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ПРОЯВЛЕНИЕ ГЕНОТИПИЧЕСКИХ
ОСОБЕННОСТЕЙ МОРФОГЕНЕЗА

В КУЛЬТУРЕ ПЫЛЬНИКОВ 
ЯРОВОГО ЯЧМЕНЯ

Проведена оценка изменчивости показателей гап�

лопродукции в зависимости от условий выращивания

растений – доноров пыльников, режима, способа пред�

обработки колосьев и состава питательной среды. Со�

хранение рангов включенных в эксперимент генотипов

по способности к андрогенезу in vitro свидетельствует о

существенном вкладе генетической составляющей в об�

щую изменчивость и об актуальности изучения меха�

низма генетического контроля признака.

Введение. Практическая ценность гаплоид�

ных технологий на основе культивирования in
vitro пыльников и изолированных микроспор,

как и любых других биотехнологий растений,

определяется возможностью решения с их по�

мощью задач по созданию генотипов с комп�

лексом признаков, представляющих интерес

для селекции и генетических исследований.

Следует отметить, что в подавляющем боль�

шинстве случаев в зависимости от того, с ка�

кой целью создаются гомозиготные линии,

возникает необходимость вовлечения в схему

гаплоидной селекции либо строго ограничен�

ного количества образцов (высокопродуктив�

ных, источников и доноров определенных

признаков), либо больших объемов генетичес�

ки разнообразного материала. Но независимо

от принципа подбора доноров пыльников

в большей или меньшей степени проявляется

универсальный феномен – генотипическая

зависимость морфогенетических процессов,

индуцируемых in vitro [1–3]. При этом многие

сорта, линии и гибриды, используемые для

получения гомозиготных линий удвоенных

гаплоидов, оказываются весьма сложными

биотехнологическими объектами, что нередко

приводит к нецелесообразности применения

технологий in vitro ввиду крайне низкого выхо�

да растений�регенерантов или невозможности

их получения.

Многочисленные литературные источни�

ки, посвященные теоретическим и методичес�

ким аспектам культивирования in vitro пыль�

ников, а также изолированных микроспор яч�

меня и других сельскохозяйственных культур,

убедительно свидетельствуют о том, что имен�

но генотипическая зависимость гаплопродук�

ционного процесса является наиболее серьез�

ным препятствием для внедрения гаплоидных

технологий в селекцию [4–6]. В связи с этим

большое внимание уделяется изучению меха�

низмов генетического контроля эксперимен�

тального андрогенеза in vitro [7–9]. Кроме того,

широкое распространение получили рекомен�

дации по предварительному тестированию ис�

ходного материала на регенерационную спо�

собность и дальнейшему использованию

только отзывчивых форм [10], выделению до�

норов высокой регенерационной способности

[3, 11, 12]. Вместе с тем рекомендуется прове�

дение методических исследований на отзыв�

чивых модельных генотипах [13, 14], что
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в комплексе хотя и способствует повышению

эффективности метода, но не решает пробле�

му генотипической зависимости. Между тем

установлено, что качественные и количест�

венные показатели, характеризующие эффек�

тивность индукции гаплоидов в культуре

пыльников и изолированных микроспор, в

значительной мере подвержены варьированию

в зависимости от условий выращивания рас�

тений – доноров пыльников [15], предобработ�

ки эксплантов при различных температурных

режимах [16] и в растворах осмотически или

физиологически активных веществ [17, 18],

состава питательных сред [19–21] и темпера�

турно�светового режима культивирования

пыльников [22].

Существенное влияние этих факторов на�

ряду с большими достижениями в области

усовершенствования технологий гаплоидной

индукции послужили основанием для предпо�

ложения, что причиной генотипических раз�

личий по способности к андрогенезу in vitro
являются лишь неадекватные условия прове�

дения опыта [23]. При этом постулируется как

принципиальная возможность разработки

универсальной технологии, позволяющей по�

лучать высокие показатели гаплопродукции

независимо от происхождения исходного ма�

териала [23], так и необходимость оптимиза�

ции технологических параметров для опреде�

ленных генотипов [24, 25].

Но в целом вопрос о стабильности прояв�

ления генотипических особенностей морфо�

генеза в культуре пыльников in vitro в настоя�

щее время нельзя считать окончательно ре�

шенным. По нашему мнению, особую актуаль�

ность он приобретает в связи с использованием

в исследованиях генетических основ андроге�

неза in vitro современных молекулярно�гене�

тических методов, поскольку необходимым

условием молекулярно�генетического марки�

рования признака является наличие объектив�

ных данных относительно его фенотипической

и генотипической изменчивости. Однако не

менее важны данные о стабильности и измен�

чивости реакции генотипа в культуре in vitro для

определения стратегии разработки гаплоидных

технологий: универсальной для всех геноти�

пов, для класса генотипов (отзывчивые/неот�

зывчивые) или для конкретного генотипа.

Цель исследований заключалась в изучении

особенностей проявления генотипической за�

висимости у ярового ячменя по способности к

образованию андрогенных структур и расте�

ний�регенерантов в культуре пыльников in
vitro под воздействием условий выращивания

исходного материала, режимов и способов его

предобработки низкой положительной темпе�

ратурой, состава питательной среды для куль�

тивирования пыльников. Кроме того, была

проведена сравнительная оценка эффектив�

ности отдельных элементов технологии гапло�

идной индукции.

Материал и методы. Как модельные гено�

типы в экспериментах по усовершенствованию

технологии получения гаплоидов были исполь�

зованы сорта ярового ячменя Экзотик, Феникс

и линия андрогенного происхождения ДГ00–

126, которые характеризуются контрастной

способностью к андрогенезу in vitro. В част�

ности, сорту Феникс присуща низкая способ�

ность к образованию андрогенных структур и

растений�регенерантов как зеленых, так и

альбиносов. Сорт Экзотик имеет высокий вы�

ход новообразований и растений�альбиносов,

но низкую частоту регенерации зеленых рас�

тений, линия ДГ00–126 – высокое значение

всех учитываемых показателей с преоблада�

нием среди регенерантов нормально пигмен�

тированных растений. В названии линии (ДГ –

«двойной гаплоид» от DH – doubled haploid)

указан год создания (2000 г.) и порядковый

номер.

Растения – доноры пыльников выращивали

на опытном участке при обычной агротехнике.

В настоящей работе обобщены результаты эк�

спериментальных исследований, полученные

в 2001–2007 гг., которые различались по ком�

плексу агрометеорологических факторов.

Колосья, содержащие пыльники с вакуоли�

зированными микроспорами (средняя или

поздняя фазы), отбирали, используя общепри�

нятые методы цитологического анализа [26].

Схемой опыта предусматривалось: 1) культи�

вирование пыльников трех генотипов на стан�

дартной среде при стандартном способе пред�

обработки в 2001–2007 гг.; 2) различные вари�

анты сред при стандартном способе предобра�

ботки (контроль – стандартная среда); 3) ис�

пользование различных режимов и способов
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предобработки с последующим культивирова�

нием пыльников на стандартной среде (конт�

роль – стандартный способ предобработки).

Срезанные побеги помещали в воду и вы�

держивали в холодильнике при температуре

4 °С в течение 5–10 сут (стандартный способ

предобработки). Асептическую культуру пыль�

ников получали, как описано ранее [27].

Пыльники культивировали на разработанной

нами среде NMSмод.2 (стандартная среда)

[27]. Полученные через 20–35 сут после нача�

ла культивирования каллус и эмбриоиды пе�

ресаживали на среду для регенерации расте�

ний [29].

В экспериментах по оптимизации холодовой

предобработки воздействию низкой положи�

тельной температуры подвергали побеги и ко�

лосья, которые помещали в растворы манни�

тола (0,3 и 0,7 М), солей макро� и микроэле�

ментов, 2,4�Д и глюкозы [18, 28].

Для определения влияния факторов «условия

выращивания растений (год)», «предобработка»

и «состав среды» проводили сравнение много�

летних данных (лимиты и средние значения)

соответственно: по культивированию пыль�

ников трех генотипов на среде NMSмод.2 при

предобработке побегов в воде, по изучению 11

режимов и способов предобработки [18, 28] и

оценке 27 вариантов питательной среды, ко�

торые различались минеральной основой,

стимуляторами роста [30] и гелеобразующими

веществами [31–33].

Для количественной характеристики влия�

ния факторов использовали такие показатели:

количество морфогенных пыльников, т.е.

пыльников, на поверхности которых образо�

вались видимые структуры (каллус, эмбриои�

ды), количество зеленых растений�регенеран�

тов в процентах от общего количества пыль�

ников, высаженных на питательную среду.

Экспериментальные данные обработаны при

помощи общепринятых методов вариационной

статистики [34].

Результаты исследований и их обсуждение.
Как видно из представленных в таблице мно�

голетних данных, характер варьирования ко�

личественных показателей андрогенеза in vitro
под воздействием агрометеорологических

условий года, режима и способа предобработ�

ки, а также состава питательной среды в пол�

ной мере отражал генотипические особеннос�

ти включенных в эксперимент сортов и ли�

нии. При этом размах варьирования зависел

от величины показателя. В частности, по ко�

личеству морфогенных пыльников наимень�

шее варьирование, соответствующее самому

низкому уровню проявления признака, было

отмечено у сорта Феникс. У этого генотипа

получено и наименьшее среднее значение по

всем изученным факторам.

У сорта Экзотик и линии ДГ00–126 при

наиболее благоприятных условиях выращива�

ния донорных растений и в лучших вариантах

опытов по усовершенствованию предобработ�

ки и состава питательной среды получены

сравнительно высокие показатели количества

морфогенных пыльников (на уровне 45–

60 %). Следует отметить, что у сорта Экзотик

наблюдали более существенное снижение по�

казателя в вариантах опытов, в которых было

выявлено отрицательное влияние определен�

ных факторов на процесс индукции новообра�

зований.

Аналогичные закономерности варьирования

фиксировали и для признака «частота регене�

рации зеленых растений».

Сопоставление лимитов и средних значений

(последний столбец таблицы) свидетельствует

в основном о стабильности рангов генотипов по

количеству эмбриогенных пыльников и расте�

ний�регенерантов, что подтверждает генотипи�

ческую зависимость и генетическую обуслов�

ленность андрогенеза in vitro.

Заслуживает внимания вопрос о наиболее

результативном методическом приеме, благо�

даря которому удалось получить максимальные

показатели гаплопродукции у каждого геноти�

па и в среднем для всех генотипов. В частности,

анализ данных таблицы свидетельствует о том,

что у сорта Феникс максимальный выход мор�

фогенных пыльников (16,07 и 16,84 %) был

получен за счет оптимизации состава питатель�

ной среды и предобработки.

Лучшим вариантом питательной среды для

этого генотипа оказалась модифицированная

среда FHG [23], содержавшая уменьшенную

в 10 раз концентрацию макроэлементов среды

MS [35] и в качестве регулятора роста фенил�

уксусную кислоту (100 мг/л). У двух других ге�

нотипов, обладаюших высокой способностью
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к андрогенезу in vitro, использование этой сре�

ды не привело к увеличению выхода андро�

генных структур и растений�регенерантов.

При предобработке колосьев в 0,3 М раст�

воре маннитола при 4 °С в течение 10 сут у

сорта Феникс была получена не только высо�

кая частота морфогенных пыльников, но и

максимальная частота регенерации зеленых

растений – 10,92 ± 1,40 %. У сорта Экзотик и

линии ДГ00–126 при оптимальных парамет�

рах всех трех факторов получены существенно

не различающиеся значения частоты морфо�

генных пыльников.

Для линии ДГ00–126 наиболее эффектив�

ным методическим приемом повышения час�

тоты регенерации зеленых растений оказалась

предобработка в 0,3 М растворе маннитола при

температуре 4 °С и продолжительности 10 сут.

В этом случае количество растений возросло

с 31,29 до 63,68 %. У сорта Экзотик самое вы�

сокое значение частоты регенерации зеленых

растений – 32,93 %, в четыре раза превышаю�

щее этот показатель в контроле, было получе�

но на среде NMSд2, которая содержала вместо

агар�агара химически модифицированный

крахмал Д2 [32]. Следует отметить, что ни один

из использованных методических приемов в

рамках конкретного эксперимента (изменение

минеральной основы среды, режима и способа

предобработки, гелеобразующего компонента,

качественного и количественного состава фито�

гормонов) не привел к нивелированию гено�

типических различий.

Сравнение средних значений количества

морфогенных пыльников и частоты регенера�

ции зеленых растений у трех генотипов по

каждому фактору (предпоследние строки таб�

лицы для каждого показателя) показывает, что

предобработка привела к снижению количест�

ва морфогенных пыльников. Статистически

достоверное, но незначительное превышение

частоты регенерации зеленых растений было
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Изменчивость показателей эффективности гаплопродукционного процесса у ярового ячменя 
в зависимости от условий года, предобработки и состава искусственной питательной среды 

для культивирования пыльников in vitro (2001–2007 гг.)

Генотип 

Источник варьирования 

Условия выращивания, 

фактор «год»

Питательная 

среда 

Режим и способ холодовой

предобработки 

min

Феникс

Экзотик

ДГ00�126

3,08 ± 0,67

33,80 ± 1,88

30,03 ± 2,63

10,61 ± 1,15

48,78 ± 1,78
60,26 ± 2,51

0,28 ± 0,28

4,15 ± 1,17

38,92 ± 2,40

16,07 ± 1,64
45,81 ± 2,63
56,88 ± 2,37

2,22 ± 0,83

13,98 ± 1,82

22,77 ± 1,87

16,84 ± 1,90
53,96 ± 3,51
50,99 ± 3,29

6,56 ± 0,19

34,42 ± 0,38

31,34 ± 0,43 
**

�

mах min mахmin mах

Среднее 

по генотипу

Количество морфогенных пыльников, %

Среднее 1

Среднее 2

26,37 ± 0,43

36,58 ± 1,11

18,18 ± 0,36

37,98 ± 1,34

23,35±0,28 **

38,90±1,51

Феникс

Экзотик

ДГ00�126

0,00 ± 0,00

1,02 ± 0,35

22,10 ± 2,12

1,95 ± 0,58

7,47 ± 1,29

33,63 ± 1,88

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

33,26 ± 2,26

10,92±1,40
22,06±2,25

63,68 ± 2,37

0,00 ± 0,00

0,00 ± 0,00

5,52 ± 1,26

5,60 ± 1,22

32,93 ± 2,98
52,49 ± 2,88

1,60 ± 0,09

4,82 ± 0,17 
**

22,60 ± 0,39

�
�

Частота регенерации зеленых растений, %

Среднее 1

Среднее 2

7,46 ± 0,26

15,28 ± 0,90 **

7,96 ± 0,26

31,26 ± 1,30

8,66 ± 0,18 *

28,66 ± 1,50

Примечание. * Различия между средними значениями частоты регенерации зеленых растений для факторов

«год» и «питательная среда» достоверны при Р � 0,05. ** Различия между средними значениями показателей ге�

нотипов по трем факторам и трех генотипов по каждому фактору достоверны при Р � 0,01. 1 – среднее по фак�

тору; 2 – среднее по лучшим вариантам опыта. Полужирным шрифтом отмечены максимальные показатели для

каждого генотипа.



достигнуто за счет оптимизации состава пита�

тельной среды. Однако, анализируя эти ре�

зультаты, следует учитывать, что для опреде�

ления влияния фактора был привлечен массив

данных всех вариантов опытов, в том числе

и тех, где результат был отрицательным.

Средние по лучшим вариантам опыта для

каждого фактора (последние строки таблицы

для каждого показателя) свидетельствуют о том,

что при благоприятных условиях выращива�

ния исходного материала и в наиболее удач�

ных вариантах предобработки и среды по ко�

личеству эмбриогенных пыльников получены

сравнимые результаты. В то же время приме�

нение предобработки колосьев в 0,3 М манни�

толе и культивирование пыльников на содер�

жащих крахмал средах, а именно эти варианты

оказались лучшими, привело к почти двукрат�

ному увеличению частоты регенерации зеленых

растений по сравнению со стандартной средой

и способом предобработки (фактор «год»).

Но в целом ввиду отсутствия достоверных

различий средние показатели не позволили

ответить на вопрос, какому методическому

приему – оптимизации среды или предобра�

ботке – отдать предпочтение при разработке

или усовершенствовании гаплоидной техно�

логии. Очевидно, в методическом плане при

проведении оценки результативности иссле�

дований по усовершенствованию определен�

ного элемента технологии правильнее учиты�

вать данные опытного и контрольных вариан�

тов эксперимента одного года, принимая

во внимание агрометеорологические условия

и качество исходного материала, а потом про�

водить испытание лучших вариантов в годы,

различающиеся по погодным условиям. При

этом в зависимости от поставленных задач

имеют право на реализацию различные стра�

тегии оптимизации технологии получения

гаплоидов как универсальные, так и предна�

значенные для работы с определенными гено�

типами. Это подтверждается возрастанием

средних гаплопродукционных показателей

и появлением максимумов у отдельных гено�

типов в ответ на конкретный методический

прием.

По нашим наблюдениям при высокой тем�

пературе (30 °С и выше) и отсутствии осадков

в фазы «выход в трубку» и «колошение», когда

отбирается материал для пыльниковой культу�

ры, следует отдать предпочтение предобработ�

ке побегов в воде, ограничив ее длительность

5–6 сут.

Предобработка колосьев в 0,3 М растворе

маннитола эффективнее при благоприятных

погодных условиях выращивания донорных

растений в поле или стандартных режимах

климатических камер. И хотя засуха является

лимитирующим фактором получения качест�

венного растительного материала для пыльни�

ковой культуры ячменя в условиях Лесостепи

и Степи Украины, прямой связи между за�

сухоустойчивостью и способностью к андро�

генезу in vitro у использованных в этой работе

генотипов и других сортов и линий не обнару�

жено [36].

Вместе с тем у более гомеостатичных форм

отмечен меньший размах изменчивости под

воздействием элементов технологии гаплоид�

ной индукции, что, возможно, является отра�

жением их неспецифической устойчивости к

изменяющимся условиям внешней среды.

Выводы. Проведен анализ многолетних

данных по усовершенствованию элементов

технологии индукции гаплоидов ярового яч�

меня в культуре пыльников in vitro. Несмотря

на большой размах изменчивости показате�

лей гаплопродукции в зависимости от условий

выращивания растений – доноров пыльни�

ков, режима и способа предобработки коло�

сьев и состава питательной среды и высокую

результативность определенных методичес�

ких приемов, наблюдали сохранение рангов

использованных в работе генотипов. Это сви�

детельствует о важности генетической сос�

тавляющей в общей изменчивости и актуаль�

ности углубленного изучения механизма ге�

нетического контроля экспериментального

андрогенеза in vitro.

E.V. Belinskaya

GENOTYPIC PECULIARITIES 

OF MORPHOGENESIS IN BARLEY 

IN VITRO ANTHER CULTURE

Evaluation of haploid production indicator variability

caused by growth conditions of donor plants, regime and

mode of spike pretreatment and nutrient medium compo�

sition has been carried out. Maintained ranks of the geno�

types involved into experiment show the importance of
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genetic component in the whole variability and actuality of

profound investigation on the mechanism of genetic con�

trol of culture ability.

О.В. Білинська

ПРОЯВ ГЕНОТИПІЧНИХ ОСОБЛИВОСТЕЙ

МОРФОГЕНЕЗУ В КУЛЬТУРІ ПИЛЯКІВ

ЯРОГО ЯЧМЕНЮ

Проведено оцінку мінливості показників гапло�

продукції в залежності від умов вирощування рослин –

донорів пиляків, режиму і способу попередньої об�

робки колосся та складу живильного середовища.

Збереження рангів залучених до експерименту гено�

типів за здатністю до андрогенезу in vitro свідчить про

істотність генетичної складової у загальній мінливості

та актуальність поглибленого вивчення механізму ге�

нетичного контролю ознак культурабельності.
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