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Мета. Вивчення ефективності окремих 

етапів андрогенезу in vitro в культурі пиляків за 

створення гомозиготних дигаплоїдних лінії 

пшениці м’якої озимої Методи. Культура 

in vitro ізольованих пиляків пшениці. Для кож-

ного генотипу визначали такі параметри андро-

генезу in vitro: відсоток новоутворень та відсо-

ток регенерації зелених рослин для від кількості 

висаджених пиляків; відсоток акліматизованих 

рослин від регенерованих зелених паростків, а 

також відсоток фертильних (подвоєні гаплоїди) 

рослин від числа акліматизованих рослин. Ре-
зультати. Вивчено андрогенез in vitro в куль-

турі пиляків 105 генотипів пшениці м’якої ози-

мої різного генетичного походження. Виявлені 

відмінності щодо частоти індукції калусогенезу 

(від 0,17 до 21,25 % від висаджених пиляків) й 

здатності до регенерації рослин (від 0 до 4,94 % 
від висаджених пиляків). Oтримано насіння 

дигаплоїдних ліній в культурі пиляків майже 

50 % досліджених генотипів. Спонтанна дипло-

їдизація в середньому складала 29,41 % від 

отриманих регенерантів. Висновки. Виявлені 

генотипоспецифічні морфогенетичні реакції 

мікроспор пшениці м’якої озимої в процесі анд-

рогенезу in vitro. Одержано 122 дигаплоїдних 

ліній пшениці м’якої озимої. 
Ключові слова: дигаплоїди, пшениця, анд-

рогенез in vitro, калюс, регенерація. 
 
Стратегії сучасної біотехнології поляга-

ють в необхідності розроблення нових та удо-

сконалення наявних технологій in vitro для 

створення нових генотипів, адаптованих до 

конкретних агрокліматичних умов згідно з ви-

могами сучасної селекції. Успіх селекційної 

роботи багато в чому визначається наявністю 

вихідного матеріалу, у розширенні спектра яко-

го можуть бути використані біотехнологічні 

методи [1]. Останні мають велике значення для 

полегшення і прискорення селекційного проце-

су. Вони дають можливість отримати нові фор-

ми пшениці, стійкі до різних несприятливих 

факторів, у максимально короткі терміни й без 
залучення великих посівних площ [2–6]. Ефек-

тивність отримання дигаплоїдних ліній у куль-

турі пиляків м’якої пшениці сильно залежить 

від генотипу, що не дає змогу забезпечити пе-

редбачуваність результатів при роботі з будь-
яким генотипом. Все це підштовхує дослідників 

на пошуки можливої активації морфогенетичної 

компетентності в умовах in vitro [1, 6–9]. 
Мета дослідження – вивчити ефективність 

окремих етапів андрогенезу in vitro в культурі 

пиляків за створення гомозиготних дигаплоїд-

них лінії пшениці м’якої озимої. 
 
Матеріали і методи 
Дослідний матеріал наданий відділом се-

лекції та насінництва пшениці, відділом селекції 

пшениці Селекційно-генетичного інституту 

Національного центру насіннєзнавства та сор-

товивчення (СГІ-НЦНС) і відділом фітопатоло-

гії СГІ-НЦНС. У роботу з отримання дигаплоїд-

них ліній пшениці озимої м’якої залучено 105 

селекційних зразків (сорти, батьківські селек-

ційні лінії, гібриди F1 і популяції F4, F8). Цей 

матеріал отриманий за двома селекційними на-

прямами: 1) вирізняється комплексною стійкіс-

тю до бурої та стеблової іржі, отриманий на 

основі донорів, стійкість яких походить від ди-

корослих родичів пшениці (Aegilops cilyndrica, 
Ae. variabilis, Triticum erebuni) [10, 11]; 2) є ре-

зультатом селекційної програми отримання ви-

сокобілкових генотипів від схрещувань пшениці 

зі стабільними формами, носіями гена GPC-B1 
(далі GPC-B1): 

2021 рік: 23 селекційних зразки різного 

походження, які вирізняються стійкістю до бу-

рої та стеблової іржі; сорти Куяльник, Традиція, 

лінії 9300, 9525 та 3238 та 8 гібридів першого 

покоління між цими генотипами; сорти Відпо-
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відь, Наснага та чотири гібридні популяції F2 
ВС1: (Відповідь / Наснага) / Відповідь; (Відпо-

відь / Наснага) / Наснага; (Наснага / Відповідь) / 
Наснага; (Наснага / Відповідь) / Відповідь. 

2022 рік: 25 селекційних зразків (11 бать-

ківських ліній та 14 гібридів першого поколін-

ня), які вирізняються стійкістю до бурої та стеб-

лової іржі; тринадцять селекційних гібридів 

різного походження, що є результатом селек-

ційної програми отримання високобілкових 

генотипів від схрещувань пшениці зі стабільни-

ми формами, носіями гена GPC-B1 (останні 

отримані в результаті віддалених схрещувань 

культурної пшениці з Aegilops tauschii (лінія 

3238) та Triticum dicoccoidles (лінії 9225, 9300) з 

наступним добором і насичуючими схрещуван-

нями). 
2023 рік: селекційні лінії Er. 126, Er. 143, 

Er. 70, Er. 261, 1944, 9155, 9200, 9250, 9300, 
3238, 1935, 1925, 1968, 1952, лінія, яка є носієм 

гена GPC-B1; гібриди F1: Куяльник х GPC-B1, 
Оптима х GPC-B1, Кантата х GPC-B1, Er. 261 x 
1944-1, Er. 261 x 1944-2; три популяції F8 за №№ 

800, 900, 1001, отримані від схрещування пше-

ниці м’якої озимої Одеська 267 з оригінальними 

амфіплоїдами ЧЕ (2n = 42, AABBStSt), виділе-

ними раніше з комбінації – T. durum Чорномор х 

Elytricum fertile (матеріал наданий провідним 

науковим співробітником відділу загальної та 

молекулярної генетики к. б. н. Моцним І. І.). 
Рослини вирощували на польових ділян-

ках СГІ-НЦНС. Пагони з пиляками зрізали з 

донорних рослин, коли мікроспори знаходились 

на вакуолізованій фазі розвитку (від ранньої до 

пізньої вакуолізації). 
Як метод для отримання подвоєних гапло-

їдів (DH) пшениці використовували культуру 

in vitro ізольованих пиляків пшениці. Для цього 

пиляки пшениці в стадії сильновакуолізованої 

мікроспори після тридобової попередньої холо-

дової обробки (+2–4°С) у водному розчині абс-

цизової кислоти (АБК) з концентрацією 0,5 мг/л 

висаджували на поживне середовище 190-2 у 

модифікації [12], після чого культивували три 

доби в темряві за температури +30°С, а потім 

культивували в термостаті при +24°С до форму-

вання на пиляках новоутворень. Сформовані 

макроструктури пересаджували на середовище 

MS у модифікації [13] і культивували у темряві 

10–14 діб, після чого пересаджували на живиль-

не середовище MS з додаванням 0,5 мг/л ГК та 

25 мг/л яблуневої кислоти та культивували пе-

рші 3–5 діб у термостаті, надалі 2–3 тижні при 

освітленні до появи центрів регенерації за умов 

16-годинного фотоперіоду, інтенсивності освіт-

лення – 5 тис. люкс, температурі +24°С до фор-

мування рослин, які пересаджували далі на без-

гормональному середовищі MS із половинною 

концентрацією макро- та мікросолей. Відсоток 

новоутворень і регенерації зелених рослин для 

кожного генотипу розраховували від кількості 

висаджених пиляків. Після етапу адаптації до 

умов ґрунту, регенеранти подвоєних гаплоїдів 

пшениці яровизували та дорощували в умовах 

штучного клімату. Визначали відсоток рослин, 

що залишилися після етапів адаптації та ярови-

зації, від загальної кількості зелених регенеран-

тів. А також відсоток фертильних рослин від 

загальної кількості рослин, які виколосилися. 
Оцінку отриманих даних проводили ме-

тодами статистичних досліджень [14] з викори-

станням пакета програм Excel. 
 
Результати та обговорення 
Стабілізація генетично нестабільного се-

лекційного матеріалу із конкретними маркер-

ними ознаками, що є результатом схрещування 

пшениці з інтрогресивними лініями (отримани-

ми на основі схрещувань із дикими родичами й 

наступним добором і насичуючими схрещуван-

нями) є на сьогодні актуальним завданням біо-

технології. У цій роботі представлені результати 

роботи лабораторії культури тканин за 2021–

2023 роки [13, 15] щодо дослідження 105 гено-

типів озимої м’якої пшениці в культуру пиляків, 
більшість з яких мали невідому чутливість до 

андрогенезу in vitro (табл. 1). 
Показано, що за цих умов експерименту, 

усі досліджені зразки виявились чутливими до 

першого етапу андрогенезу in vitro – формуван-

ня калюсу (табл. 1, рис. 1 а). Відсоток сформо-

ваних калюсів від висаджених пиляків коливав-

ся від 0,17 ± 0,08 (F1 5/21 / 237/21) до 21,25 ± 

1,29 (генотип № 1968). Отже, виявлено, що цей 

показник у культурі пиляків досліджених зраз-

ків у більшості мав середні величини. Так, 31 

генотип мав значення відсотку калюсів від ви-

саджених пиляків менше за 1 %; 48 генотипів – 
від 1 % до 3 %, 11 генотипів – від 3 % до 5 %; 10 
генотипів – від 5 % до 10 %; 5 генотипів – вище 

10 %.  
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Таблиця 1. Ефективність гаплопродукційного процесу в культурі пиляків in vitro різних гено-

типів пшениці озимої м’якої (2021–2023 рр.) 
Показники андрогенезу in vitro 2021 рік 2022 рік 2023 рік Всього 

Г
ен

о
ти

п
и

 
 

досліджено шт. 43 39 23 105 
отримано калюс шт.  43 39 23 105 

отримані зелені рослини шт. 32 33 18 83 

отримані лінії шт. / % 21 / 48,84 18 / 46,15 дорощування 
 

Висаджено пиляків (ВП) шт. 76645 92142 44821 213608 

Калюс 
шт. 1605 1123 1650 4378 

% від ВП 2,09 ± 0,05 1,22 ± 0,04* 1,92 ± 0,06 2,05 ± 0,03 

Зелені регенеранти (ЗР) 
шт. 207 208 199 614 

% від ВП 0,27 ± 0,02 0,23 ± 0,02 0,31 ± 0,03 0,29 ± 0,01 

Адаптовані регенеранти (АР) 
шт. 180 189 129 498 

% від ЗР 87,0 ± 2,3 90,9 ± 2,0 64,9 ± 3,4 81,1 ± 1,6 

Фертильні рослини  
(DH лінії) 

шт. 70 52 
дорощування 

122 

% від АР 38,89 ± 3,63 27,51 ± 3,25 
 

Примітка. *відмінності, порівнюючи з контролем вірогідні при P < 0,05. 
 

 
Рис. 1. Андрогенез у культурі пиляка озимої м’якої пшениці in vitro: а) утворення калюсу на поверхні пи-

ляків, середовище 190-2; б) регенерація паростків після трансплантації новоутворень на середовище MS; 

в) зелені та альбіносний рослини-регенеранти. 
 
На наступному етапі – регенерації рослин 

(рис. 1 б, в) – зелені рослини-регенеранти 

отримали в культурі пиляків лише для 83 зі 105 

генотипів (табл. 1). Регенерація рослин – це 

складний процес, який залежить від багатьох 

факторів, основним із яких є генотип [16]. Зда-

тність окремих генотипів до регенерації зеле-

них проростків різна. Так, у наших досліджен-

нях відсоток зелених регенерантів від пиляків, 

які висадили, коливався від 0 до 4,94 %, в сере-

дньому – 0,39 %. Всього було отримано 614 

зелені рослини.  

Відсоток регенерації переважної більшо-

сті генотипів був менший за одиницю 

(25 генотипів), лише у восьми з них цей показ-

ник був у межах 1–3 %. Особливість процесу 

регенерації у досліджених генотипів – невелика 

кількість альбіносів серед рослин-регенерантів 

– майже 21,4 % від усіх отриманих регенеран-

тів. Якщо оцінювати обидва етапи андрогенезу 

in vitro різних генотипів пшениці із комплекс-

ною стійкістю до іржі, то найбільш ефективним 

цей процес був у культурі пиляків двох бать-

ківських ліній: КП 132/20 та КП 352/20. 
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Рис. 2. Рослини-регенеранти на різних етапах вирощування та польових випробувань: а, б, в – вирощу-

вання в теплиці (штучний клімат); г, д – дигаплоїди на польових ділянках. 
 
Один із найкритичніших етапів будь-якої 

біотехнології in vitro – адаптація рослин-
регенерантів до умов ex vitro. Показано, що на 

етапі адаптації «живильне середовище – ґрунт» 

у середньому гине до 40 % отриманих у куль-

турі регенерантів. У нашому досліджені відсо-

ток виживаності після етапів адаптації до умов 

ex vitro та 45 добової яровизації отриманих рос-

лин був досить високим – у середньому 81,1 ± 

1,6 % від усіх отриманих зелених регенерантів. 

У 2023 році отримано 199 зелених рослини-
регенерантів Після адаптації до ґрунту та яро-

визації в умовах штучного клімату дорощують-

ся 129 рослин. Підрахунок фертильних рослин 

будемо визначати після закінчення вегетацій-

ного періоду (друга половина березня). 
У результаті дослідження на сьогодні 

отримали 122 дигаплоїдні лінії від 

39 генотипів, що складає майже 50 відсотків від 

генотипів, які регенерували зелені рослини 

(табл. 1). Частота спонтанної диплоїдизації в 

середньому становила 38,89 ± 3,63 (2021 р.) та 

27,51 ± 3,25 (2022 р.), що відповідає аналогіч-

ним результатам у культурі пиляків пшениці у 

інших авторів: 32,72 % [7] та 28,40 % [8]. 
 
Висновки 
У результаті дослідження показано, що 

успішність андрогенезу in vitro за отримання 

лінійного матеріалу пшениці м’якої озимої за-

лежить від донорного матеріалу. Досліджені 

гібриди, які несуть в геномі чужорідній генети-

чний матеріал із геном GPC-B1 від Ae. tauschii 
та T. dicoccoidles, мають низький та середній 

гаплоредукційний потенціал. Проте різні гено-

типи пшениці із комплексною стійкістю до різ-

них видів іржі та інших хвороб мають середні та 

високі показники андрогенезу in vitro. Методом 

культури пиляків in vitro отримано 122 гомози-

готні дигаплоїдні лінії різних генотипів пшениці 

м’якої озимої. Частота спонтанної диплоїдизації 
склала в середньому 29,41 % від регенерантів, 

які виколосилися. 
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ANDROGENESIS IN VITRO IN ANTHER CULTURE OF BREAD WINTER WHEAT 
Aim. Study of the effectiveness of stages of in vitro androgenesis in anther culture for the creation of dihaploid lines of 
bread winter wheat. Methods. In vitro culture of isolated wheat anthers. For each genotype, the following parameters of 
androgenesis in vitro were determined: the percentage of caluses and the percentage of regeneration of green plants 
from the number of planted anthers; the percentage of acclimatized plants from regenerated green plantlets, as well as 
the percentage of fertile (doubled haploid) plants. Results. Androgenesis in vitro in the anther culture of 105 genotypes 
of soft winter wheat of different genetic origin was studied. Differences regarding the frequency of callusogenesis 
induction (from 0.17 to 21.25 percent of planted anthers) and the ability to regenerate plants (from 0 to 4.94 percent of 
planted anthers) were found. The dihaploid lines in anther culturefor almost 50 % of the studied genotypes were 
obtained. Spontaneous diploidization averaged 29.41 % of the obtained regenerants. Conclusions. Genotype-specific 
morphogenetic reactions of bread winter wheat microspores in the process of in vitro androgenesis were revealed. 122 
dihaploid lines of bread winter wheat were obtained. 
Keywords: dihaploids, wheat, androgenesis in vitro, callus, regeneration. 


