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Это исследование было проведено с целью анализа литературных данных, посвященных изучению ряда 
факторов, влияющих на процессы андрогенеза in vitro в культуре пыльников пшеницы. Triticum aestivum L. яв-
ляется одной из наиболее стабильных продовольственных культур в мире. Важным этапом для селекционеров, 
работающих с пшеницей, остается увеличение потенциала урожайности с соответствующим качеством зерна и 
устойчивостью к влиянию неблагоприятных факторов среды. Для того чтобы улучшить и ускорить селекцион-
ный процесс, требуется целенаправленный отбор исходного материала с вовлечением доноров по основным 
лимитирующим признакам и свойствам. Применение современных методов селекции и биотехнологических 
приемов, которые дают возможность ускоренно получить новый исходный материал с желательными хозяй-
ственно-ценными признаками, в этой связи становится актуальным вопросом. Большую перспективу для таких 
работ имеет использование методов гаплоидии, а именно получение растений с одинарным набором хромосом 
из культуры незрелых пыльников пшеницы (андрогенез). По данным исследователей, эффективность метода 
in vitro зависит от многих факторов, таких как влияние генотипа, условий выращивания, период проведения от-
боров, предварительная обработка, формула питательныой среды и условия культивирования. Согласно неко-
торым критическим обзорам зависимость от генотипа, низкая эффективность и альбинизм создают серьезные 
ограничения применения метода культуры пыльников. Однако другие исследовательские группы приложили 
значительные усилия, для того чтобы уменьшить влияние этих негативных факторов. Из-за постоянных улуч-
шений хорошо зарекомендовавший себя метод культивирования пыльников in vitro может быть эффективным 
инструментом для создания сортов и линий пшеницы с заданными признаками и свойствами. 
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The current study was carried out in order to analyze the literature devoted to the researches of a number of fac-
tors affecting the processes of androgenesis in vitro in wheat anther culture. Triticum aestivum L. is one of the most 
stable food crops in the world. An important step for wheat breeders is to improve the productivity potential with appro-
priate grain quality and resistance to unfavorable environmental factors. In order to improve and speed up the breeding 
process, a targeted selection of the initial material is required with the involvement of donors according to the main 
limiting traits and properties. In this regard, the use of modern breeding methods and biotechnological techniques, 
which make it possible to quickly obtain a new initial material with desirable economically valuable traits becomes an 
urgent issue. The use of haploidy methods, namely, the development of plants with a single set of chromosomes from 
an immature wheat anther culture (androgenesis), has great prospects for such work. According to the researchers, 
the efficiency of the method in vitro depends on many factors, such as influence of a genotype, growing conditions, 
a selection period, pre-treatment, a nutrient medium formula and cultivation conditions. According to some critical 
reviews, a genotype dependence, low efficiency, and albinism can pose serious limitations to the application of the an-
ther culture method. However, other research groups have made significant efforts to reduce the impact of these neg-
ative factors. Due to continuous improvements, the well-established method of anther culture cultivation in vitro can be 
an effective way to develop wheat varieties and lines with the desired traits and properties.
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Введение. Пшеница является наиболее 
важной стабильной продовольственной куль-
турой более чем для одной трети мирового 
населения. Ее зерно питательно, удобно в хра-
нении и транспортировке, по содержанию ка-

лорий и белков превосходит другие злаковые 
культуры. Эта культура считается хорошим 
источником минералов, витаминов группы 
В и пищевых волокон. Пшеничную муку исполь-
зуют для приготовления хлебобулочных изде-



Зерновое хозяйство России. Т. 14, № 3. 202226

лий, производства печенья, кондитерских из-
делий, лапши и др. Пшеницу также применяют 
как корм для животных, для производства эта-
нола, варки пшеничного пива, в качестве сырья 
для косметики, пшеничный белок добавляют 
в заменители мяса (Kumar et al., 2011). Важным 
этапом для селекционеров, работающих с пше-
ницей, остается увеличение потенциала уро-
жайности с соответствующим качеством зерна 
и устойчивостью к влиянию неблагоприятных 
факторов среды (Некрасов и др., 2018). 

Для того чтобы улучшить и ускорить се-
лекционный процесс, требуется целенаправ-
ленный отбор исходного материала с вовле-
чением доноров по основным лимитирующим 
признакам и свойствам (Некрасова и др., 2017). 
Применение современных методов селекции 
и биотехнологических приемов, которые дают 
возможность ускоренно получить новый ис-
ходный материал с желательными хозяйствен-
но-ценными признаками, в этой связи стано-
вится актуальным вопросом. 

Для проведения таких работ использова-
ние методов гаплоидии, а именно получение 
растений с одинарным набором хромосом 
из культуры незрелых пыльников пшеницы 
(андрогенез), открывает большие перспективы 
(Уразалиев, 2011; Dwivedi et al., 2015).

Культура пыльников имеет много преиму-
ществ в селекционных программах и исследо-
ваниях культурных растений. Одним из ее до-
стоинств является получение гомозиготных 
линий в пределах одного поколения. Быстрое 
воспроизведение линий дигаплоидов можно 
комбинировать с отбором, чтобы получить ин-
бредные линии и ускорить выведение новых 
сортов. Создание дигаплоидов дает возмож-
ность быстрого проявления рецессивных ал-
лелей. Кроме того, культура пыльников in vitro 
может сочетаться с другими методами, такими 
как отбор с помощью маркеров (MAS), анализ 
QTL, генетическая трансформация или инду-
цированный мутагенез для достижения жела-
емых целей селекции и исследований (Wajdzik 
et al., 2019; Bilichak et al., 2020).

При проведении культивирования пыль-
ников существует ряд трудностей, которые 
идентичны для большинства злаков – низкий 
выход эмбриоидов и альбинизм. Это застав-
ляет исследователей действовать эмпириче-
ски, подбирая оптимальные условия и коррек-
тируя их для разных видов и сортов растений. 
Целью данной работы являлся анализ литера-
турных данных, посвященных изучению ряда 
факторов, влияющих на процессы андрогенеза 
in vitro в культуре пыльников пшеницы.

Условия выращивания донорных рас-
тений. Качество растений-доноров является 
одним из самых важных критических факто-
ров, влияющих на эффективность андрогенеза 
in  vitro в культуре пыльников. Здоровые расте-
ния-доноры, их побеги и колосья являются пер-
выми важными факторами реализации уско-
ренного производства дигаплоидов. Два часто 
применяемых способа (контролируемые усло-

вия в теплице или фитотронной камере; бла-
гоприятные полевые условия в питомнике) 
помогают селекционерам работать в этом на-
правлении. Контролируемые световой и темпе-
ратурный режимы (теплица, фитотронная каме-
ра) позволяют выращивать донорские растения 
в течение всего года (Wang et al., 2019). 

Озимым генотипам требуется период яро-
визации (6–8 недель при 3–4 °С) после про-
растания. Как правило, донорные растения 
выращивают примерно при температуре 
18–21/12–15 °C (день/ночь) с 12–18-часовым фо-
топериодом и 70–80%-й влажности (Broughton 
et al., 2020). Кроме того, растения-доноры регу-
лярно подкармливают раствором удобрений. 
Донорские материалы, выращенные в контро-
лируемых условиях, могут быть использованы 
для методологического усовершенствования 
и в программах прикладных исследований кру-
глый год.

Некоторые исследователи предпочитают 
для работы материалы, выращенные в поле-
вых условиях (Lazaridou et al., 2017). Как прави-
ло, такие растения-доноры формируют больше 
побегов с выполненным колосом, крупными 
пыльниками и микроспорами внутри пыльни-
ков. Отобранный материал для производства 
линий дигаплоидов может быть использован 
и в практической селекции. 

Возраст и физиология. Физиологическое 
состояние растения-донора оказывает зна-
чительное влияние на реакцию микроспор 
в культуре.

Возраст пыльника и пыльцы является су-
щественным фактором, определяющим вы-
сокую частоту получения эмбриогенеза. 
Кругловой Н. Н. и Никоновым В. И. (2018) был 
проведен тщательный сравнительный анализ 
морфогенеза пыльника. Обнаружено, что раз-
витие пыльников отличается у разных линий 
и сортов. Ускоренными темпами пыльник фор-
мируется при быстром прохождении всех фе-
нофаз у скороспелых образцов, что особенно 
важно в засушливых климатических условиях. 

Результаты работы этих ученых способство-
вали выделению в процессе развития пыль-
ника пшеницы ряда критических периодов 
и стадий, которым соответствует определен-
ный этап фенологических изменений расте-
ния. Для биотехнологических исследований 
в культуре пыльников и микроспор у расте-
ний пшеницы должны быть следующие фено-
типические признаки: кончик колоса, кото-
рый находится в трубке, должен располагаться 
на конкретном для каждого генотипа расстоя-
нии от основания флагового листа до основа-
ния предпоследнего листа (фенофаза стебле-
вания на VII этапе органогенеза).

Совместными исследованиями ла-
бораторий биотехнологии Saaten Union 
Biotec в Германии и КазНИИЗР в Казахстане 
на основе морфологических наблюдений 
и цитологического контроля было установ-
лено, что оптимальной стадией развития ми-
кроспор является фаза, в которую влагалище 
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второго листа от флагового расположено посе-
редине колоса, а окраска пыльника темно-зе-
леного цвета (Уразалиев и др., 2015).

Данные о высокой эффективности культу-
ры пыльников, слабо отзывчивых на андро-
генез in vitro генотипов при совместном куль-
тивировании с завязями, отражены в работе 
А. Castillo с соавторами (2015). Генотип завязи 
и стадия развития значительно влияли на эм-
бриогенез и выход зеленых растений. Зрелые 
завязи из цветков, содержащих микроспоры 
на поздней двухъядерной стадии, увеличивали 
количество эмбриоидов и зеленых растений 
на 25–46% по сравнению с незрелыми (извле-
ченными из цветков с микроспорами на сред-
ней поздней одноядерной стадии).

Стадия развития пыльцы. Стадия разви-
тия пыльцевого зерна в пыльниках играет ре-
шающую роль в определении андрогенеза. 
По данным Kanbar et al. (2020), незрелые пыль-
ники, содержащие одноядерную пыльцу в мо-
мент первого митоза, являются идеальной ста-
дией для индукции андрогенеза. Существует 
мнение (Круглова и Никонов, 2018; Дьячук и др., 
2019), что при формировании тканей in  vitro 
по спорофитному пути критическим этапом 
развития пыльника является стадия вакуолизи-
рованной или сильно вакуолизированной ми-
кроспоры. Именно сильно вакуолизированная 
микроспора способна переключить програм-
му развития с гаметофитного на спорофитный 
путь развития благодаря ее хорошо выражен-
ной полярности. Такая отличительная черта 
проявляется как во внутреннем, так и во внеш-
нем строении, т.е. со стороны наружного по-
люса, обращенного к тапетуму, располагается 
вакуоль, а со стороны внутреннего полюса, на-
против поры прорастания, находится ядро.

Влияние генотипа. Одним из лимитирую-
щих факторов успешного практического при-
менения биотехнологии андроклинной гапло-
идии являются генотипические особенности 
донорного растения. В этой связи для решения 
задач, поставленных перед селекционерами, 
важным моментом становится выявление ге-
нотипов, сочетающих в себе высокую отзывчи-
вость в культуре in vitro изолированных пыль-
ников с заданными хозяйственно ценными 
признаками для условий конкретного региона 
возделывания (Сельдимирова и Никонов, 2021).

Наследование отзывчивости определяет-
ся преимущественно аддитивными эффектами 
участка хромосомы. В то же время и неадди-
тивные эффекты, и цитоплазматические вли-
яния также наблюдались и подтверждались 
в культуре пыльников (Abd El-Fatah et al., 2020).

С. Lantos с соавторами (2019) сообщают 
о влиянии гетерозисных и аддитивных эф-
фектов генов в культуре пыльников пшеницы, 
которые могут быть полезны с точки зрения 
практической селекции. Привлечение отзыв-
чивых генотипов (как минимум один зеленый 
проросток/колос) для скрещивания может уве-
личить количество произведенных линий дига-
плоидов. 

Из-за сильной зависимости от генотипа мно-
гие исследователи предполагают, что исходный 
материал для андрогенеза следует скрещивать 
с хорошо регенерирующими сортами. Поскольку 
это не всегда возможно, альтернативным реше-
нием является корректировка методологии от-
дельно для генотипов пшеницы. На первом этапе 
необходимо проанализировать различия между 
ними в реакции на содержание гормонов в пита-
тельной среде, воздействующей на микроспоры 
при андрогенезе (Weigt et al., 2020).

Предобработка пыльников. Согласно ли-
тературным данным предварительная стрес-
совая обработка пыльников играет ключевую 
роль в перепрограммировании микроспор 
на путь спорофитов, что практически означает 
индукцию эмбриогенеза in vitro. Также исследо-
ватели сообщили о многих факторах стресса, 
которые применяли для индукции андрогене-
за, включая холод, тепло, голодание, колхицин, 
осмотический шок, диметилсульфоксид (ДМСО) 
и др. (Echávarri and Cistué, 2016). Однако наи-
более часто применяемыми стресс-факто-
рами являются низкие, высокие температу-
ры и голодание, отдельно или в комбинациях. 
Оптимальное воздействие и сочетание стрес-
сов (холод, жара и др.) играет важную роль 
в индукции андрогенеза, потому что слишком 
легкие или чрезмерные нагрузки могут снизить 
эффективность. Повышенные стрессы могут 
снизить не только регенерацию, но и увеличить 
частоту появления проростков-альбиносов. 
Для этого применяемые методы обработки 
стрессом были проанализированы непосред-
ственно на побегах или изолированных пыль-
никах. Предварительная холодовая обработка 
донорских побегов – это простейший способ 
перепрограммирования микроспор. По дан-
ным H.M. Wang (2019), андрогенез микроспор 
in vitro можно индуцировать длительной пред-
варительной холодовой обработкой (2–5 °С, 
10 дней – 4 недели) донорских побегов. В то же 
время и короткая предварительная обработка 
холодом (3–8 дней, 4–6 °C) также может исполь-
зоваться для индукции андрогенеза (Sen, 2017). 
Более того, андрогенез in vitro успешно индуци-
руется голоданием (самостоятельно или в соче-
тании с химическими обработками) изолиро-
ванных пыльников (Echávarri and Cistué, 2016). 
В работе В. Echávarri и L. Cistué (2016) указано, 
что применение маннитола и колхицина уве-
личивало количество зеленых ростков и дига-
плоидных растений в зависимости от генотипа, 
а комбинация маннита и предварительной об-
работки ДМСО способствовала образованию 
большего количества эмбриоидов, зеленых 
проростков и растений дигаплоидов по срав-
нению с голоданием, применяемым отдельно. 

По мнению С. Lantos и J. Pauk (2016), терми-
ческая обработка (3 дня, 32 °С) изолированных 
пыльников, часто применяемая как стресс-фак-
тор, повышает эффективность индукции ан-
дрогенеза.

Состав питательной среды. Очень важным 
фактором, влияющим на андрогенез, является 



Зерновое хозяйство России. Т. 14, № 3. 202228

состав питательной среды. В частности, опреде-
ленную роль играют концентрация и сочетание 
гормонов. В разных экспериментах применяют 
добавление следующих составляющих: макро- 
и микроэлементы, витамины, аминокислоты, 
активированный уголь, различные экстракты. 
Для культивирования изолированных пыльни-
ков используют модифицированную базовую 
среду Мурасиге и Скуга (МS) (1962) с добавлени-
ем регуляторов роста, среды В-5 (Gamborg et al., 
1968), МN6 (Chu, 1978) и др.

Также разработаны две картофельные сре-
ды: Potato-I (P-1) и Potato-II (P-2). В каждой та-
кой среде основной частью был картофельный 
экстракт, также в качестве добавок использо-
вали некоторые определенные неорганиче-
ские и органические химические вещества. 
В Р-1 не добавляли неорганические соли (кро-
ме железа) и витамины. В P-2 только половин-
ная концентрация шести основных неоргани-
ческих солей синтетической среды W14 и один 
витамин (тиамин). 

J. W. Ouyang c коллегами (2004) модифици-
ровали синтетическую среду W14, используя 
5%-й экстракт картофеля в качестве добавки, 
но в то же время они уменьшили количество каж-
дого ингредиента среды W14 до трех четвертей 
от исходной концентрации. Их результаты пока-
зали, что эффективность этой среды, содержа-
щей картофельный экстракт, была намного выше, 
чем эффективность исходного ее состава.

По данным Н. В. Лавровой (2006), эффек-
тивность любой синтетической индукционной 
среды для культуры пыльников пшеницы мо-
жет быть улучшена путем добавления глюкозы, 
сахарозы либо мальтозы. 

В то же время в исследованиях И. В. Любуш- 
киной и др. (2020) применение мальтозы как  
источника углеводов оказалась неэффектив-
ным, поскольку образования каллусов и эм-
бриоидов в культуре пыльников не было уста-
новлено.

Тип и концентрация регуляторов роста 
(гормонов) в индукционной питательной среде 
играют важную роль в изменении пути разви-
тия микроспор с гаметофитного на спорофит-
ный. В работе R. Orlowska с соавторами (2020) 
было показано, что использование физиоло-
гически активных веществ (ауксины, цитоки-
нины) изменяет рост каллуса и скорость реге-
нерации растений. Индукция деления клеток 
микроспор и пролиферации клеток в пробир-

ке достигается за счет ауксинов (2,4-Д, нафти-
луксусной кислоты и индол-3-уксусной кисло-
ты). В зависимости от концентрации в среде 
2,4-Д может действовать как стрессор, способ-
ствующий изменению пути развития пыльцы, 
или как компонент, необходимый для развития 
эмбриоида. 

Взаимодействие между ауксином и цитоки-
нином особенно важно для контроля несколь-
ких процессов развития, таких как формирова-
ние и развитие меристем, которые необходимы 
для формирования всего растительного орга-
низма (Su et al., 2011). 

В работе Кругловой Н. Н. (2018) установле-
но, что индукция определенного пути морфо-
генеза in vitro определяется главным образом 
балансом между содержанием эндогенного 
(в эксплантах) и экзогенного (в составе пита-
тельной среды) ауксина ИУК. Показана прин-
ципиальная возможность регуляции путей 
морфогенеза in vitro каллусов путем подбора 
для каждого генотипа адекватного для индук-
ции конкретного пути баланса эндогенного 
и экзогенного ауксинов.

Проявление альбинизма. Каждый из вы-
шеперечисленных факторов может вызвать та-
кое сложное явление, как альбинизм. В послед-
нее время альбинизм все еще рассматривают 
как один из основных факторов, препятствую-
щих андрогенезу in vitro культуре пыльников 
пшеницы. Существуют данные, что соотноше-
ние проростков-альбиносов может уменьшать-
ся шаг за шагом путем оптимизации вышепере-
численных факторов, кроме влияния генотипа. 
Методы получения дигаплоидов и хорошо заре-
комендовавшие себя протоколы можно эффек-
тивно применять в селекции пшеницы и иссле-
довательских программах (Orlowska et al., 2020).

Заключение. На отзывчивость пыльников, 
культивируемых in vitro, оказывают влияние 
многие взаимодействующие факторы: условия 
выращивания донорных растений, генотип, 
физиологическое состояние растения-донора, 
стадия развития микроспоры, предобработка 
пыльников, состав питательной среды. Для по-
вышения эффективности получения гаплоидов 
и дигаплоидов необходимо проводить ком-
плексное изучение, позволяющее оценить 
структурные особенности и физиологические 
механизмы процесса репрограммирования 
клеток пыльника и отзывчивости их на условия 
культивирования.
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