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Цель. Тритикале является одной из 

основных зернофуражных культур Республики 

Беларусь. Дальнейший прогресс в селекции этой 

культуры предполагает ускоренное создание 

высокопродуктивных скороспелых сортов, 

устойчивых к абиотическим и биотическим 

факторам. Метод индуцированного андрогенеза 

in vitro позволяет получить за короткий срок 

стабильные гомозиготные линии и исключить 

длительный процесс инбридинга, применяемый 

в классической селекции для закрепления 

желательных признаков. Методы. В исследо-

вании использованы методы культивирования 

растительных клеток и тканей in vitro. 

Результаты. Дана оценка влияния состава ин-

дукционной питательной среды на эффектив-

ность индуцированного андрогенеза in vitro у 

сортов и линий гексаплоидного тритикале. Про-

анализировано влияние трех типов индукцион-

ной питательной среды, типа фитогормонов и 

наличия либо отсутствия в среде цефотаксима. 

Выводы. Показано, что для культивирования 

пыльников тритикале наиболее эффективно ис-

пользование культуральной среды С-17 без до-

бавления цефотаксима, дополненной 2,4-Д в 

концентрации 2,0 мг/л и кинетином в концен-

трации 0,5 мг/л. 

Ключевые слова: тритикале, культура 

пыльников, индукционная питательная среда, 

эмбриоиды, каллусы, растения-регенеранты, 

цефотаксим. 

 

К настоящему времени разработаны про-

токолы получения удвоенных гаплоидов (DH-

линии – от англ. double haploid) для более 250 

видов растений [1]. На основе DH-линий созда-

но более 100 новых сортов ячменя, риса и рапса 

[2]. Для получения гаплоидных растений трити-

кале наиболее популярным способом является 

метод культивирования пыльников in vitro [3, 

4]. С момента получения первых растений-

регенерантов тритикале в культуре пыльников 

in vitro в 1973 году эффективность данного 

метода значительно увеличилась и достигает у 

отдельных сортов 1,3–9,8 зеленых растений на 

100 пыльников [5, 6]. Однако, несмотря на 

значительный прогресс, методы андрогенеза 

тритикале не получили широкого практического 

применения. Метод характеризуется двумя ос-

новными недостатками: растения могут раз-

виться не только из микроспор, но и из споро-

фитных тканей пыльника, кроме того, стенка 

пыльника может продуцировать вещества, ин-

гибирующие процесс пыльцевого андрогенеза. 

В связи с этим, для тритикале актуальным явля-

ется разработка детальных протоколов получе-

ния линий удвоенных гаплоидов с целью повы-

шения эффективности этого процесса, которая 

определяется множеством факторов. К их числу 

относятся: генотип растения-донора пыльников, 

физиологическое состояние растений во время 

сбора материала, стадия развития микроспор во 

время сбора материала и помещения в культуру 

in vitro, тип и продолжительность стрессового 

воздействия на колосья во время предобработки 

перед культивированием in vitro, плотность по-

садки пыльников на индукционную среду, ко-

личество пассажей и тип среды на протяжении 

всего периода культивирования, состав микро- и 

макросолей, тип и концентрация углеводов, 

присутствие и тип регуляторов роста и других 

биологически активных компонентов питатель-

ной среды, спектр и интенсивность освещения, 

а также температура культивирования на про-

тяжении всего процесса [1, 2, 4]. 

Посредством использования различных 

питательных сред и изменения их состава 

можно регулировать отзывчивость растений к 

пыльцевому андрогенезу in vitro. При культиви-

ровании пыльников и изолированных микро-

спор используются различные индукционные и 

регенерационные среды, в том числе С17, N6, 

B5, Potato-2, BAD-1, BAD-3, 190-2, W14, CHB и 

их модификации [7, 8]. Установлено, что суще-
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ствует генотипическая зависимость отзывчиво-

сти различных видов и линий растений от со-

става культуральной среды [9]. 

Подбор оптимальной концентрации опре-

деленных гормонов, вводимых в состав пита-

тельной среды, является важным фактором ре-

гулирования эффективности метода культуры 

пыльников и проводится экспериментально для 

каждого вида растений [10]. Фитогормоны не 

только влияют на степень метилирования ДНК, 

регулируя экспрессию генов, но и связываются 

с белками-репрессорами на опероне, что приво-

дит к активации структурных генов и синтезу 

определенных ферментов. Следовательно, из-

меняя соотношение гормонов в питательных 

средах, можно в какой-то степени изменять и 

генетические программы клеток и тканей. Эти 

процессы известны как дедифференциация, ре-

дифференциация и дифференциация клеток и 

тканей [11].  

Наблюдается генотипическая зависимость 

отзывчивости в культуре пыльников от количе-

ства гормонов, особенно ауксинов и цитокини-

нов. В исследованиях [12, 13] выявлено, что 

экспланты с высоким уровнем эндогенных ин-

долилуксусной кислоты (ИУК) и абсцизовой 

кислоты (АБК) способны саморегулировать 

морфогенные процессы даже при отсутствии эк-

зогенных стимуляторов на безгормональной 

среде, а высокие концентрации ауксинов и ци-

токининов могут ингибировать развитие эм-

бриоидов. Так, повышение содержания 2,4-

дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) в 

культуральной среде с 0,5 мг/л до 1,5 мг/л сме-

щает морфогенетические процессы в культуре 

пыльников мягкой пшеницы в сторону каллусо-

генеза [14]. При этом при массовом получении 

удвоенных гаплоидов чаще всего используются 

индукционные среды, дополненные 2,4-Д в 

концентрации 2 мг/л [8, 15].  

Таким образом, показано, что переключе-

ние программы развития микроспор с гамето-

фитного на спорофитный путь развития нахо-

дится под контролем баланса экзогенных и эн-

догенных фитогормонов. Эмбриоидогенез в 

каллусах высокоауксиновых линий мягкой 

пшеницы индуцировался при концентрации эк-

зогенной ИУК в 0,1 мг/л, а в каллусах низкоаук-

синовых сортов – при концентрации экзогенной 

ИУК в 0,5 мг/л [10]. В исследованиях Lantos et 

al. [16] наиболее эффективным было использо-

вание безгормональных питательных сред. 

Подводя итог имеющимся данным науч-

ной литературы, можно сделать вывод, что они 

достаточно противоречивы, в связи с чем для 

повышения эффективности метода культивиро-

вания пыльников in vitro необходима оптимиза-

ция состава питательных сред. Целью работы 

являлась оценка эффективности использования 

индукционных питательных сред различного 

состава при культивировании in vitro пыльников 

тритикале. 

 

Материалы и методы 

Для исследования отзывчивости сортов и 

линий тритикале к индукции морфогенетиче-

ских процессов в культуре тканей в качестве 

эксплантов использовали пыльники растений. 

Растительный материал выращивали в полевых 

условиях. Колосья с частью стебля срезали на 

стадии поздних вакуализированных микроспор 

и подвергали предварительной холодовой обра-

ботке (+4°С) в течение 21–28 дней. Стерилиза-

цию материала проводили в течение 20 мин 3 % 

гипохлоритом натрия с последующей трехкрат-

ной промывкой дистиллированной водой. 

Пыльники извлекали в условиях ламинар-бокса 

и помещали в чашки Петри (ш 40 мм) для ини-

циации эмбриогенеза на жидкие питательные 

среды С-17, W14, MS [17–19] с вариациями 

(табл. 1) и культивировали в термостате в тем-

ноте 7 дней при +31°С, а в дальнейшем при 

температуре +26°С до образования эмбриоген-

ных структур. 

Новообразования, достигшие 1 мм, пере-

носили на 40–70 день культивирования на реге-

нерационную среду MSR (таблица 1) и помеща-

ли в климатическую камеру (фотопериод 16/8 ч, 

температура +18/200, интенсивность освещения 

1500–2000 лк). После формирования растений-

регенерантов для лучшего развития корневой 

системы их пересаживали в стеклянные сосуды 

на обедненную безгормональную среду 0,5MSR. 

Растения с хорошо развитой корневой системой 

высаживали в искусственную почву «Биона» и 

продолжали выращивать в условиях климатиче-

ских камер до образования семян. 

Эффективность морфогенетических про-

цессов у исследованных генотипов учитывалась 

по следующим параметрам: выход новообразо-

ваний (эмбриоидов и каллусов), выход расте-

ний-регенерантов (% от числа инокулирован-

ных пыльников), частота регенерации растений, 

зеленых и хлорофилл-дефектных (% от числа 

полученных новообразований), доля зеленых 
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растений-регенерантов (% от суммарного числа 

полученных зеленых и хлорофилл-дефектных 

растений-регенерантов). Оценку динамики мор-

фогенетических процессов проводили путем 

подсчета числа пыльников и появляющихся на 

них эмбриогенных структур через 30, 40 и 50 

дней после посадки пыльников на индукцион-

ные среды и числа растений-регенерантов через 

7, 14, 21 и 27 дней после помещения новообра-

зований на среды для регенерации. 

 

Результаты и обсуждение 

С целью повышения эффективности ме-

тода культуры пыльников in vitro тритикале бы-

ла проведена серия исследований, связанных с 

оптимизацией состава индукционной питатель-

ной среды. В первом эксперименте использова-

ли питательные среды С-17 и MS с различными 

комбинациями фитогормонов (табл. 2). 

В культуру пыльников вводили 17 форм 

гексаплоидного тритикале озимого и ярового 

типов развития. Для анализа влияния типа ин-

дукционной среды на отзывчивость к андроге-

незу in vitro были рассчитаны суммарные пока-

затели для всех изученных генотипов (табл. 3).  

При использовании безгормональной сре-

ды MS ни одна из изученных форм не проявила 

способности к пыльцевому андрогенезу. Наи-

больший выход новообразований наблюдался 

при использовании среды С-17, дополненной 

2,4-Д (2,0 мг/л) и кинетином (0,5 мг/л). 

 

Таблица 1. Состав питательных сред для культивирования пыльников in vitro (в мг/л) 

Компонент С-17 W14 MS MSR 0,5 MSR 

KNO3 1400 2000 1900 1900 950 

NH4NO3 300 – 1650 1650 825 

NH4H2PO4 – 380 – – – 

KH2PO4 400 – 170 170 85 

CaCl2 113,5 113,5 332,2 332,2 167 

MgSO4 Ч 7H2O 150 200 370 370 185 

K2SO4 – 700 – – – 

MnSO4 Ч 4H2O 11,2 8,0 11,2 11,2 5,6 

ZnSO4 Ч 7H2O 8,6 3,0 8,6 8,6 4,3 

H3BO3 6,2 3,0 6,2 6,2 3,1 

KJ 0,83 0,5 0,83 0,83 0,42 

CuSO4 Ч 5H2O 0,025 0,05 0,025 0,025 0,013 

CoCl2 Ч 6H2O 0,025 0,05 0,025 0,025 0,013 

Na2MoO4 Ч 2H2O – 0,01 0,25 0,25 0,13 

Na2EDTA 37,3 37,3 37,3 37,3 18,65 

FeSO4 Ч 7H2O 27,8 27,8 27,8 27,8 13,9 

Глицин 2 2 2 – – 

Глутамин 150 500 – – 50 

мио–Инозитол 500 100 200 200 50 

Тиамин хлорид 10,0 0,1 0,1 10,0 0,4 

Пиридоксин хлорид 1,0 0,5 0,5 1,0 – 

Никотиновая кислота 1,0 0,5 0,5 1,0 – 

Кинетин 0,5 0,5 – 0,5 – 

2,4–Д 2,0/– 2,0 – – – 

6–БАП – – 0,5/– – – 

ИУК –/2,0 – – 0,5 – 

НУК – – 2,0/– – – 

Мальтоза (г/л) 93,7 60,0 – 30,0 – 

Сахароза (г/л) – – 30,0 30,0 70,0 

Цефотаксим 100/– 100/– – – – 

Фитогель – – – 3000 3000 

pH 5,8 5,8 5,7 5,7 5,7 
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Таблица 2. Состав индукционных сред с различным гормональным составом 

Вариант питательной среды 
Состав питательной 

среды 
Состав фитогормонов 

MS MS – 

MSбн MS 6-БАП (0,5 мг/л), НУК (2,0 мг/л) 

C-17д С-17 2,4-Д (2,0 мг/л), кинетин (0,5 мг/л) 

C-17и С-17 ИУК (2,0 мг/л), кинетин (0,5 мг/л) 

 

Таблица 3. Параметры морфогенетических процессов в зависимости от типа индукционной 

среды и состава фитогормонов 

Вариант 

питательной 

среды 

Число  

пыльников, 

шт. 

Выход 

новообразований, % 

Выход растений-

регенерантов, % 

Частота 

регенерации 

зеленых 

растений, % 

MS 660 0 0 0 

MSбн 811 0,25 0 0 

C-17д 1105 5,10 0,42 8,2 

C-17и 417 2,88 0 0 

 

Также только в случае использования 

данного варианта питательной среды наблюда-

лась регенерация растений, однако зеленые рас-

тения регенерировали только у трех из 17 изу-

ченных форм (DH (49-1)-1-12, Лог-1, Нагано х 

МАН 17569/2642). В целом использование сре-

ды С-17 было значимо эффективнее, чем среды 

MS, что может быть обусловлено составом и 

концентрацией углеводов [13].  

Одной из существенных проблем культи-

вирования тканей in vitro является контамина-

ция, приводящая к снижению экономического 

эффекта от применения методов, потере време-

ни и материалов. Для решения данной пробле-

мы в индукционные среды добавляют антибио-

тики [20], однако они, как правило, обладают 

фитотоксическим эффектом на растительные 

ткани, что сдерживает их широкое применение 

[21]. Показано,  что применение цефотаксима в 

концентрации 100 мг/л при индукции андроге-

неза в культуре микроспор пшеницы и тритика-

ле не только снижает контаминацию грамотри-

цательными бактериями, но и положительно 

влияет на выход эмбриоидов и регенерацию 

растений, в том числе увеличивает долю зеле-

ных растений-регенерантов [22].  

В связи с этим нами проведено исследо-

вание влияния цефотаксима в концентрации 

100 мг/л на процессы андрогенеза in vitro в 

культуре пыльников тритикале в сочетании с 

двумя широко использующимися индукцион-

ными средами С-17 и W14. Анализ полученных 

данных показал, что в среднем достоверно бо-

лее высокий (при р<0,001) выход новообразова-

ний наблюдался при использовании среды С-17, 

не содержащей цефотаксим. Ни одна из изучен-

ных форм тритикале не проявила способности к 

морфогенезу на питательной среде С-17и. В то 

же время наблюдалась определенная генотипи-

ческая зависимость от типа среды. В частности, 

среди шести генотипов, культивированных на 

всех вариантах питательной среды (гибриды 

Садко х Рубин, (Матейко х Лотас) х Нагано 

Э2266, Биос-4 Э2883 х Узор Модерато, Э2298 х 

Узор, Д-8038 х Нагано, Легiнь харківський х 

Рубин), три проявили отзывчивость только на 

среде W-14 (Садко х Рубин, (Матейко х Лотас) х 

Нагано Э2266 и Биос-4 Э2883 х Узор ), по од-

ному – на средах W-14ц (Легiнь харківський х 

Рубин) и С-17 (Модерато Э2298 х Узор), для 

гибрида Д-8038 х Нагано показано формирова-

ние эмбриогенных структур на средах W-14ц и 

С-17. При расчете показателей регенерации рас-

тений использовались только формы, проявив-

шие способность к индукции морфогенеза 

(табл. 4). 

Регенерация зеленых растений наблюда-

лась только при использовании питательных 

сред без антибиотика. В целом введение в со-

став индукционной среды цефотаксима оказы-

вает неблагоприятное воздействие на все пока-

затели андрогенеза, что может объясняться как 

генотипической обусловленностью, так и не-

применимостью данного антибиотика в культу-

ре пыльников, несмотря на его положительный 

эффект при культивировании микроспор [22]. 
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Таблица 4. Параметры морфогенетических процессов в культуре пыльников in vitro тритикале в 

зависимости от типа индукционной среды и содержания цефотаксима 

Вариант 

питательной 

среды 

Число пыльни 

ков, шт. 

Выход 

новообразова-

ний, % 

Выход 

растений-

регенерантов, % 

Частота регенерации 

растений, % 

зеленых 
хлорофилл-

дефектных 

C-17 2199 8,8 0,8 5,1 2,1 

W14 2736 1,6 0,3 6,5 8,1 

W14ц 1858 0,6 0,1 0 4,0 

 

Выводы 

Таким образом, в результате исследования 

влияния на эффективность андрогенеза in vitro у 

гексаплоидного тритикале таких факторов, как 

тип индукционной питательной среды, наличие 

и тип фитогормонов, присутствие в среде цефо-

таксима, показано, что для культивирования 

пыльников тритикале наиболее эффективно ис-

пользовать в качестве индукционной культу-

ральной среды среду С-17, дополненную 2,4-Д в 

концентрации 2,0 мг/л и кинетином в концен-

трации 0,5 мг/л. 
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EFFICIENCY OF USING DIFFERENT TYPES INDUCTION CULTURE MEDIUM FOR HEXAPLOID 

TRITICALE ANTHER CULTIVATION 

Aim. Triticale is one of the main grain crops of the Republic of Belarus. Further progress in the selection of this culture 

involves the accelerated creation of highly productive early ripening varieties resistant to abiotic and biotic factors. The 

method of induced androgenesis in vitro makes it possible to obtain stable homozygous lines in a short period of time 

and to eliminate the lengthy process of inbreeding used in classical breeding to fix the desired traits. Methods. The tis-

sue and cell culture methods for plants was used in the study. Results. The influence of the induction medium composi-

tion on the efficiency of in vitro induced androgenesis in varieties and lines of hexaploid triticale is assessed. The influ-

ence of three types of induction culture medium, the type of phytohormones and the presence or absence of cefotaxime 

in the medium are analyzed. Results. It has been shown that using the C-17 culture medium supplemented with 2.0 mg/l 

2,4-D and 0.5 mg/l kinetin without adding cefotaxime is most effective for the anther triticale cultivation. 

Keywords: triticale, anther culture, induction nutrient medium, embryoids, calli, regenerant plants, cefotaxime. 
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ЕФЕКТИВНІСТЬ ВИКОРИСТАННЯ РІЗНИХ ТИПІВ ІНДУКЦІЙНИХ СЕРЕДОВИЩ ПІД ЧАС 

КУЛЬТИВУВАННЯ ПИЛЯКІВ ГЕКСАПЛОЇДНОГО ТРИТИКАЛЕ 

Мета. Тритикале є однією з основних зернофуражних культур Республіки Білорусь. Подальший прогрес у се-

лекції цієї культури передбачає прискорене створення високопродуктивних скоростиглих сортів, стійких до 

абіотичних і біотичних факторів. Метод індукованого андрогенезу in vitro дозволяє отримати за короткий тер-

мін стабільні гомозиготні лінії, не використовуючи тривалий процес інбридингу, що застосовується у класичній 

селекції для закріплення бажаних ознак. Методи. У дослідженні використані методи культивування рослинних 

клітин і тканин in vitro. Результати. Дано оцінку впливу складу індукційного живильного середовища на ефе-

ктивність індукованого андрогенезу in vitro у сортів і ліній гексаплоїдного тритикале. Проаналізовано вплив 

трьох типів індукційного живильного середовища, типу фітогормонів і наявності або відсутності в середовищі 

цефотаксиму. Висновки. З’ясовано, що для культивування пиляків тритикале найефективніше використовувати 

культуральне середовище С-17 без додавання цефотаксиму, доповнене 2,4-Д у концентрації 2,0 мг/л і кінетином 

у концентрації 0,5 мг/л. 

Ключові слова: тритикале, культура пиляків, індукційне живильне середовище, ембріоїди, калюси, рослини-

регенеранти, цефотаксим. 
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