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В современном мире применение технологии культивирования изолированных пыльников в настоящее 
время является неотъемлемой частью процесса селекции пшеницы. Создание гаплоидов в культуре пыльни-
ков озимой мягкой пшеницы позволит получить новые формы пшеницы в кратчайшие сроки и без привлечения 
больших площадей. Цель исследований – дать оценку гибридам F3 озимой мягкой пшеницы по отзывчивости 
пыльников и регенерации в культуре in vitro, выявить факторы, влияющие на выход гаплопродукции. Изуче-
на способность к андрогенезу in vitro в культуре пыльников четырех гибридных комбинаций озимой мягкой 
пшеницы селекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» интенсивного и полуинтенсивного типа. Проведена оценка роли 
минерального состава трех индукционных питательных средах N6, W14, NPB-99. Установлена связь основных 
этапов создания гаплоидных растений с генотипом. Наибольшая частота регенерации зеленых растений по-
лучена у образца F3 623 интенсивного типа (3,3%). Наиболее подходящей средой для андрогенеза пыльников 
озимой мягкой пшеницы in vitro является NPB-99. Поскольку генотип F3 623 интенсивного типа продемонстри-
ровал высокие показатели гаплопродукционной способности, то он может быть успешно использован в  се-
лекционных программах для быстрого получения гомозиготных линий пшеницы в культуре пыльников in vitro. 
Используя двухфакторный дисперсионный анализ, была установлена взаимосвязь между эффектами геноти-
па, питательной среды и их взаимодействием с основными параметрами гаплообразования озимой пшеницы. 
Формирование эмбриогенных структур в основном связано с влиянием генотипа (46,52%). Доля питательного 
состава среды была низкой (1,82%), а фактор взаимодействия составил 2,1%. Наибольшее влияние на пока-
затель количества регенерантов оказал генотип. Питательная среда мало повлияла. Что касается регенерации 
зеленых растений, которая является основным показателем гаплопродукционного процесса, доля влияния ге-
нотипа была наибольшей (47,32%). Вклад среды и взаимодействия факторов были менее важными, но стати-
стически значимыми.
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In the modern world, the use of isolated anther cultivation technology is currently an integral part of the wheat 
breeding process. The development of haploids in the winter bread wheat anthers will allow obtaining new forms 
of wheat in the shortest possible time and without large areas. The purpose of the current study was to estimate the F3 
winter bread wheat hybrids according to the anthers’ sensitivity to androgenesis and plant regeneration in vitro and to 
identify the factors affecting the yield of haploid production. There has been studied the ability to androgenesis in vitro 
in the anthers of four winter bread wheat hybrids of intensive and semi-intensive type of the FSBSI “ARC “Donskoy”. 
There has been assessed the role of the mineral composition of three induction nutrient media N6, W14 and NPB-99. 
There has been established a correlation between the main stages of development of haploids and  a  genotype. 
The highest regeneration rate of green plants was obtained in the sample F3 623 of intensive type (3.3%). The most 
suitable medium for androgenesis of the winter bread wheat anthers in vitro is NPB-99. Since the  genotype F3 
623 of intensive type demonstrated high values of haploid production capacity, it could be successfully used in breeding 
programs for the rapid production of homozygous wheat anther lines in vitro. Using two-way analysis of variance, 
there has been identified a correlation between the effects of a genotype, nutrient medium and their interaction 
with the main parameters of haploid formation in winter wheat. The formation of embryogenic structures is mainly 
associated with the effect of a genotype (46.52%). The proportion of the nutrient composition of the medium was low 
(1.82%), and the correlation factor was 2.1%. The genotype had the greatest effect on the indicator of the regenerants’ 
number. The nutrient medium had little effect. Regarding the regeneration of green plants, which is the main indicator 
of the haploid production, the share of a genotype effect was the largest (47.32%). The contribution of the medium and 
the correlation of factors were less important, but statistically significant.

Keywords: winter bread wheat, genotype, anthers, artificial nutrient medium, callus, regenerant plant.

Введение. Современные биотехнологиче-
ские исследования позволяют решать серьез-
ные проблемы в области селекции сельскохо-
зяйственных культур, в том числе внедрение 

новых клеточных технологий с классической 
генетикой и методами селекции открывает 
множество возможностей для практического 
применения (Testillano, 2019).
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Вышесказанное больше подходит для ме-
тода выращивания изолированных пыльников, 
основанного на использовании андрогенеза 
in vitro. Этот метод повышает эффективность по-
лучения новых форм пшеницы в кратчайшие 
сроки и без привлечения больших площадей. 
В настоящее время в мире технология культи-
вирования изолированных пыльников является 
неотъемлемой частью процесса селекции пше-
ницы (Dwivedi et al., 2015). Однако, несмотря 
на положительные результаты, многие проблем-
ные вопросы все еще остаются нерешенными. 

Культура пыльников является одним из наи-
более эффективных методов получения гапло-
идов и гомозиготных дигаплоидов. Потенциал 
андрогенеза in vitro в получении дигаплоидных 
растений высок, поскольку один пыльник содер-
жит более тысячи микроспор, и из каждой из них 
может развиться новое растение. Однако пше-
ница известна как непокорный вид в отношении 
методов андрогенеза, таких как культура изоли-
рованных пыльникови микроспор. В целом мно-
гие генотипы пшеницы, особенно при случайном 
отборе, плохо отзываются на культивирование 
in vitro. В частности наблюдается низкая регене-
рация зеленых растений, связанная либо с аль-
бинизмом, либо с полным ее отсутствием (Грауда 
и др., 2015, Grauda et al., 2014).

Трудно разработать эффективный метод ре-
генерации растений в культуре пыльников, по-
скольку существует множество факторов, вли-
яющих на эффективность андрогенетической 
индукции. Успех в регенерации дигаплоидов 
в основном зависит от генотипа растений-доно-
ров. Это также определяется условиями их выра-
щивания, типом и длительностью воздействия 
стресса, условиями культивирования – особен-
но видом индукционной среды – содержанием 
в ней гормонов и взаимодействием между все-
ми этими факторами (Weigt et al., 2020).

Было проведено много исследований, каса-
ющихся технологии культивирования пыльни-
ков пшеницы in vitro. Используя комбинацию 
этой технологии с общепринятыми методами 
селекции, в некоторых странах уже разработа-
ны и внедрены в производство сорта пшеницы, 
созданные с использованием дигаплоидных 
линий (Круглова и Сельдимирова, 2015).

Цель исследований – дать оценку гибридам F3 
озимой мягкой пшеницы по отзывчивости пыль-
ников и регенерации в культуре in vitro, выявить 
факторы, влияющие на выход гаплопродукции.

Материалы и методы исследований. В ка-
честве объекта исследований были случайно 
выбраны 4 гибридные комбинации озимой мяг-
кой пшеницы селекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» 
интенсивного и полуинтенсивного типа: F3 
532 п/инт., F3 623 инт., F3 630 п/инт., F3 540 п/инт. 
Материал получен на опытных полях отдела се-
лекции и семеноводства озимой пшеницы.

Донорные растения были отобраны в поле. 
Колосья были взяты на средней или поздней 
одноядерной стадии микроспорогенеза, ко-
торая считается оптимальной для выделения. 
Стадию развития микроспор определяли с по-

мощью препаратов, изготовленных из измель-
ченных пыльников, собранных с центральной 
части колоса, которые окрашивали ацетокар-
мином. Стебли с колосьями на соответствую-
щей стадии хранили в колбах Эрленмейера 
с водой в темноте при температуре 4  ºC в те-
чение семи дней. После низкотемпературной 
предварительной обработки материала прово-
дили стерилизацию в 5% растворе гипохлори-
та натрия 10 мин. Затем колосья трижды про-
мывали в стерильной дистиллированной воде 
в течение 5 минут. Далее пыльники выделяли 
из колосьев и помещали в культуральные про-
бирки по 30 шт. на индукционную среду.

Всего было высажено на искусствен-
ные питательные среды 1939 шт. пыльников. 
Еженедельно наблюдали за процессом роста 
культуры, удаляли инфицированные пробирки.

Культивирование проводили на трех мо-
дифицированных питательных средах, из ко-
торых три – индукционные и одна для регене-
рации. Индукционные среды N6 (Головко и др., 
2019), W14 (Barnabas, 2003), NPB-99 (Zheng et al., 
2015), регенерационная – 190-2 (Barnabas, 
2003). Среда W14 по содержанию макроэле-
ментов была близка к среде N6, а среда NPB-99 
содержала по прописи почти в два раза мень-
ше макроэлементов по сравнению с N6. Среда 
W14 была схожа со средой NPB-99 по коли-
честву микроэлементов, кроме того в обеих 
средах содержались такие микроэлементы, 
как молибден, медь и кобальт, в отличие от сре-
ды N6. В питательной среде NPB-99 находилась 
глютаминовая кислота (500 мг/л), а в средах N6 
и W14 – глицин (2 мг/л). В среде NPB-99 – мак-
симальное содержание тиамина (5 мг/л), в от-
личие от других сред. Кроме того в данной сре-
де содержалось два ауксина: 2,4-Д (0,2  мг/л) 
и 3-ИУК (1 мг/л). В среде N6 и W14 присутство-
вал один ауксин – 2,4-Д (2 мг/л). Содержание 
цитокининов во всех трех средах было одина-
ковое – кетинина – 0,5, зеатина – 0,05 мг/л.

Пробирки с пыльниками инкубировали 
в термостате без доступа света при температу-
ре +28 °С в течение 5–6 недель после посадки 
на индукционную среду. Во время этого пери-
ода пробирки осматривали под микроскопом, 
записывали время, дату, место образования 
и количество каллусов. Новообразования пе-
ресаживали на среду регенерации и инкуби-
ровали при температуре 25  ºС в помещении 
с естественным освещением. Затем пробирки 
с эксплантами отправили в освещенную ро-
стовую комнату, где они культивировались 
при освещенности 3000 люкс, 16ч/8ч фотопе-
риод. Еженедельно наблюдали за регенера-
цией растений (появление зеленых побегов). 
Растения с хорошо развитой корневой систе-
мой в пробирках помещали на яровизацию 
в холодильник на 40 дней при температуре 
4 °С (Головко и др., 2019, Grauda et al., 2014). 

В ходе исследования были проанализиро-
ваны следующие признаки:

• выход эмбриогенных структур;
• частота зеленых регенерантов;
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• вклад факторов генотипа, состава пита-
тельных сред и их взаимодействия в основные 
параметры гаплопродукции.

Результаты и их обсуждение. В процес-
се анализа любого генотипа озимой пшеницы 
невозможно предсказать эффективность га-
плопродукции в культуре пыльников. Поэтому 
при работе с неизученным (со стороны отзы-
вчивости на андрогенез in vitro) генетическим 
материалом обязательной является оценка его 
гаплопродукционной способности. Результаты 
данного исследования показывают, что фор-
мирование эмбриогенных структур началось 
на 35–38 день от момента инокуляции пыль-
ников на индукционную питательную среду. 

Установлено, что при данных условиях экспе-
римента все изучаемые генотипы оказались 
чувствительными к первому этапу андрогене-
за. По числу новообразований выделился ге-
нотип озимой мягкой пшеницы интенсивного 
типа F3 623 (табл. 1). Процент формирования 
эмбриогенных структур варьировал по гено-
типам в зависимости от варианта питательной 
среды от 6,84 до 22,4% по N6, от 5,78 до 40,38% 
по W14, от 0,97 до 31,58% по NPB-99. При этом 
генотип полуинтенсивного типа F3 532 харак-
теризовался высокими значениями призна-
ка на средах W14 (40,38%) и NPB-99 (31,58%), 
а генотип пшеницы интенсивного типа F3 623 – 
на среде W14 (29,45%).

1. Эффективность андрогенеза in vitro в культуре пыльников различных генотипов  
озимой мягкой пшеницы (2021 г.)

1. Efficiency of androgenesis in vitro in the winter bread wheat anthers  
of various genotypes (2021)

Генотип Индукционная среда Количество высаженных 
пыльников, шт.

Эмбриогенных структур
шт. частота индукции, %

F3 532 п/инт.
N6 117 8 6,84

W14 104 42 40,38
NPB-99 95 30 31,58

F3 623 инт.
N6 214 34 15,89

W14 163 48 29,45
NPB-99 183 21 11,48

F3 630 п/инт.
N6 183 41 22,40

W14 173 25 14,45
NPB-99 140 6 4,29

F3 540 п/инт.
N6 136 12 8,82

W14 225 13 5,78
NPB-99 206 2 0,97

Из данных генотипов, все были способны 
к формированию регенерантов. Развитие ре-
генерантов in vitro происходило сходным обра-

зом и в сходные сроки с прорастанием пшени-
цы в обычных условиях (рис. 1).

1 – отбор донорных растений, 2 – инокуляция пыльников на среду индукции, 3 – новообразования на 
пыльнике, 4 – инокуляция новообразований на среду индукции, 5 – начало прорастания, 6 – фенофаза всходов,  
7 – зеленые растения и растения-альбиносы, 8 – регенеранты в теплице

Рис. 1. Технология получения гаплоидов в культуре пыльников озимой мягкой пшеницы (2021 г.)
Fig. 1. Technology for obtaining haploids in the winter bread wheat anthers (2021)

1 2 3 4

5 6 7 8
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Пыльники изучаемых гибридов характери-
зовались различными показателями частоты 
образования растений-регенерантов. Высокая 
частота регенерации среди альбиносных рас-
тений наблюдалась у генотипа F3 532 – 8,4% по-

сле индукции пыльников на питательной среде 
NPB-99. Среди зеленых регенерантов высокую 
частоту регенерации показал генотип F3  623 
(3,3%) также на питательной среде NPB-99 
(рис. 2).

Рис. 2. Частота регенерации растений-регенерантов в зависимости от питательной среды и генотипа (2021 г.)
Fig. 2. Regeneration frequency of regenerant plants depending on the nutrient medium and genotype (2021)

Для выявления доли влияния генотипа, 
питательной среды и их взаимодействия был 
проведен двухфакторный дисперсионный ана-
лиз, который позволил выявить вклад факто-
ров в формирование эмбриогенных структур 
озимой мягкой пшеницы (Дьячук и др., 2017). 
Вклад генотипа при возникновении новообра-
зований был значительным (46,52%). Доля вли-
яния состава питательной среды была незна-
чительной 1,82%, взаимодействие факторов 
составило 2,1%. 

На показатель «число регенерантов» наи-
большее влияние оказал генотип (48,11%). 
Доля вклада генотипа в величину регенерации 
зеленых растений была наибольшей (47,32%). 
Влияние питательной среды и взаимодействия 
факторов было менее значимым, но статисти-
чески достоверным (табл. 2). На эти процессы 
более 50% влияния оказывают прочие факто-
ры: возраст пыльника, длительность холодо-
вой предобработки, условия культивирования, 
что является допустимым в подобных исследо-
ваниях.

2. Влияние состава питательных сред, генотипа и их взаимодействия  
на основные параметры гаплопродукции озимой мягкой пшеницы (2021 г.)

2. Effect of nutrient media composition, genotype and their correlation  
on the main parameters of winter bread wheat haploid production (2021)

Фактор
Эмбриогенных структур, шт. Число регенерантов Число регенерантов 

зеленых
Доля 

влияния,% Fфакт Fтеор
Доля 

влияния,% Fфакт Fтеор
Доля 

влияния,% Fфакт Fтеор

Генотип 46,52 156,3 3,59 48,11 648,8 3,59 47,32 213,3 3,59
Питательная среда 1,82 9,2 3,98 -0,89 21,15 3,98 0,77 7,2 3,98
Взаимодействие генотип × 
питательная среда 2,1 3,59 3,09 1,67 13,02 3,09 1,64 10,5 3,09

Прочие факторы 49,56 − − 51,11 − − 50,27 − −

Выводы. Наибольшая частота регенера-
ции зеленых растений получена у образца F3 
623 интенсивного типа (3,3%). В данных иссле-
дованиях установлено, что оптимальной сре-
дой для андрогенеза пыльников in vitro озимой 
мягкой пшеницы является среда NPB-99. В ходе 
двухфакторного дисперсионного анализа вы-

явлена доля влияния генотипа, питательной 
среды и их взаимодействия на гаплопродук-
ционную способность озимой мягкой пшени-
цы. Формирование эмбриогенных структур за-
висит в большей степени от генотипа (46,52%). 
Вклад состава питательной среды был незначи-
тельным 1,82%, взаимодействие факторов со-
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ставило 2,1%. Отмечено, что на значение числа 
регенерантов наибольшее влияние оказывал 
генотип 48,11%, влияние питательной среды 
было незначительным. Количество зеленых 

растений-регенерантов зависело от генотипа 
(47,32%). Вклад питательной среды и взаимо-
действия генотип × среда были менее значимы, 
но статистически достоверными.
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