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Приводятся практические основы культивирования генеративных структур озимой 
мягкой пшеницы, а именно изолированных пыльников и микроспор в культуре in vitro, 
разработаны вопросы эмбриоидогении, указаны возможные принципы разработанных 
автором методических подходов получения гаплоидов. Акцент делается на выявление 
критической стадии развития пыльника озимой пшеницы, являющейся оптимальной для 
переключения программы развития с гаметофитной на спорофитную и получение гапло
идных растений-регенерантов мягкой озимой пшеницы посредством различных путей 
морфогенеза (эмбриоидогенез, гемморизогенез и др.); приводятся составы синтетических 
питательных сред, индуцирующих эмбриоидогенез и регенерацию в культуре микроспор 
in vitro. Внимание уделяется также изложению перспектив использования гаплоидии в 
селекционных целях.

Важнейшей задачей селекции по- 
прежнему остается сокращение сроков 
создания новых сортов. Создание сор
тов озимой пшеницы традиционными 
методами требует длительного време
ни и огромных масштабов работы. Так, 
для получения одного районированно
го сорта озимой пшеницы необходимо 
проработать сотни гибридных комби
наций и изучить десятки тысяч селек
ционных номеров, что требует от се
лекционера обычно не менее 10 лет 
работы [5]. Внедрение новых клеточ
ных технологий в сочетании с метода
ми классической генетики и селекции 
открывает большие перспективы как 
для использования, так и для реше
ния фундаментальных проблем гене
тики, биотехнологии, физиологии и 
биохимии злаковых растений.

Из семейства Мятликовые (Роасеае) 
в структуре зерновых площадей Рос
сии наиболее распространена мягкая 
пшеница (Triticum L.). Большой тео
ретический и практический интерес 
для селекции этой культуры представ

ляет использование гаплоидии. Гапло
иды используются для получения ста
бильных гомозиготных линий. В тра
диционной селекции гомозиготность 
может быть достигнута с помощью не
скольких схем инбридинга, однако по 
времени этот процесс достаточно дли
тельный. Самым быстрым путем к дос
тижению гомозиготности является уд
военная гаплоидия, и поэтому гаплои
ды очень привлекательны для многих 
ученых и селекционеров. Быстрое до
стижение гомозиготных линий особен
но важно при работе с озимыми куль
турами. Применение гаплоидной био
технологии в селекции пшеницы, 
особенно озимого типа, позволяет быст
рее найти нужную комбинацию скре
щивания и сократить время на созда
ние сортов до 1~2 лет [1].

Для получения гаплоидов методами 
биотехнологии в культуре in vitro зла
ковых применяют несколько методов: 
метод селективной элиминации хромо
сом в гибридном зародыше с последу
ющей эмбриокультурой [6], культиви
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рование неоплодотворенных завязей и 
семяпочек [7], культивирование изо
лированных пыльников и микроспор 
[1, 8].

Наиболее интересны в этой связи 
методы культивирования изолирован
ных пыльников и микроспор, основан
ные на использовании явления андро- 
генеза in vitro. Андрогенез в системе 
in vitro рассматривается как особый 
метод размножения растений, позво
ляющий ускоренно получать полнос
тью гомозиготные растения-регенеран- 
ты при гомозиготизации гаплоидных 
растений, выращенных из микроспор 
гибридных форм в культуре изолиро
ванных пыльников. Несмотря на перс
пективы метода культивирования изо
лированных пыльников и микроспор, 
использование его на злаковых куль
турах все еще ограничено. Это связа
но с тем, что до настоящего времени 
не разработана эффективная система 
получения гаплоидов при культивиро
вании пыльников различных генотипов 
зерновых культур, особенно мягкой 
пшеницы с озимым типом развития.

Целью нашей работы было разра
ботать систему получения гаплоидов с 
помощью культуры изолированных 
микроспор для ряда сортов озимой 
пшеницы селекции НИИСХ ЦРНЗ.

Объекты и методы исследований

Растительный материал. Растения- 
доноры 5 сортов озимой пшеницы: Нем- 
чиновская 24, Галина, Инна, Москов
ская 39 и Памяти Федина выращивали 
в поле на экспериментальных делянках 
НИИСХ ЦРНЗ (Московская обл.). Кол
лекция изучаемых сортов озимой пше
ницы в течение ряда лет исследовалась 
на скороспелость и приспособляемость 
к условиям Нечерноземной зоны Рос
сии, а также на устойчивость к гриб
ным болезням, продуктивность, каче
ство зерна и наследование количества 
белка [3], т. е. оценивались те призна
ки, которые в условиях Центрального 
Нечерноземья являются лимитирующи
ми и представляют интерес для селек
ции этой культуры.

Отбор колосьев. Колосья с сортов- 
доноров первоначально отбирали в раз
личных фазах онтогенеза растений по 
морфологическим признакам: размеру 
и цвету пыльника, степени плотности 
чешуй колоса. В этом случае микро
споры в пыльниках находились на оп
тимальной для индукции андрогенеза 
in vitro стадии развития пшеницы — 
фазе сильновакуолизированной микро
споры. Необходимо отметить, что ука
занные морфологические критерии ча
сто различаются в зависимости от сор
та и климатических условий года 
выращивания растений, поэтому де
тально стадию развития микроспор в 
нашем эксперименте анализировали 
под микроскопом на давленых препа
ратах по методу З.П. Паушевой [4].

Холодовая предобработка. Из ли
тературных источников [6] известно, 
что режимы Холодовой предобработки 
пыльцы способствуют возникновению 
меристематических очагов в каллусах 
и определяют дальнейший ход орга
ногенеза в них на средах для регене
рации растений. Колосья стерилизова
ли (вместе с листовой оберткой) ра
створом гипохлорита Na, отмывали в 
нескольких объемах стерильной дис
тиллированной воды, после чего у них 
удаляли ости и раскрывали колоско
вые чешуи. Стерильные колосья поме
щали на агаризованные питательные 
среды по прописи MS, не содержащие 
регуляторов роста, и выдерживали в 
холодильной камере при температуре
2-5°С в течение 4-17 сут. Выдержива
ние стерильных колосьев на питатель
ной среде (а не в стерильной воде) пол
ностью исключало затраты труда на 
подрезание подгнивающих стеблей и, 
как было доказано нами позднее [2], 
продлевало жизнеспособность и «готов
ность» микроспор к высыпанию на по
верхность жидкой индукционной сре
ды, что полностью исключало их ме
ханическое выделение и травмирование.

Культура пыльников. После предоб
работок пониженными положительны
ми температурами колосья дополни
тельно обрабатывали 70%-м этанолом.
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Подбор условий стерилизации колось- 
ев-доноров в нашем эксперименте по
зволил получить 97 — 100% неинфици- 
рованных эксплантов, что обеспечило 
возможность культивирования как 
пыльников, так и целых цветков in vitro 
на жидких и агаризованных питатель
ных средах (рис. 1).

Рис. 1. Холодовая предобработка стериль
ных колосьев с пыльниками на агаризован- 
ной среде МС без регуляторов роста — эф
фект «голодания»

Извлечение цветков (вместе с пыль
никами) проводили в стерильных ус
ловиях ламинарного бокса. Пыльники 
извлекали из нижних цветков средней 
части одного колоса глазными хирур
гическими иглами. В одну биологичес
кую пробирку (или чашку Петри) по
мещали до 30 эксплантов, размещая 
их равномерно по всей поверхности 
среды. Штативы с пробирками и чаш
ки Петри на 4—7-е сут помещали в тем
ноту при температуре 32~33°С, затем 
культивирование продолжали при тем
пературе 27°С до образования эмбрио- 
идов и каллусов.

Культура микроспор. В плаваю
щих пыльниках, помещенных на жид
кую среду, происходил спонтанный 
выход микроспор в среду для культи
вирования (рис. 2). Микроскопические 
исследования, проведенные нами, по
казали, что в первые дни культивиро
вания стенки гнезда пыльника откры
ваются из-за повышения тургора и ста
рения эндотеция, что способствует
110

Рис. 2. Разрыв стенки пыльника и «само
произвольный» выход микроспор из камер 
гнезда пыльника на индукционную среду (15- 
17-е сут культивирования): П — пыльник; М — 
микроспора; КМ — колония «самопроизволь
но» вышедших на среду микроспор

«высыпанию» микроспор на поверх
ность питательной среды.

Образование эмбриоидов. Андроген
ные образования появлялись через 28- 
30 дней с момента инокуляции пыль
ников и имели сферическую форму 
(рис. 3).

Рис. 3. Образование первичной каллус- 
ной ткани сферического типа в культуре изо
лированных микроспор озимой мягкой пше
ницы (30-е сут от начала культивирования)



Регенерация растений. Эмбриоиды 
переносили на агаризованные среды для 
регенерации растений: Potato 11, Блей- 
дса без 2,4-Д, содержащие половинную 
концентрацию макросолей и хелата же
леза. Далее эмбриоиды культивировали 
при температуре 9 —11°С, 16-часовом 
фотопериоде и освещенности 20 тыс. л к 
до образования растений-регенерантов. 
Развившиеся растения (гаплоиды) уко
реняли на жидкой среде до образова
ния хорошей корневой системы. Расте

ния-регенеранты, достигшие фазы 3 ли
стьев, яровизировали в холодильной 
камере при температуре 2—4°С не менее 
60 дней, затем колхицинировали по ме
тоду Енсена в течение 5 ч на свету в 
растворе, содержащем 0,2% колхици
на и 0,03% папаина. Диплоидизирован- 
ные растения-регенеранты озимой 
пшеницы высаживали в почву, а за
тем в условия подогреваемой теплицы 
НИИСХ ЦРНЗ для доращивания и по
лучения колосьев (рис. 4).
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Результаты исследований

На примере культивирования изо
лированных пыльников и микроспор
5 сортов озимой пшеницы мы оценива
ли длительность воздействия низкими 
положительными температурами на 
колосья донорных растений и способ 
их стерилизации (подбор компонента 
стерилизации и его экспозиции). При 
этом учитывалось время, прошедшее 
от момента срезания колосьев до ино
куляции пыльников на питательные 
среды (табл. 1).

В результате проведенных исследо
ваний было отмечено, что холодовая 
предобработка колосьев у всех изу
чаемых сортов озимой пшеницы не ока
зывала существенного влияния на вы
ход новообразований (каллусов и эмб- 
риоидов), но сохраняла жизнеспособ
ность микроспор в изолированной куль
туре от 2 недель до 3 мес в зависимости 
от генотипа. Мы считаем, что холодо- 
вое воздействие на экспланты перед 
инокуляцией их на питательные среды 
является для микроспор стрессовым 
фактором. Результаты проведенных 
нами экспериментов свидетельствуют, 
что деление ядер микроспор происхо
дит только в тех из них, которые отры
ваются от орбикул и «выпадают» в по
лость гнезда пыльника, а те микроспо
ры, которые остаются прикрепленными 
к орбикулам и через них — к стенке 
гнезда пыльника, и микроспоры, нахо
дящиеся на средней фазе микроспоро-

генеза и прикрепленные к тапетуму, к 
делению не приступают.

Особенностью микроспорогенеза 
поздней сильновакуолизированной ста
дии развития является появление де
лящихся клеток, в основном двуядер- 
ных, с равными и неравными ядрами. 
Наши исследования убеждают в том, 
что холодовая предобработка колосьев 
растений-доноров озимой пшеницы на
прямую не влияет на продуктивность 
эмбриоидогенеза in vitro, и ее назна
чение заключается только в том, что
бы направить развитие микроспоры по 
спорофитному пути развития. Та часть 
микроспор, у которых не наступила 
синтетическая фаза клеточного цикла 
перед первым митозом, и реализует 
программу спорофитного пути разви
тия — равное деление (рис. 5).

У пыльников, микроспоры которых 
находятся на ранних фазах микрога- 
метогенеза, отсутствуют фиброзные 
утолщения, поэтому даже холодовая 
предобработка не приводит к делению 
таких микроспор. Они как бы «засты
вают» в своем развитии. Фенотипичес
ки эту фазу развития можно опреде
лить по соотношению растения между 
предпоследним листом и лигулой фла
гового листа. Если кончик колоса в 
трубке находится в середине вышеназ
ванного состояния, то это соответству
ет ранней, невакуолизированной фазе 
микрогаметогенеза. Кроме того, в куль
туре «самопроизвольно» вышедших 
микроспор деление и развитие их на-

Т а б л и ц а  1
Влияние продолжительности воздействия пониженной положительной температурой 

на частоту индукции андрогенеза in vitro у озимой мягкой пшеницы
Продолжительность воздействия, сут
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Т а б л и ц а  2
Влияние состава углеводов в питательной среде 

на продуктивность эмбриоидогенеза in vitro, %

рования концентрациями сахарозы 
можно получать растения пшенично- 
пырейных гибридов, у которых лис
тья имеют вид «зебры», т. е. идет че
редование зеленых и белых полос [6].

Большинство исследователей при
держивается мнения о том, что куль
тивирование инокулированных на пи
тательные среды пыльников необходи
мо проводить в темноте [2, 8]. Однако 
есть и другая точка зрения, согласно 
которой культивируемые пыльники 
нуждаются в ежедневном 16-часовом 
освещении. Проведенный нами анализ 
влияния света и его качества на про
дуктивность морфогенеза в культуре 
изолированных пыльников и микроспор 
озимой мягкой пшеницы показал, что 
при культивировании на свету боль
шинство микроспор не приступает к 
равному спорофитному делению, а 
продолжает выполнение гаметофитной

программы развития, что выражается 
также в прорастании пыльцевых тру
бок у микроспор и образовании спер- 
миев. В результате такого неравного 
митоза появляется множество 3-кле
точных пыльцевых зерен, а случаи, 
когда образуются многоклеточные об
разования или эмбриоиды — единич
ны (0,04% от общего числа культиви
руемых пыльников). Поэтому пыльни
ки и микроспоры всех исследуемых 
сортов озимой мягкой пшеницы до об
разования эмбриоидов культивировали 
в темноте.

Заключение

В результате проведенных исследо
ваний показано, что выдерживание сте
рильных колосьев озимой пшеницы в 
культуре in vitro на агаризованных пи
тательных средах при низких положи
тельных температурах (2~4°С) способ-
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чинается еще до выхода их из полости 
камер пыльника. Это обусловлено но
выми, подобранными нами условиями 
выдерживания стерильных колосьев- 
доноров на средах при низких поло
жительных температурах, вызываю
щих низкотемпературный стрессовый 
шок для содержащихся внутри коло
сьев пыльников.

В экспериментах изучали также 
различные концентрации углеводов — 
глюкозы, сахарозы и мальтозы. Ре
зультаты исследований показали пре
имущество питательной среды, содер
жащей сахарозу или мальтозу в кон
центрации 0,26 М (табл. 2).

В научной литературе встречаются 
сообщения, что с помощью манипули-

Рис. 5. Равное деление ядра микроспор 
озимой мягкой пшеницы: Я — ядро; В — ваку
оль; П — пора



ствует сохранению жизнеспособности 
микроспор до 3 мес и более. Частота 
формирования андроклинных структур 
в культуре in vitro зависит от комплек
са взаимосвязанных факторов: условий 
стерилизации донорных растений, пре
добработки низкими положительными 
температурами и выдерживания на сре
дах МС без регуляторов роста, а также 
от стадии развития микроспор и состо
яния стенок гнезда пыльника в момент 
инокуляции микроспор на индукционные 
среды.

В культуре изолированных пыльни
ков и микроспор озимой мягкой пшени
цы на индукционных средах с кетонами 
в концентрации не менее 0,26 М обра
зуются эмбриоиды, морфогенные и не
морфогенные каллусы нового типа, от
личающиеся по морфологическим свой
ствам, и имеющие сферическое строение.
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SUMMARY

Practical generative structures of soft winter wheat cultivation basis is given in 
the article, isolated anthers and microspores in the cultivar in vitro. Revealing critical 
stage of winter wheat anther development is focused on, being optimum for switching 
development programme from gametophyte to sporophyte to obtain haploid 
regenerative plants of soft winter wheat by means of various ways of morphogenesis, 
embryogenesis, hemmoryzogenesis etc. Perspectives of haploidization use in selection 
are also shown in the article.
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