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Аннотация. Изучались особенности андрогенеза in vitro в культуре изолированных 
пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская. Исследовано влияние разных питатель-
ных сред и условий холодовой предобработки на образование каллусов и эмбриоидов, 
выявлена оптимальная для индукции андрогенеза среда, определены оптимальные для 
образования эмбриоидов и зелёных растений-регенерантов температурный режим и 
длительность холодовой предобработки. 
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Введение 

Гаплоидные технологии основываются на регенерации гаметных кле-
ток с образованием целых растений. Главное преимущество гаплоидных 
технологий – это возможность быстрого, за одно поколение, получения го-
мозиготных растений с требуемыми параметрами. В связи с этим данный 
метод имеет большие перспективы использования в генетике и селекцион-
ных программах, а также в фундаментальных областях биологии для иссле-
дования структуры и эволюции генома растений. Сегодня для получения 
гаплоидных растений используют достаточно широкий ряд методик: отда-
лённую гибридизацию с селективной элиминацией хромосом чужеродного 
вида-опылителя [Niroula, Bimb, 2009], культивирование изолированных 
пыльников и микроспор [An improved … , 2001; Lantos, Jancso, Pauk, 2005; 
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Soriano, Li, Boutilier, 2013], неоплодотворённых завязей и семяпочек [Bo-
hanec, 2009]. Весьма примечательным, с нашей точки зрения, является метод 
культивирования изолированных пыльников, который основывается на яв-
лении андрогенеза in vitro, поскольку он достаточно несложен и требует ми-
нимальных затрат. Кроме того, некоторые виды растений показывают 
наибольшую частоту индуцированного андрогенеза именно в культурах 
изолированных пыльников, где микроспоры находятся в условиях, соответ-
ствующих родительскому организму [Bhojwani, Dantu, 2010]. Следует отме-
тить, что эффективность андрогенеза у разных видов растений значительно 
различается и даже внутри одного вида может варьировать между сортами. 
Показано, что эффективность андрогенеза в культуре изолированных пыль-
ников во многом определяется генотипом растений и находится под строгим 
генетическим контролем [Islam, Tuteja, 2012]. Так, у мягкой пшеницы име-
ются сорта, для которых экспериментально установлена невозможность 
применения данного метода [Comparison of … , 2020]. Условия выращива-
ния донорных растений также могут оказывать значительное воздействие на 
развитие пыльников и, следовательно, на частоту эмбриогенеза у микроспор 
[Olmedilla, 2010]. Ещё одной проблемой применения гаплоидных техноло-
гий является образование растений со смешанной плоидностью вследствие 
слияния гаплоидных ядер на инициальных стадиях андрогенеза или эндопо-
липлоидии [Islam, Tuteja, 2012]. Однако главной проблемой андрогенеза у 
хозяйственно значимых злаковых культур является высокая частота форми-
рования растений-альбиносов, лишённых хлорофилла [Progress in doubled … , 
2009]. Такие растения не могут выживать в природе и не имеют какой-либо 
хозяйственной ценности. Во многом существующие проблемы применения 
гаплоидных технологий связаны с недостаточной изученностью данного 
метода. Тем не менее его использование открывает большие перспективы 
для получения новых сортов значимых для сельского хозяйства растений, 
более устойчивых к широкому ряду факторов внешней среды, что особенно 
важно для регионов рискованного земледелия. 

Настоящая работа посвящена изучению особенностей андрогенеза in 
vitro в культуре изолированных пыльников озимой мягкой пшеницы сорта 
Иркутская и определению методических особенностей получения интакт-
ных растений данного сорта.  

Материалы и методы 

В качестве исходного материала использовалась озимая мягкая пшени-
ца сорта Иркутская. В осенне-зимний период донорные растения выращива-
ли на станции искусственного климата (фитотрон) СИФИБР СО РАН. Тем-
пература поддерживалась в интервале 22–26 ºС, фотопериод составил 16 ч. 
Полив осуществляли еженедельно. В весенне-летний период донорные рас-
тения выращивали в поле на экспериментальных участках Заларинского аг-
роэкологического стационара (дер. Тунгуй, Заларинский район, Иркутская 
область). Стационар расположен в лесостепной части Среднего Приангарья 
в бассейне р. Заларинка. Среднемесячные температуры в 2020 г. в период 
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активной вегетации колебались от 9 до 19 ºС. Количество среднемесячных 
осадков в этот же период составило от 50 до 130 мм. Растительный материал 
отбирался на стадии трубкования. После срезки колосья помещались в воду и 
подвергались холодовой предобработке при 4 ºС в темноте в течение 3–15 сут.  

В асептических условиях донорные колосья обрабатывали 98%-ным 
этанолом. Пыльники вычленялись из 6–10 колосков средней трети колоса. 
Извлечённые пыльники помещались на инициальные стерильные среды Po-
tato IV (PIV) [A set of the … , 1978] и N6 [Анапияев, 2001] с разным содержа-
нием регуляторов роста, нафтилуксусную кислоту (НУК; 0,5, 1, 1,5 мг/л) и 
2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4-Д; 0,2, 0,5, 1, 1,5 и 2 мг/л). В каче-
стве источника углеводов использовали сахарозу (90 г/л) и мальтозу (80 г/л). 
Содержание агара в средах составляло 7 г/л. После пересадки пыльники 
культивировали в темноте при температуре 26 ºС в течение 4 недель до по-
явления каллусов и эмбриоподобных структур. В дальнейшем эмбриопо-
добные структуры и каллусы переносили на среды для регенерации: Гам-
борга (В5) [Gamborg, Eveleigh, 1968] или 190-2Cu [Pauk, Mihály, Puolimatka, 
2003] с регуляторами роста НУК (0,5 мг/л) и кинетином (0,5 мг/л) или без 
регуляторов роста и помещали в темноту при 4 ºС на 3, 5 или 7 сут. Затем 
сосуды с каллусами и эмбриоподобными структурами переносили под не-
прерывное освещение при 22–24 ºС. Развившиеся зелёные проростки обра-
батывали 0,05%-ным раствором колхицина, высаживали в смесь вермику-
лит : перлит и прикрывали стаканами для поддержания влажности. В тече-
ние трёх недель проростки подкармливали либо соответствующей средой 
(B5 или 190-2Cu) в разведении 1:2, либо средой Кнопа в разведении 1:1. Да-
лее растения переносили в почвосмесь. 

Особенности андрогенеза оценивали по частоте образования каллусов 
и эмбриоподобных структур к общему числу пыльников и частоте образо-
вания общего числа проростков и числа зелёных проростков к числу эм-
бриоподобных структур и каллусов. Статистическая обработка данных про-
изводилась с использованием программ MS Excel 2016 и SigmaPlot v. 14.0. 

Результаты и обсуждение 

Широкое применение гаплоидных технологий для создания новых вы-
сокопродуктивных и устойчивых к абиотическим и биотическим факторам 
среды сортов ценных сельскохозяйственных растений сегодня во многом 
ограничено низкой частотой образования каллусов, эмбриоидов и зелёных 
растений-регенерантов. Подбор оптимальных условий культивирования и 
определение отзывчивых генотипов играет значимую роль для повышения 
частоты андроклинии. Нами было исследовано влияние разных питательных 
сред и условий холодовой предобработки на образование андроклинных 
структур, а именно каллусов и эмбриоидов, в культуре изолированных 
пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская. С целью выбора оптимальной 
инициальной среды были проанализированы среды N6 и PIV и их модифи-
кации (табл. 1). 
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Таблица 1  
Влияние состава инициальных сред на частоту эмбриоидо- и каллусогенеза  
в культуре изолированных пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская 

Среда Источник С 
Модификация 

среды 

С
од
ер
ж
ан
ие

 2
,4

-Д
,  

м
г/
л 

Ч
ис
ло

  
ку
ль
ти
ви
ро
ва
нн
ы
х 

пы
ль
ни
ко
в 

ЭС Каллусы 

Ч
ис
ло

 

Ч
ас
то
та

, %
 

Ч
ис
ло

 

Ч
ас
то
та

, %
 

PIV 

9%-ная 
сахароза 

– 0,2 179 1 0,56 4 2,23 
– 1,5 315 0 0 9 2,85 

8%-ная 
мальтоза 

– 0,2 188 0 0 0 0 
– 1,5 156 0 0 0 0 

Минеральная 
основа PIV 

9%-ная 
сахароза 

Без картофель-
ного экстракта 

0,2 210 0 0 2 0,95 
1,5 290 4 1,38 2 0,69 

N6 
9%-ная 
сахароза 

– 1 315 0 0 33 10,47 
Глицин 2 мг/л 1 363 2 0,55 40 11,11 
Глицин 2 мг/л; 
НУК 1 мг/л 

1 4183 57 1,36 
14
3 

3,41 

Глицин 2 мг/л; 
НУК 1,5 мг/л 

0,5 642 3 0,46 15 2,35 

Глицин 2 мг/л; 
НУК 0,5 мг/л 

1,5 572 2 0,35 16 2,79 

Примечание: ЭС – эмбриоидоподобные структуры. 2,4-Д – дихлорфеноксиуксусная кислота; НУК – 
нафтилуксусная кислота. 

Среда PIV является рекомендуемой по протоколу J. Pauk с соавторами 
[Pauk, Mihály, Puolimatka, 2003] для инициации андрогенеза в культуре изо-
лированных пыльников пшеницы Triticum aestivum L. Для разных сортов 
озимой и яровой пшеницы именно эта среда считается одной из наиболее 
подходящих. Многие авторы сообщали об успешном применении сред PII 
или PIV с целью получения эмбриогенных структур в культурах изолиро-
ванных пыльников и микроспор [Получение высокоморозостойких форм … , 
2012; Изучение особенностей андрогенеза … , 2013]. Однако в наших ис-
следованиях разные модификации среды PIV в большинстве случаев пока-
зали крайне низкую частоту образования эмбриоидов или их полное отсут-
ствие в культуре вне зависимости от содержания ростового регулятора 2,4-Д 
(см. табл. 1). Использование в качестве источника углеводов мальтозы было 
также совершенно неэффективным – образования каллусов и эмбриоидов в 
культуре пыльников не наблюдалось вовсе (см. табл. 1). Единственным ва-
риантом среды PIV, на которой образование эмбриоидоподобных структур 
происходило с частотой выше 1 %, явилась модификация, в которой исполь-
зовалась минеральная основа PIV без картофельного экстракта с добавлени-
ем 2,4-Д в концентрации 1,5 мг/л (см. табл. 1). Однако значительным недо-
статком данного варианта явилась низкая частота образования каллусов – 
0,69 % (см. табл. 1).  
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Оригинальный вариант среды N6 также показал полное отсутствие эм-
бриоидоподобных структур в культуре изолированных пыльников. В то же 
время характерной особенностью применения этой среды для изучаемого 
сорта пшеницы явилась высокая частота образования каллусов – более 10 % 
(см. табл. 1). Интересно отметить, что добавление в среду N6 аминокислоты 
глицина в концентрации 2 мг/л приводило к образованию эмбриоидов в 
культуре, хотя и с низкой частотой (см. табл. 1). Наиболее подходящим ва-
риантом среды для индукции образования андроклинных структур в куль-
туре изолированных пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская явилась 
модификация N6, содержащая наряду с глицином и 2,4-Д дополнительный 
регулятор роста НУК. Оптимальные концентрации НУК и 2,4-Д в среде со-
ставили 1 и 1 мг/л соответственно (см. табл. 1). При использовании данного 
варианта среды N6 мы наблюдали образование эмбриоидоподобных структур 
в культуре изолированных пыльников с частотой 1,36 % и каллусов с часто-
той 3,41 % (см. табл. 1). Такой выход андроклинных структур считается при-
емлемым для продолжения работы с исследуемым сортом [Анапияев, 2001].  

Для переключения микроспор с гаметофитного на спорофитный путь 
развития необходим соответствующий сигнал. Холодовая предобработка мо-
жет инициировать симметричное деление микроспор и, следовательно, при-
водить к образованию андрогенных структур [Stress induced microspore … , 
1996; Hu, Kasha, 1997]. Следует отметить, что для каждого генотипа темпе-
ратура и продолжительность такого воздействия на донорные растения 
устанавливается экспериментально, хотя рекомендуемый период холодовой 
предобработки для работ со злаковыми культурами составляет от 3 до 
21 сут. [Islam, Tuteja, 2012]. Некоторые авторы отмечают тот факт, что дли-
тельность холодовой предобработки донорных растений пшеницы может 
быть значимым фактором, влияющим на образование андроклинных струк-
тур в культурах изолированных пыльников [Анапияев, 2001]. В нашей рабо-
те установлено, что максимальная частота образования эмбриоидов в куль-
туре изолированных пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская наблю-
далась в тех случаях, когда длительность холодовой предобработки донор-
ных колосьев при +4 °С составляла от 6 до 12 дней (рис., а). В то же время 
максимальная частота образования каллусов в культуре изолированных 
пыльников регистрировалась после холодовой предобработки растений 
озимой пшеницы в течение 3–6 сут. (рис., б). Вероятно, это может быть обу-
словлено необратимыми физиолого-биохимическими изменениями, проис-
ходящими в срезанных колосьях в этот период. Интересно отметить, что 
работы некоторых авторов свидетельствуют о том, что воздействие низкими 
положительными температурами не всегда является необходимым для по-
лучения андроклинных структур и растений-регенерантов у ряда сортов 
пшеницы [Marsolais, Séguin-Swartz, Kasha, 1984]. 

Образование андроклинных структур в культуре изолированных пыль-
ников не всегда в дальнейшем сопровождается регенерацией интактных зе-
лёных растений [Comparison of the … , 2020]. В нашей работе для инициа-
ции регенерации растений озимой пшеницы использовались среды B5 и 190-
2Cu (табл. 2, 3). Некоторые авторы для образования растений-регенерантов 
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применяют также модификации среды Мурасиге – Скуга [Comparison of 
the … , 2020]. Нами было установлено, что среда В5 не приводила к образо-
ванию регенерантов из андроклинных структур озимой пшеницы сорта Ир-
кутская вне зависимости от наличия или отсутствия ростовых регуляторов и 
происхождения донорных растений (см. табл. 2, 3). Среда 190-2Cu оказалась 
более эффективной для индукции регенерации растений как с добавлением 
ростовых регуляторов, так и без них (см. табл. 2, 3).  

 
Рис. Влияние длительности холодовой предобработки донорных колосьев озимой 

пшеницы сорта Иркутская на частоту образования эмбриоидов (а) и каллусов (б) в куль-
туре изолированных пыльников. а – представлены медианы (Q50), планки погрешностей 
ограничивают Q25 и Q75 процентили. Тест на нормальность проводился по методу Ша-
пиро – Уилкса. Попарное множественное сравнение проводилось с использованием те-
ста Тьюки. Значимые различия Q50 при p < 0,05 отмечены на диаграмме разными буква-
ми. n = 3; б – представлены M±S.D. Тест на нормальность проводился по методу Шапи-
ро – Уилкса. Попарное множественное сравнение проводилось с использованием метода 
Холма – Сидака. Значимые различия M при p < 0,05 отмечены на диаграмме разными 
буквами. n = 3 
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Таблица 2  
Влияние состава индукционных сред на образование растений-регенерантов  

из андроклинных структур, полученных в культуре изолированных пыльников,  
выделенных из донорных растений озимой пшеницы, выращенных в условиях 

фитотрона 

Среда 

Наличие 
ростовых 

регуляторов / 
наличие  
холодовой 

предобработки

Общее 
число 
пыльни-
ков 

Число  
андроклинных 

структур 

Донорные растения,  
выращенные в условиях фитотрона 

Общее число 
растений-регенерантов

Зелёные растения-
регенеранты 

Число 
Частота,  

% 
Число 

Частота,  
% 

B5 
– / – 205 14 0 0 0 0 
+ / – 189 10 0 0 0 0 

190-2Cu 

– / – 217 12 3 25 1 8,3 
+ / – 388 14 8 57,1 4 28,6 
– / + 208 15 4 26,7 0 0 
+ / + 198 15 4 26,7 0 0 

 
В литературе имеются сведения о том, что способность пыльников к 

андрогенезу и последующая способность эмбриоидов образовывать зелёные 
растения-регенеранты определяются как генотипом выбранного сорта, так и 
условиями выращивания растений-доноров. Так, некоторые авторы отмеча-
ют, что выращивание донорных растений в искусственных условиях нега-
тивно сказывается на образовании эмбриоидоподобных структур в культуре 
пыльников и последующей регенерации зелёных растений [Жоносарь, 2009; 
Изучение особенностей андрогенеза … , 2013]. В нашей работе принципи-
альных различий между частотой образования каллусов и эмбриоидоподоб-
ных структур из донорных растений, выращенных в полевых и лаборатор-
ных условиях, не было. В то же время применение среды 190-2Cu с росто-
выми регуляторами было более эффективным в тех случаях, когда мы ис-
пользовали донорные растения, выращенные в условиях фитотрона (см. 
табл. 2, 3). 

Таблица 3  
Влияние состава индукционных сред на образование растений-регенерантов  

из андроклинных структур, полученных в культуре изолированных пыльников,  
выделенных из донорных растений озимой пшеницы,  

выращенных в полевых условиях Заларинского агроэкологического стационара 

Среда 

Наличие 
ростовых 

регуляторов / 
наличие  
холодовой 

предобработки

Общее 
число 
пыльни-
ков 

Число  
андроклинных 

структур 

Донорные растения,  
выращенные в условиях фитотрона 
Общее число 

растений-регенерантов 
Зелёные растения-

регенеранты 

Число 
Частота,  

% 
Число 

Частота, 
% 

B5 
– / – 253 16 0 0 0 0 
+ / – 199 18 0 0 0 0 

190-2Cu 

– / – 719  28 7 25 4 14,2 
+ / – 540 21 10 47,6 3 14,3 
– / + 352 17 3 17,6 0 0 
+ / + 416 22 4 18,2 0 0 
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Следует также отметить, что во всех случаях частота образования рас-
тений-альбиносов была достаточно высокой и в ряде случаев достигала 
70 % от числа всех образовавшихся растений (см. табл. 3). Интересным яв-
ляется и тот факт, что без предварительной низкотемпературной обработки 
андроклинных структур при +4 °С в течение 3–7 дней мы не наблюдали об-
разования зелёных растений-регенерантов вне зависимости от присутствия 
ростовых гормонов (см. табл. 2, 3). Рядом авторов отмечается, что в целом 
образование андроклинных структур и зелёных растений-регенерантов у 
разных видов озимой пшеницы происходит значительно реже, чем у яровой 
[Regeneration of fertile … , 2000; Genetics of androgenesis … , 2003; Anther 
culture effectiveness … , 2014; Comparison of the … , 2020]. Вероятно, именно 
низкотемпературное воздействие на разных этапах, начиная от предобра-
ботки донорных колосьев и заканчивая воздействием на андроклинные 
структуры, является для озимой пшеницы ключевым фактором, способ-
ствующим андрогенезу в культуре изолированных пыльников и успешному 
формированию интактных растений.  

Выводы 

1. Оптимальной средой для индукции андрогенеза в культуре изолиро-
ванных пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская оказалась среда N6 с 
добавлением глицина (2 мг/л), НУК (1 мг/л) и 2,4-Д (1 мг/л), содержащая в 
качестве источника углерода 9%-ную сахарозу. 

2. Максимальная частота образования эмбриоидов в культуре изолиро-
ванных пыльников озимой пшеницы сорта Иркутская наблюдалась в тех 
случаях, когда длительность холодовой предобработки донорных колосьев 
при +4 °С составляла от 6 до 12 дней. 

3. Образование зелёных растений-регенерантов происходило только при 
использовании среды 190-2Cu с добавлением ростовых регуляторов 2,4-Д 
(0,5 мг/л) и кинетина (0,5 мг/л), а также без них, при обязательной низкотем-
пературной обработке андроклинных структур при +4 °С в течение 3–7 сут.  

Работа выполнена с использованием коллекций ЦКП «Биоресурсный 
центр» и оборудования ЦКП «Биоаналитика» Сибирского института фи-
зиологии и биохимии растений СО РАН. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках 
проекта № 20-34-80003 мол_эв_а. 
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in the Culture of Isolated Anthers of Winter Wheat  
(Triticum aestivum L.) Variety Irkutskaya 
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G. A. Arbuzova1,2, V. K. Voinikov1, B. B. Anapiyaev3  
1Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 
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3Satbayev University, Almaty, Kazakhstan 

Abstract. Haploid technologies are based on the regeneration of gamete cells to form whole 
plants. The main advantage of haploid technologies is the ability to quickly in one generation 
obtain homozygous plants with the required parameters. Nevertheless, the use of these tech-
nologies today is limited, what is associated with insufficient knowledge of the physiological 
and biochemical features of the application of this method. In this regard, this work is devoted 
to the study of the features of androgenesis in vitro in the culture of isolated anthers of winter 
wheat cultivar Irkutskaya and the determination of the methodological features of obtaining 
intact plants. In the autumn-winter period, donor plants were grown at the artificial climate 
station SIPPB SB RAS. In the spring-summer period, donor plants were grown in the field at 
the experimental plots of the Zalarinsky agroecological station (Tungui village). The plant mate-
rial was selected at the booting stage. Anthers were isolated from 6-10 spikelets of the middle 
third of the spike. The features of androgenesis were assessed by the frequency of formation of 
calli and embryo-like structures to the total number of anthers and the frequency of formation of 
the total number of seedlings and the number of green seedlings to the number of embryo-like 
structures and calli. It was found that the optimal medium for the induction of androgenesis in the 
anther culture of this common wheat cultivar is the modification of medium N6 containing 9% 
sucrose, with the addition of glycine (2 mg/L), 2.4-D (1 mg/L) and NAA (1 mg/L). The maxi-
mum yield of embryoid-like structures was observed in the case of low-temperature pretreatment 
of donor plants at + 4 °C for 6-12 days. At the same time, the most intensive calli formation in the 
culture of isolated anthers occurred after 3-6 days of donor plant cold pretreatment. Regeneration 
of green plants took place on 190-2Cu medium with the addition of growth regulators (2.4-D, 
0.5 mg/L; kinetin, 0.5 mg/L) with obligatory cold pretreatment of androclinic structures at +4 °C 
for 3-7 days. Obtained results indicate that low-temperature exposure at different stages, from 
pretreatment of donor ears to exposure to androclinic structures, is a key factor for winter wheat 
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that promotes androgenesis in the culture of isolated anthers and the successful formation of in-
tact plants.  
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