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Увеличение генетического разнообразия и ускорение селекционного процесса являются важнейшими задачами в се-
лекции пшеницы. Практический интерес для селекции представляют биотехнологические методы in vitro. В статье рассмо-
трены вопросы влияния генотипов и питательных сред на образование регенерантов. Целью исследований являлись из-
учение способности к андрогенезу в культуре пыльников и выявление перспективных генотипов озимой мягкой пшеницы. 
Оценку способности к андрогенезу проводили на десяти образцах озимой пшеницы. Было высажено 8711 пыльников на 
среды индукции N6 и P2, для регенерации использовали среду 190-2. В результате проведенных исследований выявлено, 
что процесс возникновения новообразований зависит как от варианта используемой питательной среды, так и от выбранного 
генотипа. Доказано, что наиболее благоприятной средой для культивирования пыльников озимой мягкой пшеницы является 
среда N6. Установлено, что максимальный процент новообразований (5,21%) из пыльников озимой мягкой пшеницы зафик-
сирован у образца 595/13. Выяснено, что образцы 595/13 (9 растений) и Нива Дона (6 растений) селекции ФГБНУ «АНЦ 
«Донской» показали самую высокую отзывчивость на образование каллусов и растений-регенерантов. Получено 6 зеленых 
растений-регенерантов и 3 альбиносные формы из пыльцевого каллуса образца 595/13 и 4 зеленых растения-регенеранта 
и 2 альбиноса у образца Нива Дона. 
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The improvement of genetic diversity and acceleration of breeding process are the most important tasks in wheat breeding. 
In vitro biotechnological methods are of practical interest for breeding process. The current paper has considered the effects of gen-
otypes and nutritious medium on the formation of regenerants. The purpose of the research was to study the ability to androgenesis 
in winter soft wheat anthers and to identify promising winter soft wheat genotypes. The estimation of the ability to androgenesis was 
carried out among ten winter wheat samples. 8711 anthers were planted on medium of N6 and PII induction; the 190-2 medium was 
used for regeneration. As a result of the study, it was found that the process of neoplasms occurrence depends both on the variant of 
the nutrient medium and on the chosen genotype. It has been proven that the most favorable medium for the cultivation of winter soft 
wheat anthers is medium N6. It was found that the maximum percentage of neoplasms (5.21%) from winter soft wheat anthers was 
recorded in the sample “595/13”. It was found that the samples “595/13” (9 plants) and “Niva Dona” (6 plants) developed by the FSBSI 
“Agricultural Research Center “Donskoy” showed the highest responsiveness to the formation of calluses and plants-regenerants. 
There were obtained 6 green regenerants and 3 albino forms from the pollen callus of the sample “595/13” and 4 green regenerants 
and 2 albino regenerants from the sample “Niva Dona”.

Keywords: winter soft wheat, genotype, androgenesis, anther culture, artificial nutritious medium, callus, moss-capsule, plant-
regenerant. 

Введение. Пшеница – одна из важнейших зер-
новых культур в мире, пригодная для многоцелевого 
использования. Для увеличения генетического раз-

нообразия и ускорения селекционного процесса в се-
лекции пшеницы в настоящее время применяют ме-
тоды культивирования in vitro. Практический интерес 
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для селекции представляет получение гаплоидов. 
Путем диплоидизации гаплоидов можно достигнуть 
гомозиготности по всем признакам. В случае удачной 
комбинации хромосом полученные константные фор-
мы у самоопылителей могут стать родоначальниками 
новых сортов (А. с. SU 1036306 A). 

Для получения дигаплоидных линий в работе с ози-
мой мягкой пшеницей и ее гибридами наиболее часто 
используют методы культуры пыльников и микроспор, 
предусматривающие создание условий для андро-
генеза (Першина и др., 2013). Андрогенез – однопо-
лое размножение, при котором растение возникает 
из микроспоры или пыльцевого зерна без участия яй-
цеклетки (Картель и др., 1999). Принцип андрогенеза 
in vitro заключается в том, что репродуктивные клетки 
изолированных пыльников могут делиться и давать 
эмбриоиды (зародышеподобные структуры). В неко-
торых случаях эмбриоиды развиваются в гаплоидные 
растения (Nitch, 1969). Для многих видов характерен 
другой процесс: репродуктивные клетки образуют 
каллусную ткань, в которой индуцируется органогенез 
и формируются растения. Однако каллусная ткань, 
возникшая из пыльников, не всегда способна к мор-
фогенезу (Шамина, 1981).

Согласно результатам исследований, проведен-
ных с привлечением большого числа сортов и гибри-
дов мягкой пшеницы, порядка 45–70% изученных 
генотипов способны к регенерации зеленых расте-
ний с частотой 0,4–3,6%. Успех андрогенеза зависит 
от многих факторов, таких как условия выращивания 
исходных растений, методы предобработки и куль-
тивирования пыльников, состав культуральных сред 
(Голованова, 2014). Однако определяющим является 
влияние генотипа на способность пыльников к андро-
генезу (Першина, 2013).

Цель исследований состояла в изучении способ-
ности к андрогенезу в культуре пыльников и выяв-
лении перспективных образцов озимой мягкой пше- 
ницы.

Материалы и методы исследований. В каче-
стве объекта исследований были взяты восемь образ-
цов озимой мягкой пшеницы селекции ФГБНУ «АНЦ 
«Донской» (Зерноградка 11, Шеф, Нива Дона, Вольный 
Дон, Полина, Донской маяк, Краса Дона и 595/13) и два 
сорта селекции ФГБНУ «НЦЗ им. П. П. Лукьяненко» 
(Гром и Курс). Всего было высажено на искусствен-
ные питательные среды 8711 пыльников. 

Растения-доноры были отобраны в поле 
из селекционных питомников ФГБНУ «АНЦ «Донской». 
Основной отбор побегов с колосьями проводили 
в утренние часы. Побеги, у которых влагалище пред-
последнего листа (последний лист флаговый) нахо-
дились на уровне центральной части колоса (±1 см), 
срезали на уровне почвы без повреждения последу-
ющих побегов. Местоположение колоса в листовой 
обертке определяли вручную. В колосьях, срезанных 
по указанному морфологическому признаку, микро-
споры находились в одноядерной стадии развития. 
Отобранные побеги этикетировали и хранили в сосу-
дах с водой при температуре +1–3 °С (Суханов, 1983). 

Перед стерилизацией колос вынимали из листо-
вой обертки, удаляли верхние и нижние цветки, а за-
тем помещали в марлевый мешок, который затяги-
вали синтетической ниткой. Таким образом колосья 
подготавливали для стерилизации. Стерилизовали 
объект в течение 20 минут в 0,1% растворе диаци-
да. После удаления стерилизующего агента мешок 
с колосьями промывали 3–4 раза в стерильной воде. 
После промывки с помощью пинцета открывали за-
тянутый ниткой мешок, вынимали колос и помещали 
в чашку Петри на стерильную фильтровальную бума-
гу для дальнейших манипуляций (Гончарова, 2012). 

Для посадки использовали два нижних цветка 
из 14 колосков средней части колоса, самые ниж-
ние (1–4) и верхние (начиная с 15) удаляли (Суханов, 
1983). При помощи пинцета и скальпеля колосья раз-
делялись на отдельные цветки. Обрезали их нижние 
части и извлекали пыльники, которые с помощью ме-
таллического крючка переносили на поверхность пи-
тательной среды, по 30 пыльников в каждую пробир-
ку. Извлечение пыльников из цветков и их посадку 
на питательную среду осуществляли в условиях бок-
са микробиологической безопасности. 

Культивирование проводили на трех модифициро-
ванных питательных средах, из которых две – для ин-
дукции и одна – для регенерации. Все три среды были 
твердые агаризированные (7 г/л). Индукционные сре-
ды N6 (Ziand Hai-man, 1978) и Potato-2 (Chuang, 1978) 
содержали тиамина 3,0; пиридоксина – 1,0; 2,4-Д – 2; 
кинетина – 0,5 мг/л. В качестве источника углеводов 
использовали сахарозу (90 г/л). Отличие питатель-
ных сред индукции заключалось в том, что в сре-
де Р2 отсутствовали микроэлементы и мезо-инозит. 
Для регенерации использовали питательную среду 
190-2 (Chuang and Jia, 1980), содержащую тиамин – 
0,4; пиридоксин – 0,5; никотиновую кислоту – 0,5; гли-
цин – 2; кинетин – 0,5; НУК – 0,5 мг/л и сахарозу – 
30 г/л. 

Пробирки с пыльниками помещали в термо-
стат и инкубировали в темноте при температуре 
25±1 °С. Через 7 дней пробирки начинали просматри-
вать под микроскопом и фиксировать время, количе-
ство и место образования каллусов (Лаврова, 2006). 
Через 25–43 дня после посадки пыльников на индук-
ционную среду образовавшиеся каллусы пересажи-
вали на среду регенерации, размер каллусов не пре-
вышал 2 мм. Пробирки с пересаженными каллусами 
инкубировали при температуре 25 °С в помещении 
с естественным освещением (Лукьянюк и Игнатова, 
1980). 

Особенности андрогенеза оценивали по количе-
ству отозвавшихся пыльников, частоте образования 
каллусов и количеству полученных растений-регене-
рантов.

Результаты и их обсуждение. Способность 
пыльников озимой мягкой пшеницы к андрогенезу 
в значительной степени определяется влиянием ге-
нотипа и питательной среды. Образование каллусов 
у образцов происходило из растреснувшихся пыль-
ников, которые в процессе культивирования меня-
ли цвет со светло-зеленого до желтовато-коричне-
вого. Каллусообразование происходило в пределах 
одной теки пыльника. Редко встречались пыльники, 
у которых каллус образовывался сразу на двух теках 
(рис. 1).

Вначале образовывались шаровидные полупро-
зрачные молочного цвета каллусы, которые затем 
разрастались и приобретали белую или бледно-жел-
тую окраску. Самое раннее появление новообразова-
ний зафиксировано через 25 дней у образцов 595/13 
и Краса Дона, самое позднее – через 43 дня у сортов 
Нива Дона, Вольный Дон и Курс. 

Изучение эффективности андрогенеза в культу-
ре пыльников выявило статистически значимые раз-
личия всех параметров в сравнении со стандартным 
сортом Гром, который оказался неотзывчивым в ус-
ловиях культивирования. Число отозвавшихся пыль-
ников по всем изучаемым генотипам варьировало 
от 0 (Гром) до 22 (595/13) шт. (табл. 1). 

Сравнение средних значений частоты продуктив-
ных пыльников показало, что лучшая реакция на ус-
ловия культивирования на питательной среде N6 сре-
ди генотипов пшеницы установлена у образцов 595/13 
(3,7%) и Нива Дона (0,98%). Различия в сравнении со 
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стандартом были достоверны для всех сортообраз-
цов, причем выход новообразований у образца 595/13 
составил 5,21% и был максимальным по сравнению 
с анализируемыми образцами озимой мягкой пшени-

цы. Соответствующий показатель у сорта Нива Дона 
был равен 1,57%. У остальных генотипов частота но-
вообразований не превышала 1%. 

1. Влияние среды N6 на андрогенез генотипов озимой мягкой пшеницы
1. Effect of medium N6 on the androgenesis of winter soft wheat genotypes

№ п/п Генотип Число высаженных 
пыльников, шт.

Пыльники с каллусом Новообразования
число, шт. частота, % число, шт. частота, %

1 Гром, ст. 523 0 – 0 –
2 Зерноградка 11 423 2 0,47 2 0,47
3 Шеф 642 2 0,31 2 0,31
4 Нива Дона 508 5 0,98 8 1,57
5 Вольный Дон 525 4 0,76 4 0,76
6 Полина 534 1 0,19 1 0,19
7 595/13 595 22 3,70 31 5,21
8 Донской Маяк 525 1 0,19 1 0,19
9 Курс 790 3 0,38 3 0,38
10 Краса Дона 475 4 0,84 4 0,84

НСР05 – 1,86 – 1,14 – –

Оценка андрогенеза пыльников изучаемых образ-
цов озимой мягкой пшеницы на питательной среде Р2 
показала неодинаковую реакцию на условия культи-
вирования (табл. 2). 

Так, из десяти изучаемых генотипов озимой пше-
ницы отзывчивыми оказались Нива Дона, Вольный 

Дон и Курс. Причем максимальное число пыльни-
ков с новообразованиями наблюдалось у сорта Нива 
Дона (4 шт.) с частотой 1,63%, который превысил дру-
гие образцы и по выходу новообразований – 2,04% 
(5 шт.).

2. Влияние среды Potato 2 на андрогенез генотипов озимой мягкой пшеницы
2. Effect of medium Potato II on androgenesis of winter soft wheat genotypes

№ п/п Генотип Число высаженных 
пыльников, шт.

Пыльники с каллусом Новообразования
число, шт. частота, % число, шт. частота, %

1 Гром, ст. 269 0 – 0 –
2 Зерноградка 11 389 0 – 0 –
3 Шеф 759 0 – 0 –
4 Нива Дона 245 4 1,63 5 2,04
5 Вольный Дон 288 1 0,35 1 0,35
6 Полина 266 0 – 0 –
7 595/13 215 0 – 0 –
8 Донской Маяк 218 0 – 0 –
9 Курс 259 2 0,77 2 0,77
10 Краса Дона 213 0 – 0 –

НСР05 – 0,62 – 1,13 – –

 а                                                                                   б

Рис. 1. Каллусо- и эмбриогенез озимой мягкой пшеницы: а – каллусы; б – эмбриоид
Fig. 1. Callus and embryogenesis of winter soft wheat: a – calli; b – embryoid
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При культивировании 64 новообразований на ре-
генерационной среде не все образцы проявили спо-
собность к регенерации проростков. Через 30 дней 
культивирования пыльцевого каллуса было заре-
гистрировано 15 растений-регенерантов у образ-
цов 595/13 (9 растений) и Нива Дона (6 растений), 

10 из которых были зелеными. Отмечалось появле-
ние у одного каллуса одновременно как зеленых, так 
и хлорофиллдефектных (альбиносных) регенеран-
тов. Наибольшее количество зеленых растений было 
получено у образца 595/13 – 6 шт. при частоте регене-
рации зеленых растений 66,7% (рис. 2).
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Рис. 2. Растения-регенеранты:а – зеленые; б – альбиносные
Fig. 2. Plants regenerants: a – green; b – albino

Частота образования зеленых растений и частота 
регенерации в целом зависели от генотипа и состава 
среды для регенерации.

Анализ полученных данных показал, что процесс 
возникновения новообразований зависит как от ва-
рианта среды, так и от генотипа. Лучшим вариантом 
для новообразований, как видно из таблиц, является 
среда N6 для всех генотипов. По всей видимости, это 
связанно с отсутствием в питательной среде P2 ми-
кроэлементного состава и мезо-инозита. Сорт Гром 
(селекции ФГБНУ «НЦЗ им. П. П. Лукьяненко»), кото-
рый был взят за стандарт, так как был получен с по-
мощью биотехнологических методов, в нашем случае 
не показал никаких результатов. Но это не свидетель-
ствует о том, что микроспоры данного сорта вообще 
не способны давать каллус. Возможно, данные усло-
вия оказались неблагоприятными для андрогенеза 

этих генотипов. Самый высокий ответ in vitro был по-
лучен у образцов 595/13 и Нива Дона.

Выводы. В результате проведенных исследова-
ний было доказано, что наиболее благоприятной сре-
дой для андрогенеза пыльников озимой мягкой пше-
ницы является среда N6.

Установлено, что максимальный процент ново-
образований (5,21%) из пыльников озимой мягкой 
пшеницы зафиксирован у образца 595/13. Выявлено, 
что образцы 595/13 (9 растений) и Нива Дона (6 рас-
тений) селекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» показали 
самую высокую отзывчивость на образование кал-
лусов и растений-регенерантов. Наибольшее ко-
личество растений-регенерантов из пыльцевого 
каллуса получено у образца 595/13 (6 зеленых и 3 аль-
биноса) и у образца Нива Дона (4 зеленых и 2 альби- 
носа). 
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