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Досліджено особливості андрогенезу in vitro різних генотипів м’якої пшениці,
що різняться за системами генів фотоперіодичної чутливості, тривалості ярови-
зації та періодом сходи—колосіння. Вивчено морфогенез in vitro мікроспор у
культурі пиляків ліній сорту Mercia із заміщеними хромосомами 2А, 2В, 2D від
сорту Ciano. Показано значну роль систем генів росту й розвитку в ефективності
ембріоїдогенезу, регенерації в культурі пиляків м’якої пшениці.

Ключові слова: культура пиляків пшениці, in vitro, генотип, новоутворення, реге-
нерація рослин.

Розробка біотехнологічних методів з метою їх використання в теоретич-
них і прикладних дослідженнях нині особливо актуальна. Важливим ме-
тодом створення нового вихідного матеріалу, прискорення окремих
етапів селекції головних хлібних злаків є культура in vitro пиляків м’якої
пшениці. З літературних даних відомо, що рівень андрогенезу in vitro
визначається генотипом донорних рослин. Сорти озимої м’якої пшениці
різняться за чутливістю до андрогенезу in vitro, а при вивченні великої
кількості генотипів більшість із них характеризуються невисоким рівнем
гаплопродукції в культурі пиляків. Виходячи з цього, важливо виявити
генетичну складову ефективності морфогенезу в культурі пиляків м’якої
пшениці.

Метою нашої роботи було вивчення генотипної детермінації андро-
генезу в культурі пиляків, виявлення участі в цьому процесі окремих
хромосом і систем генів.

Методика

Як донорний матеріал для культури пиляків використовували: сорти ози-
мої м’якої пшениці — Лютесценс 155, Одеська червоноколоса, Чайка,
Миронівська 808, Одеська 16, Ульянівка, Лан, Вимпел одеський; сорти
англійської селекції — Mercia, Avalon, Ciano, Norman, Brimstone, Bri-
gand та їх заміщені лінії за системою генів Ppd-D1; сорт Mercia й лінії,
отримані на основі цього сорту із заміщеними 2А, 2В, 2D хромосомами;
майже ізогенні лінії (ВС9) за системою генів Ppd-A1 сорту Миронівська
808 (відділ генетики Селекційно-генетичного інституту — Національно-
го центру насіннєзнавства та сортовивчення — СГI — НЦНС); майже
ізогенні лінії (ВС9) за системою генів Vrd сорту Еритроспермум 604 (від-

ФИЗИОЛОГИЯ И БИОХИМИЯ КУЛЬТ. РАСТЕНИЙ. 2010. Т. 42. № 2

107

© С.О. IГНАТОВА, М.В. ЖОСОНАР, К.I. ЛОБАНОВА, 2010



діл генетики СГI — НЦНС); гібриди, що різняться тривалістю періоду
сходи—колосіння — [Зірка ќ Зразкова] ќ Леля, [Зірка ќ Зразкова] ќ
ќ Ніконія, [Зірка ќ Зразкова] ќ Куяльник, [Зірка ќ Зразкова] ќ Кірія,
Багіра ќ Леля, Багіра ќ Бунчук (лабораторія селекції інтенсивних сортів
пшениці СГI—НЦНС).

Насіннєвий матеріал сорту Mercia, лінії із заміщенням по другій го-
меологічній групі хромосом, ізогенна лінія за системою генів Ppd-D1 бу-
ло отримано в Англії [15], передано для генетичних досліджень в СГI—
НЦНС і люб’язно надано для досліджень у культурі in vitro (результати
наведено в табл. 1, 2); зразок сорту Mercia, ефективність андрогенезу in
vitro якого наведено в табл. 3, є лінією з популяції вихідного сорту, яку
було відібрано через кілька років у відділі генетики СГI—НЦНС.

Донорні рослини вирощували в польових умовах. За стандартну ме-
тодику культивування пиляків пшениці обрано таку схему: донорні рос-
лини пшениці для наступного введення в культуру in vitro відбирали, ко-
ли більша частина мікроспор у пиляках знаходилась у фазі вакуолізації;
фазу розвитку мікроспор у пиляках визначали цитологічним методом на
тимчасових препаратах, забарвлених ацетокарміном [7] під мікроскопом
Opton; попередню холодову обробку зрізаних пагонів із колосками про-
водили у воді за температури 2—4 °С у темряві протягом 3 діб; колоски
поверхнево стерилізували насиченим розчином гіпохлориту кальцію за
прийнятою методикою [4]; ізольовані пиляки висаджували на індукційне
поживне середовище 190-2 [14] у модифікації — з додаванням 1,5 мг/л
2,4-Д, 90 г/л сахарози, 400 мг/л проліну, 400 мг/л глутаміну, 0,5 мг/л
кінетину; висаджені пиляки культивували перші 3 доби у темряві за тем-
ператури 30 °С, далі — за 24 °С до появи новоутворень. Під новоутво-
реннями розуміли ембріоїди, ембріонально-клітинні комплекси та калю-
си, сформовані на поверхні пиляків із мікроспор унаслідок андрогенезу
in vitro. Ембріогенними вважали пиляки зі сформованими новоутворен-
нями на поверхні. Для проходження темнової фази культивування но-
воутворення переносили на поживне середовище МС у модифікації —
30 г/л сахарози, 0,5 мг/л кінетину, 200 мг/л проліну, 200 мг/л глутаміну.
Новоутворення культивували у темряві 3—4 тижні до появи на їх поверх-
ні центрів регенерації, далі такі структури вирощували за умов 16-годин-
ного фотоперіоду, інтенсивності освітлення — 10 000 лк, температури
24 °С до формування рослин. Як показник загальної регенерації наведе-
но сумарну кількість зелених та альбіносних рослин у відсотках від кіль-
кості висаджених пиляків. Зелені рослини пересаджували на безгормо-
нальне поживне середовище МС, яровизували (за температури 2—4 °С,
16-годинного фотоперіоду, інтенсивності освітлення 3000—3500 лк). Відсо-
ток морфогенних пиляків, новоутворень і регенерації рослин для кожно-
го генотипу розраховували від кількості висаджених пиляків. Отримані
результати оброблені статистично [1]. В усіх таблицях наведено похибку
середньої арифметичної [1].

Результати та обговорення

З літературних даних відомо, що проходження процесу андрогенезу in
vitro у м’якої пшениці контролює мультигенна система, встановлено
роль окремих хромосом у цьому процесі [9—12]. Так, за результатами
різних авторів індукцію морфогенезу контролюють гени, що знаходять-
ся на хромосомах 5А [9], 7А й 1В [11], а регенерацію рослин — гени на
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хромосомах 2А, 2В, 3А, 5В [12, 13],
2D [10, 11]. Отже, ефективність гап-
лопродукції в культурі пиляків пше-
ниці безсумнівно визначається ге-
нотипом донорних рослин, однак
залишається дискусійним питання
щодо ролі окремих хромосом, генів
чи генетичних систем, а також фі-
зіологічних чинників у процесі анд-
рогенезу in vitro. Тому важливо виз-
начити генетичний контроль етапів
гаплопродукції в культурі пиляків
озимої м’якої пшениці.

Досліджено ефективність анд-
рогенезу in vitro трьох ліній озимої
м’якої пшениці сорту Mercia, що
різняться від вихідного сорту замі-
щеними хромосомами 2А, 2В, 2D
від мексиканського ярого сорту м’я-
кої пшениці Ciano, який характери-
зується високими показниками мор-
фогенезу в культурі пиляків [15].
Кращою за всіма показниками гап-
лопродукційного процесу виявилась
лінія із заміщенням у геномі хромо-
соми 2D. У цього генотипу значно
підвищена ефективність морфогене-
тичних реакцій у культурі пиляків
порівняно з іншими генотипами,
особливо з лінією із заміщеною хро-
мосомою 2А. Кількість отриманих
ембріогенних пиляків (16,45 %) і
новоутворень (35,28 %) у лінії із за-
міщеною хромосомою 2D переви-
щила цей показник вихідного сорту
Mercia (відповідно 5,89 і 9,53 %) в
3 рази. Частота регенерації зелених
рослин у цієї лінії (10,06 %) відріз-
нялась у 4 рази порівняно із вихід-
ним сортом (2,68 %) та в 10 разів
порівняно з лініями із заміщеними
по 2А (1,01 %) і 2В (1,15 %) хромо-
сомами (див. табл. 1).

Так, виявлено участь хромосо-
ми 2D м’якої пшениці в ефектив-
ності андрогенезу в культурі пиля-
ків, що узгоджується з даними Торп
[12, 13], Жакац та співавт. [11].

У лінії із заміщеною хромосо-
мою 2D, що різнилась високими по-
казниками індукції новоутворень і
регенерації рослин, визначено лока-
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лізацію домінантного гена Ppd-D1a, який характеризує слабку фотопе-
ріодичну чутливість (ФПЧ), пов’язану зі швидкістю дозрівання м’якої
пшениці. Тому наступним етапом роботи було залучення до експеримен-
тів донорного матеріалу різних генотипів озимої м’якої пшениці, що різ-
няться за ФПЧ та потребою в яровизації.

Вивчення ефективності етапів андрогенезу in vitro в культурі пиляків
генотипів озимої м’якої пшениці, що різняться за фотоперіодичною чутли-
вістю та тривалістю яровизації. Досліджено морфогенез у культурі пиля-
ків ізогенних ліній за системою генів Ppd-A1 сорту Миронівська 808.
Вищі показники гаплопродукції на етапі формування новоутворень по-
рівняно із сортом Миронівська 808 мали вивчені ізогенні лінії. Показни-
ки частоти регенерації зелених рослин як у ліній, так і в сорту наближа-
лись до нуля. Отже, виявлено сильний вплив генотипу нечутливого
сорту Миронівська 808 на результативність морфогенезу в культурі пи-
ляків ізогенних ліній, отриманих на його основі.

Наступним етапом роботи було вивчення особливостей андрогенезу
in vitro у генотипів пшениці англійської селекції, що різнилися за систе-
мою генів Ppd-D1, які обумовлюють чутливість до фотоперіоду. Про-
аналізувавши дані табл. 2, зазначимо, що за рівнем андрогенезу in vitro
чітко виділяється група з трьох сортів — Ciano, Avalon, Mercia — із ви-
сокими показниками ембріоїдогенезу (відповідно 67,82, 40,93, 26,08 %)
та регенерації зелених рослин (відповідно 8,06, 4,81, 5,61 %). Серед них
особливо цікавим є сорт Ciano з рецесивним алелем гена Ppd-D1b, в
якого виявлено найвищі рівні ембріогенних пиляків, новоутворень, ре-
генерації зелених рослин. Лінія Ciano з домінантним геном Ppd-D1a має
нижчий рівень гаплопродукції. Що стосується сортів Brimstoune,
Brigand, то в кожній парі цих генотипів зразки з рецесивним алелем ге-
нів Ppd-D1b давали вищий результат порівняно зі зразками з домінант-
ним геном Ppd-D1a за всіма показниками морфогенезу в культурі пи-
ляків. Отже, незважаючи на деяке варіювання показників андрогенезу in
vitro, у двох зазначених вище груп сортів виявлено таку тенденцію: зраз-
ки сортів з рецесивним алелем гена Ppd-D1 мали вищі показники порів-
няно зі зразками з домінантним алелем гена.

У наступній серії експериментів на колекційних зразках, що різ-
нились за тривалістю яровизації (ТЯ), вивчено морфогенез у культурі
пиляків майже ізогенних за системою генів Vrd ліній сорту Еритрос-
пермум 604. З’ясовано, що найвищим рівнем новоутворень (7,31 %) ха-
рактеризувалась майже ізогенна лінія з потребою в ТЯ 30 діб (Vrd 2). Ре-
генераційна здатність цих ліній (відповідно 3,81 і 3,02 %) також була
вдвічі вищою порівняно із сортом Еритроспермум 604 (0,88 %) з потре-
бою в ТЯ 50 діб (рис. 1).

Наведені дані вказують на те, що генотипи озимої пшениці із сис-
темою генів Vrd мають високі показники гаплопродукції, особливо реге-
нераційної здатності отриманих новоутворень.

З метою виявлення генотипних особливостей у культурі пиляків
сортів і ліній озимої пшениці з різним ступенем ФПЧ й різною потре-
бою в ТЯ, досліджено ефективність андрогенезу in vitro 11 колекційних
зразків, контрастних за цими ознаками. Сорти Миронівська 808, Одесь-
ка 16, Ульянівка, Mercia, Avalon мають сильну ФПЧ і ТЯ 50 діб. Миро-
нівська 808 Vrd I — сильну ФПЧ, ТЯ  35 діб; Чайка — сильну ФПЧ, ТЯ
30 діб, Еритроспермум 604 Vrd 2 — середню ФПЧ, ТЯ 30 діб, Одеська
червоноколоса, Лан, Вимпел одеський — слабку ФПЧ, ТЯ 30 діб.
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На підставі наведених даних можна дійти висновку, що кращими
генотипами за рівнем новоутворень є сорти Одеська червоноколоса
(19,78 %), Mercia (15,69 %), Лан (11,06 %), лінія Еритроспермум 604 Vrd
2 (7,29 %) і сорт Чайка (6,91 %, рис. 2).

За показником регенерації зелених рослин виділяються сорт Вим-
пел одеський (5,36 %) із тривалістю яровизації 40 діб та сорти Чайка
(4,86 %), Одеська червоноколоса (4,13 %), лінія Еритроспермум 604 Vrd 2
(3,19 %). Сорт Лан, що мав значну кількість сформованих новоутворень
(11,06 %), не виявив високої здатності до регенерації зелених рослин
(2,39 %). Сорт Одеська 16 має низьку здатність до регенерації зелених
рослин (1,49 %), але водночас — високий рівень спонтанної диплоїди-
зації. Генотипи зі слабкою ФПЧ і ТЯ 20—40 діб вирізнялись високим
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Рис. 1. Ефективність гаплопродукції сорту Еритроспермум 604 і майже ізогенних ліній за
системою генів Vrd:

I — сорт vrd 1 vrd 2, ТЯ 50 діб; II — лінія Vrd 1 vrd 2, ТЯ 20 діб; III — лінія vrd 1 Vrd 2, ТЯ 30 діб; а —
кількість новоутворень; б — частота регенерації зелених рослин; в — частота регенерації альбіносних
рослин

Рис. 2. Показники андрогенезу для різних за фотоперіодичною чутливістю та тривалістю
яровизації генотипів озимої м’якої пшениці:

I — Миронівська 808; II — Одеська 16; III — Ульянівка; IV — Mercia; V — Avalon; VI — Миронівська
808 Vrd 1; VII — Чайка; VIII — Еритроспермум 604 Vrd 2; IX — Одеська червоноколоса; X — Лан; XI —
Вимпел одеський
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рівнем утворення зелених рослин, але разом із зеленими рослинами ре-
генерували й альбіносні. Сорт Миронівська 808 та його ізогенна лінія за
генами Vrd 1, сорти Ульянівка, Avalon взагалі нездатні до регенерації. За-
галом можна зауважити тенденцію до збільшення показників андрогене-
зу in vitro у генотипів зі слабкою фотоперіодичною чутливістю й нетри-
валим періодом яровизації (30—40 діб). Наприклад, сорти Одеська
червоноколоса, Чайка, Mercia, Лан, Вимпел одеський, лінія Еритроспер-
мум 604 Vrd 2 (група генотипів, слабкочутливих до фотоперіоду з 30—40-
добовою потребою в яровизації) пересічно характеризуються вірогідно
вищими показниками в культурі пиляків порівняно з групою генотипів,
сильночутливих до тривалості фотоперіоду й 50—60-добовою потребою в
яровизації. Генотипи характеризувались вірогідно вищими частотою ре-
генерації й виходом зі сформованих новоутворень зелених рослин порів-
няно з групою генотипів, яким для переходу до розвитку генеративних
органів потрібен триваліший період.

Регенерація рослин у культурі пиляків озимої м’якої пшениці в гено-
типів із різною тривалістю періоду сходи—колосіння. Нині у селекції ози-
мої м’якої пшениці на півдні України велику увагу приділяють створен-
ню високопродуктивних скоростиглих сортів із нетривалим періодом
сходи—колосіння (С—К). На думку вчених, створення такого матеріалу
може бути визначальним чинником у виявленні генотипом оптимально-
го фізіологічного стану для ефективної реалізації адаптивного потенціалу
рослин [5, 6]. У дослідженнях низки авторів [2, 8] показано, що саме
фізіологічний стан донорного матеріалу є чинником, що визначає ре-
зультативність методу культури пиляків. Завданням цієї серії дослідів бу-
ло вивчення рівня зв’язку між фізіологічною ознакою тривалість періоду
сходи—колосіння і показниками андрогенезу in vitro у різних гібридів і
сортів озимої м’якої пшениці, що відрізнялись за згаданою ознакою.

Встановлено, що найвищі показники андрогенезу in vitro як на етапі
формування новоутворень, так і на етапі регенерації рослин, мали гено-
типи з нетривалим періодом сходи—колосіння (див. табл. 3).

Гібрид [Зірка ќ Зразкова] ќ Леля характеризувався високими показ-
никами регенерації (7,87 %) і нетривалим періодом С—К (211 діб), тоді
як у генотипів із тривалішим періодом С—К (215, 216 діб) показники ан-
дрогенезу були значно нижчі (р < 0,05). Так, у гібридів [Зірка ќ Зразко-
ва] ќ Кірія (216 діб) новоутворення не формувались, у гібридної форми
[Зірка ќ Зразкова] ќ Куяльник (215 діб) їх було мало і в подальшому во-
ни не виявили здатності до регенерації. Така ж тенденція зберігалась і
серед гібридного потомства інших батьківських форм. Наприклад, гібрид
Багіра ќ Леля з раннім колосінням і тривалістю періоду С—К 207 діб ха-
рактеризувався високими показниками андрогенезу: рівень новоутво-
рень — 8,04, регенерації — 4,59 %. У гібридної форми Багіра ќ Бунчук
із пізнім колосінням формування новоутворень і регенерації рослин не
виявлено (див. табл. 3).

Серед досліджених сортів і ліній також встановлено тенденцію до
найвищих показників морфогенезу в культурі пиляків у генотипів з не-
тривалим періодом С—К. Так, максимальні рівні сформованих новоутво-
рень (10,03 %) і регенерації рослин (3,49 %) виявлено у лінії Лютесценс
155, яка характеризувалась найкоротшим періодом сходи—колосіння (182
доби). Лінiя Mercia з найтривалішим періодом сходи—колосіння (193 до-
би) мала найменшу чутливість до андрогенезу в культурі in vitro (рівень
новоутворень — 0,71 %, рослин не отримано) (див. табл. 3).
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Період розвитку рослин сходи—колосіння включає стадію розвитку
пиляка, мікроспори в якому вакуолізовані (ВМК), тобто пиляки містять
мікроспори, що знаходяться у фазі вакуолізації.  З цього періоду пиляки
вводяться в культуру in vitro, а початий in vivo розвиток мікроспор за га-
метофітною програмою припиняється. Подальший розвиток мікроспор у
пиляках відбувається в умовах in vitro за спорофітною програмою. У ході
дослідження визначено календарну дату, що відповідала фазі розвитку
рослин, коли в пиляках перших пагонів мікроспори знаходились у фазі
вакуолізації, а також тривалість періоду сходи—вакуолізована мікроспо-
ра. Генотипи з ранішим колосінням раніше проходили фазу вакуолізо-
ваної мікроспори. Найвищий рівень регенерації зелених рослин (2,93 %)
серед досліджених сортів і ліній у культурі пиляків озимої м’якої пше-
ниці мала лінія Лютесценс 155 з нетривалим періодом сходи—вакуолізо-
вана мікроспора — 177 діб (див. табл. 3). З огляду на те, що у фазу ВМК
пиляки вводяться у культуру in vitro i розвиток мікроспор перемикається
на спорофітний шлях, використання цього показника для оцінювання
гаплопродукційної здатності різних генотипів пшениці, на нашу думку,
є коректнішим. Так, показник тривалість періоду сходи—вакуолізована
мікроспора запропоновано як критерій для відбору з різних популяцій
найчутливіших до андрогенезу генотипів м’якої пшениці. Встановлено,
що вірогідно вищими (р < 0,05) показниками ембріоїдогенезу та регене-
рації рослин у культурі пиляків вирізнялись гібриди з нетривалим
періодом сходи—вакуолізована мікроспора: [Зірка ќ Зразкова] ќ Леля —
209 діб, Багіра ќ Леля — 204 доби (див. табл. 3). Виходячи з цього, мож-
на вважати, що тривалість періоду сходи— вакуолізована мікроспора є
важливим показником для оцінювання ефективності регенерації в куль-
турі пиляків озимої м’якої пшениці. Запропоновано використовувати
його для добору найчутливіших до андрогенезу зразків у культурі пи-
ляків озимої м’якої пшениці.

Отже, наведені дані відбивають важливість ознак фотоперіодичної
чутливості, тривалості яровизації й періоду сходи—колосіння донорного
матеріалу для результативності гаплопродукційної системи у культурі пи-
ляків. Виявлено велику роль генетичних систем генів Ppd, Vrd та фізіо-
логічної ознаки скоростиглості озимої м’якої пшениці в андрогенезі in
vitro.
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ОСОБЕННОСТИ ПРОЯВЛЕНИЯ УРОВНЯ ОТЗЫВЧИВОСТИ К АНДРОГЕНЕЗУ
РАЗЛИЧНЫХ ГЕНОТИПОВ МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ В КУЛЬТУРЕ ПЫЛЬНИКОВ

С.А. Игнатова, М.В. Жосонарь, Е.И. Лобанова

Южный биотехнологический центр в растениеводстве Украинской академии аграрных
наук, Одесса

Исследованы особенности андрогенеза in vitro различных генотипов мягкой пшеницы, раз-
личающихся по системам генов фотопериодической чувствительности, длительности яро-
визации и периоду всходы—колошение. Изучен морфогенез in vitro микроспор в культуре
пыльников линий сорта Mercia с замещенными хромосомами 2А, 2В, 2D от сорта Ciano.
Показана значительная роль систем генов роста и развития в эффективности эмбриоидо-
генеза, регенерации в культуре пыльников мягкой пшеницы.

FEATURES OF MANIFESTATION OF THE RESPONSIVENESS LEVEL TO
ANDROGENESIS BETWEEN DIFFERENT GENOTYPES OF COMMON WHEAT IN
THE ANTHER CULTURE

S.A. Ignatova, M.V. Jhosonar, E.I. Lobanova

South Plant Biotechnological Centre, Ukrainian Academy of Agrarian Sciences 
3 Ovidiopolska road, Odesa, 65036, Ukraine

The peculiarities of the androgenesis in vitro in the genotypes differed by system of genes of pho-
toperiod sensitiveness, duration of vernalization and period of «sprouts — heading» were investi-
gated. The haploproduction ability of genotypes was studied in substitution lines of the variety
Mercia for chromosomes 2A, 2B, 2D from Ciano. The considerable role of the systems of genes
of growth and development in effectiveness of haploproduction process of common wheat was
shown.

Key words: wheat, anther culture, in vitro, haploproduction.
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