-

	3 доби 3(С
	13,2(0,23***
	25
	75
	0

	Варіант
	Середня довжина

корінця, мм
	Розподіл за довжиною корінця, %

	
	
	1 - 10мм
	11 - 20мм
	> 20мм

	7 діб 3(С
	13,7(0,24***
	7
	52
	41

	10 діб 3(С
	14,3(0,38***
	3
	27
	70


Примітка: **, *** - відхилення від контролю суттєві при Р < 0,01 та 0,001 відповідно

Між варіантами були виявлені не тільки відхилення в зміні середнього розміру ознаки, а й у розподілі за довжиною корінців. Спектр мінливості за довжиною корінця в дослідних варіантах порівняно з контролем характеризується зменшенням кількості генотипів з мінімальною довжиною корінця.

Враховуючи те, що представлені варіанти відрізнялись також і за запліднюючою здатністю пилку, можна говорити, що в результаті його зберігання при зниженій температурі відбувається елімінація гамет тих генотипів, які характеризуються меншою холодостійкістю на спорофітній стадії розвитку. Тому насіння популяцій ВС1, одержаних у результаті запилення даним пилком, краще проростає при знижених температурах порівняно з насінням контрольної популяції. Аналогічні дані були отримані й в інших комбінаціях схрещування, що використовувалися в експерименті.

3.2 Дослідження вмісту вологи та сухої речовини у паростках льону олійного під впливом гіпотермічного стресу  
Відомо, що  для визначення холодостійкості на цьому етапі онтогенезу льону доцільніше аналізувати показники «поглинання вологи відносно сухого насіння» та «активність поглинання відносно до контролю», за якими більш чітко можна з’ясувати швидкість та кількість поглинання вологи насінням в різних умовах [49-53, 58].

Ці показники нами розраховано та  наведено  в  таблиці 3.3. Якщо аналізувати поглинання вологи відносно сухого насіння, то в даному варіанті досліду досліджувані генотипи можна розташувати в наступний ряд: антарес (72,5 %),  Циан (70,1 %). Одержані дані свідчать про те, що методики оцінки холодостійкості є дієвими. Найбільша різниця між контролем спостерігається під час холодового пророщування насіння у ґрунті.

Таблиця 3.3 – Вміст вологи та сухої речовини у паростках льону олійного за різних умов проростання

	Показники
	Генотип

	
	Антарес
	Циан

	Варіант № 1. Проростання насіння за оптимальної °t (22°C, 1 доба)

	Вміст сухої речовини, %
	14,1 ± 0,83
	15,7 ± 0,47

	Вміст вологи, %
	85,9 ± 0,83
	84,3 ± 0,47

	Поглинання вологи відносно сухого насіння,% (Контроль)
	82,5± 0,93
	80,2± 0,7

	Варіант № 2. Холодове пророщування насіння (3°С, 3 доби)

	Вміст сухої речовини, %
	24,1 ± 1,34
	25,8 ± 2,79

	Вміст вологи, %
	75,9 ± 1,34
	74,2 ± 2,79

	Поглинання вологи відносно сухого насіння,%
	72,5± 1,44
	70,1± 2,02

	Активність поглинання відносно контролю, %
	-10,0± 2,17
	-10,1± 2,26

	Варіант № 3. Холодове пророщування насіння у ґрунті (3°С, 6 діб)

	Вміст сухої речовини, %
	31,8 ± 0,07
	30,6 ± 1,61

	Вміст вологи, %
	68,2 ± 0,08
	69,4 ± 1,61

	Поглинання вологи відносно сухого насіння,%
	64,8± 0,18
	65,3± 1,84

	Активність поглинання відносно контролю, %
	-17,7± 0,91
	-14,9± 2,08


Розбіжність в активності поглинання води відносно контролю зразків Антарес та Циан мають достовірні значення у порівнянні з контролем. Зазначені результати пояснюють отримані нами раніше результати щодо різної холодостійкості досліджуваних генотипів. А здатність насіння більш стійких до гіпотермічного стресу генотипів льону олійного поглинати більшу кількість вологи в умовах низьких позитивних температур вказує на пришвидшене протікання процесів обміну, що підвищує їх резистентність до цього стресу.

Таким чином, нами встановлено зв’язок між холодостійкістю та поглинанням вологи насінням льону олійного. На нашу думку, на ранніх етапах онтогенезу пристосування до гіпотермії відбувається в основному на біохімічному рівні, а оскільки для нормального протікання реакцій необхідне середовище, можна зробити заключення: чим більша водопоглинаюча здатність, тим вища інтенсивність хімічних реакцій.

Це забезпечує швидку перебудову напрямку хімічних  реакцій під час гіпотермії, що лежить в основі адаптації до цього фактору на ранніх етапах розвитку рослини.

3.3 Вміст міді, марганцю та цинку в насінні різних генотипів льону олійного при дії низькотемпературного стресу

Зважаючи на те, що мідь, марганець та цинк входять до складу ферментів важливих біохімічних реакцій Plantae та сприятливо впливають на резистентність рослин до низьких температур, ми дослідили вміст цих мікроелементів в насінні досліджуваних генотипів льону олійного. Отримані результати наведені у гістограмі.

Виявлено, що досліджувані зразки відрізняються за вмістом міді, марганець та цинк Найбільший вміст цього мікроелементу спостерігається у найстійкішого до дії гіпотермії сорту лінії Антарес (7,3 мг/кг) і дещо нище у сорту Циан (7,1 мг/кг) який є  дещо низькостійкий до холоду порівняно з сортом Антарес.

Вміст  марганцю  в  насінні  досліджуваних  сортів  коливається   від   28,3 мг/кг у Антарес до 22,2 мг/кг у сорту Циан. Щодо вмісту цинку, то його кількість змінюється від 49,2 мг/кг до 43,3 мг/кг. відповідно. Імовірно, менша відмінність за вмістом марганцю та цинку в сухому насінні досліджуваних генотипів свідчить про те, що ці мікроелементи можуть відігравати допоміжну роль в адаптації до гіпотермії, наприклад, виступаючи в якості активатора ферментів.

Крім того, отримані нами данні вказують на певну синергічну взаємодію даних  хімічних  елементів  в  адаптації  генотипів  льону  до  дії  гіпотермії.  Так найбільший сумарний вміст мікроелементів 88,6 мг/кг зафіксовано у найбільш стійкого сорту Антарес, а найменшу 78,6 – у менш стійкого сорту Циан.
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Рисунок. 3.1 –  Вміст міді, марганцю та цинку в насінні різних генотипів льону олійного

Зв’язок позитивного синергічного впливу мікроелементів та холодостійкості раніше був підтверджений на багатьох культурах, зокрема, злаках, цитрусових, декоративних рослинах, волоському горіху[49-52] , що співпадає з одержаними нами результатами на паростках льону. За даними ряду дослідників, останні роки у льонарстві застосовуються нанопрепарати, що містять мікроелементи, які підвищують стійкість культури до негативних умов довкілля, зокрема, до гіпотермії.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА У НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ

Мета даного розділу показати практичні вміння застосовувати теоретичне знання при виконанні кваліфікаційної роботи на тему: «Генотипова відмінність за стійкістю до низькотемпературного стресу у льону олійного».

Перед початком роботи науковим керівником був проведений інструктаж з охорони праці за інструкціями № 296 та № 199 з Охорони праці та інструкцією № 62 з Пожежної безпеки.

В процесі виконання біохімічних досліджень доводиться мати справу з біологічними речовинами, електроприладами і лабораторним посудом. Основні небезпечні виробничі пошкодження при виконанні роботи, які можуть статися: термічні і хімічні опіки, електротравми, попадання хімічних і біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи у лабораторії з неполагодженими витяжками. При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого та недбалого використання приладів та інструментів.

Лабораторія – це окреме приміщення, в ньому формується свій мікроклімат, який впливає на здоров’я людини. Під оптимальними мікрокліматичними умовами розуміють такі сполучення характеристик мікроклімату, які забезпечують при систематичній дії нормальне функціонування організму не напружуючи механізми терморегуляції. Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою безпечної роботи. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкості переміщення повітря відповідно вимог ДНАОП 0.03-3.15-86  [58-64]. 

Повітря робочої зони повинно відповідати ДСТу 12.1.005-88 [59]. Важливу роль при роботі в лабораторії має провітрювання. Воно необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу, залишків хімічних речовин. Необхідно забезпечувати постійний рух повітря, шляхом відкриття вікон, у випадку використання отруйних та речовин неприємним запахом, приточно- витяжної вентиляції, що повинна відповідати СНІп 2.04.05-91 [59] і ДНАОП 0.03-3.15-89 [60]. 

Температура повітря повинна бути в оптимальному діапазоні 18-20 ˚С. Оптимальна швидкість руху повітря у приміщенні – 0,25-0,3 м/с. Відносна вологість повітря 60-70%. Атмосферний тиск в лабораторії такий як і в навколишньому середовищі. Оптимальним вважають атмосферний тиск 760 мм.рт.ст. [60-65].

Важливе значення має освітленості робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам СНІп ІІ -4-79 [66].
Безпека у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТ 12.3.002-75 та інших діючих нормативних актів.

На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та  після ознайомлення із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки [67].

Перед початком роботи треба: одягти отримати дозвіл на виконання роботи, спеціальний одяг, ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментами. У лабораторії  не можна працювати одному - наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках.

При роботі використовувати колективні і індивідуальні засоби та заходи безпеки. Працювати необхідно у зручному одязі, який не стримує рухів, мати окремий рушник для витирання рук, індивідуальні окуляри для захисту попадання різного хімічного матеріалу в очі. Необхідно перевірити на справність прилади:  цілісність дротів, заземлення (занулення) приладів. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги [68]. 

При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96 [69]. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, тому що у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу та поверхні шкіри.

При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд: загального і спеціального призначення, зокрема мірний. Дуже часто використовуються пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, що може призвести до проливання і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому виді, оскільки можна зашкодити шкіру, отримати опік. При нагріванні відкритий кінець пробірки повинен бути звернений у бік від працюючого і від сусідів по столу, щоб уникнути попадання на шкіру чи в очі випадково виплеснутої рідини. При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, що може призвести биття скляних предметів та травмування. У раковину забороняється виливати і видаляти концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини, і т.п. При виливанні в раковину таких речовин можливе їх випаровування й отруєння повітря лабораторії та прилеглих приміщень. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі (відповідно до ДСТ 12.1.007-76) [70].

При написанні цієї роботи мені довелося працювати із електроприладами. Усі мої дії підпорядковувалися вимогам ДНАОП 0.00-1.21-98 «Правила безпечної експлуатації електроустановок споживачів» [41]. Санітарні норми щодо вібрації та шуму дотримані згідно ДНАОП 0.03-3.12-84  та ДНАОП 0.03-3.14-85. З усіма приладами я працювала у присутності лаборанта та чітко дотримуючись інструкцій та паспортів заводу-виробника. Після закінчення дослідів, а також коли прилад був тимчасово не потрібен, він був відключений від електромережі. Використовувалася лише діючі прилади, що пройшли обов’язковий профілактичний огляд та перевірку. 

Після виконання роботи реактиви та скляний посуд зберігаються відповідно вимогам. Обов’язково оглянути приміщення, перевірити чи всі реактиви на своїх місцях, вимкнути електроживлення [71-72].

Під час проведення дослідження трапляються нещасні випадки. Це, передусім, пов’язано з недотриманням правил техніки безпеки при використанні реактивів для визначення біохімічних показників, при використанні апаратів і при роботі з комп’ютером.

До нещасних випадків, які можуть статися при виконанні моєї роботи, відносяться термічні і хімічні опіки,  електротравми, попадання біологічних рідин на одяг, шкіру і слизові оболонки, а також виникнення задухи при роботі у лабораторії з неполагодженими витяжками.

Тому дуже важливо знати способи долікарняної допомоги при цих випадках, щоб зарадити їм і їхнім наслідкам.

Термічні опіки виникають при дії високої температури. Перша допомога при термічних опіках полягає в швидкому припинені дії чинника. Для цього потрібно відразу після евакуації потерпілого із зони ураження, охолодити місце опіку тому, щоб після припинення дії температури на тіло зупинити денатурацію білків. 

Якщо на потерпілому горить одяг, людину потрібно повалити на землю          і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінну одежу. Після зняття одягу шкіра навколо опіку обережно очищається теплою водою з милом, чистим бензином або спиртом, а уражені ділянки шкіри оброблюють  аерозольним  складом проти  опіків (пантенол),  потім  накладають асептичну  пов’язку.  Для  знеболювання дають 1 – 2  таблетки  «Кетанов»,  а  пов’язку   за потреби змочують  розчином  місцевого анестетика. Самостійно розкривати чи зрізати пухирі не потрібно. Після цього потерпілого необхідно доставити в опікове відділення лікарні.

Хімічні  опіки  виникають  при  потраплянні  на  шкіру розчинів  сильних кислот (хлорної, азотної, сульфурної), луг і солей деяких важких металів. Невідкладна допомога: одяг, промочений хімічною речовиною, негайно видаляють, при цьому рятівник повинен працювати в гумових рукавичках. Уражену ділянку поливають великою кількістю проточної води впродовж 10 – 15 хвилин, а якщо допомога розпочата пізно, то впродовж ½ - 1 години. При цьому потрібно пам’ятати, що органічні речовини  які мають у своєму складі алюміній при з’єднанні з водою запалюються, тому їх змивати водою не можна. Обмив уражену ділянку шкіри, приступають до нейтралізації хімічного агента: при опіках кислотою використовують 4% розчин соди, а при опіках лугом – слабкий розчин оцтової або лимонної кислоти, котрими змочують серветки, які накладають на опікову поверхню [72]. 

При роботі з сироваткою  крові  можливе  її  потрапляння  на  шкіру,  одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно приказу № 120 МОЗ України від 20.05.00 розроблена перша допомога при цих випадках. 

Так при потраплянні сироватки на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дез. розчином може бути 0,5%  р-н хлорантоіну, 0,5% р-н дезактину, 0,05% р-н бактоліну. 

Якщо сироватка крові потрапила на шкіру, потрібно обробити уражену ділянку одним із дезінфікатом – це може бути 700 спирт, 3% р-н перекису водню, 5 % р-н йоду. Потім промити шкіру двократно під проточною водою з милом, висушити стерильною серветкою і знову обробити дезінфікатом. 

При потраплянні біологічного матеріалу на слизову оболонку очей потрібно промити поверхню великою кількістю води і закапати 30 % р-ном альбуциду,  якщо  ж  сироватка крові  потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 70% розчином спирту. Про всі випадки аварії потрібно повідомляти керівництво лабораторії [70].

Електротравми можуть виникати при пошкоджуючій дії напруги. 

Рятування потерпілого від електротравми повинно починатися з звільнення його від впливу струму. При цьому необхідно пам’ятати і дотримуватися деяких правил техніки безпеки. По-перше, для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з зазначених причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електричного проводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини и користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. По-друге, при відсутності ознак життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів. По-третє, якщо дії  виявилися  успішними, вам необхідно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на «мітки струму», які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [71].

Пожежна безпека об’єкту регламентується Законом України «Про пожежну безпеку» від 17.12.93 року, Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 13.06.95 року наказом № 400 МВС України та інструкціями. Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту [66].

В лабораторії повинні бути справні первинні засоби пожежогасіння:
вогнегасники вуглекислотні, пінні або порошкові, які розміщують безпосередньо лабораторії;  ящик або відро з піском (об’ємом близько 0,01м3) і совком; покривало з вогнетривкого матеріалу. До них необхідно забезпечити вільний доступ. Загоряння у приміщенні слід відразу ліквідувати. У разі виникнення пожежі необхідно: повідомити пожежну охорону (тел.101);  вжити заходів щодо евакуації людей з приміщення; вимкнути електромережу.

Легкозаймисті та горючі рідини і електропроводку необхідно гасити піском, вогнетривким покривалом, порошковими вогнегасниками; знеструмлену електропроводку можна гасити водою або будь-якими наявними вогнегасниками. Загоряння у витяжній шафі ліквідується вогнегасниками після вимкнення вентилятора. 

Перша допомога починається з того, що потерпілого необхідно винести на свіже повітря  або забезпечити притік свіжого повітря. Якщо є кисневий апарат або балон з киснем, то потрібно забезпечити дихання чистим киснем. Якщо потерпілий не дихає самостійно, починають штучне дихання, а при зупинці кровообігу і непрямий масаж серця. Але головне – це швидше доставити потерпілого в реанімаційне відділення. На сучасному етапі у реаніматологів достатньо методів виявлення допомоги таким потерпілим. Це і штучна вентиляція легень чистим киснем, и барокамери, заповненні киснем під тиском [69, 71]. 


Обробка результатів досліджень проводилася з застосуванням комп'ютерної техніки. До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп’ютері, повинні знати міри захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги при ураженні електричним струмом. 

Вмикання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням. Площа, що припадає на одного працюючого з дисплеєм, повинна бути не менше 6,0 м2. відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками. В приміщеннях, обладнаних відео терміналом, стіни слід фарбувати фарбами пастельних тонів. Фарбованим поверхням слід придавати матову фактуру. Допустимі рівні температури повітря в дисплейних залах             22-24°С і швидкості руху повітря не менше 0,2 м/с. В приміщеннях з дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання протягом робочої зміни. Видалення пилу з екрану слід проводити не рідше 1 разу за зміну. 

Покриття стола повинно бути матовим з коефіцієнтом відбиття 0,25 – 0,4. Освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах слід застосовувати люмінесцентні лампи типу ЛБ.

Перед початком роботи видалити пил з екрану, установити захисний екран, перевірити захисне заземлення (занулення), упевнитись у наявності засобів гасіння вогню.  

Відстань від очей користувача до екрану дисплея повинна становити 50 – 70 см, кут зору 10-200, але не більше 400. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. Руки користувача повинні розташовуватися на робочому столі в горизонтальному положенні, або злегка нахилені, кут ліктя повинен складати 70-900 необхідна опора для спини та сідниць. Стегна розташовують паралельно підлозі або підставці.

Необхідно передбачити дотримання регламентованих перерв, активне їх проведення, регулярне заняття виробничою гімнастикою, рівномірне розподілення завдань. 

Для запобігання перенапруження організму обмежувати сумарний час роботи за відео матеріалами до 50 % в продовж зміни. 

Різні види робіт вимагають різного підходу в організації перерв. Для робіт, що використовуються з великим навантаженням рекомендується 10-15 хв. Через кожні 2 години. Кількість пауз тривалістю 2 хв. регулювалися індивідуально, а форма і зміст можуть бути різними: виконання альтернативної допоміжної роботи, що не вимагає великого напруження, проведення фізичних вправ на корекцію вимушеної пози, покращенню венозного кровообігу, часткове поновлення дефіциту активного руху. Після кожних двох годин роботи влаштовувала невеличку (10-15 хвилин) перерву в роботі, під час якої виконувала гімнастичні вправи для зняття напруження з м'язів та спеціальні вправи для зняття зорової втоми. 

Напруга живлення ПК (220 В) є небезпечною для життя людини. Тому, незважаючи на те, що в конструкції комп'ютера передбачена достатня ізоляція від струмопровідних ділянок, необхідно знати та чітко виконувати ряд правил техніки безпеки. Забороняється торкатися екрана і тильного боку дисплея, проводів живлення та заземлення, з'єднувальних кабелів, порушувати порядок увімкнення й вимикання апаратних блоків, класти на апаратуру сторонні предмети, працювати на комп'ютері у вологому одязі та вологими руками, палити в приміщенні, де знаходяться комп'ютери. Під час роботи на комп'ютері необхідно суворо дотримуватися інструкції з експлуатації апаратури, працювати на клавіатурі чистими сухими руками, не натискуючи на клавіші без потреби чи навмання, коректно завершувати роботу з тим чи іншим програмним засобом. Гігієнічні вимоги до персональних комп’ютерів визначаються санітарними нормами та правилами СН 2.2.2.542-96.

Під час роботи комп'ютера екран дисплея є джерелом електромагнітного випромінювання, яке руйнує зір, викликає втому, знижує працездатність. Через це треба, щоб очі користувача знаходилися на відстані 60-70 см від екрана, а безперервна робота за комп'ютером тривала не більше 25 хв. для дітей і                  40-45 хв. для дорослих [72]. Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі.

Таким чином, завдяки теоретичному  курсу „Охорона праці”, всі набуті теоретичні знання я використала на практиці, тим самим звела до мінімуму ризик роботи при виконанні моєї кваліфікаційної роботи.

ВИСНОВКИ
1. Встановлені відмінності між генотипами льону за реакцією зрілого пилку на дію зниженої температури

2. Встановлено, що життєздатність пилку залишається досить високою навіть після 10 діб зберігання при температурі 3-7(С, тоді як при температурі 18-25(С вже навіть після 3 діб зберігання спостерігається суттєве зниження його життєздатності.  Внаслідок витримування при зниженій температурі пилку гибридів F1, отриманих від схрещування контрастних за холодостійкістю генотипів, у структурі популяцій ВС1, що розщеплюються, виявлені зміни за такими ознаками: кількість бічних пагонів, забарвлення віночка, тривалість періоду сходи – цвітіння.

3. Серед вивчених генотипів найбільшу водопоглинаючу здатність в умовах холодового стресу мав найбільш холодостійкий сорт Антарес меншу –менш холодостійкий сорт Циан .

Виявлено, що досліджувані зразки відрізняються за вмістом міді, марганець та цинк. Найбільший вміст цього мікроелементу спостерігається у найстійкішого до дії гіпотермії сорту лінії Антарес (7,3 мг/кг) і дещо нище у сорту Циан (7,1 мг/кг) який має дещо нижчу стійкий до холоду порівняно з сортом Антарес. Вміст  марганцю  в  насінні  досліджуваних  сортів  коливається   від   28,3 мг/кг у Антарес до 22,2 мг/кг у сорту Циан. Щодо вмісту цинку, то його кількість змінюється від 49,2 мг/кг до 43,3 мг/кг. відповідно.

Високий вміст досліджуваних мікроелементів у насінні льону олійного чинить сприятливий вплив на резистентність культури до низьких температур.

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Результати дослідження поширюють уявлення про вплив низькотемпературного стресу на різні генотипи льону олійного, які можна використовувати в якості вихідного матеріалу в селекції. Досліджено зміну показників проростання насіння льону олійного під впливом холодового стресу та встановлено кількісний вміст міді, марганцю та цинку в насінні досліджуваних генотипів. Встановлено, що стійкі до дії гіпотермії зразки мали більший вміст вологи і вище водопоглинання та вміст міді, марганцю та цинку.

Отримані дані можуть бути використані для створення нових генотипів льону олійного стійких, до низькотемпературного стресу.

Результати щодо дослідження впливу низькотемпературного стресу на різні генотипи льону олійного можуть бути впроваджені при підготовці магістрів спеціальності 091 Біологія, наприклад, при вивченні окремих розділів із дисципліни «Фізіологія рослин», «Біохімія рослин», «Методи дослідження стійкості рослин».
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