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Введение. Культивирование не-
зрелых пыльников, содержащих 
микроспоры на определенной ста-
дии развития, в оптимальных усло-
виях может приводить к делению 
гаметофитных клеток и регенера-
ции растений. Культура пыльников 
является одним из путей получе-
ния гаплоидных растений. Удвоение 
числа хромосом превращает га-
плоид в фертильное гомозиготное 
диплоидное растение. Применение 
гаплоидных растений в селекции 
позволяет создавать константные 
неращепляющиеся гомозиготные 
формы в первой генерации и сокра-
щать селекционный процесс; упро-
щать мутационную селекцию; полу-
чать каллюсную ткань, содержащую 
клетки разных уровней плои дности, 
что является дополнительным ис-
точником в селекции [1, 2].

Развитие пыльцевого каллюса 
многолетних плодовых культур пре-
имущественно идет по пути косвен-

ного андрогенеза. Обязательным 
условием дифференциации расти-
тельной клетки и превращения ее 
в каллюсную является присутствие 
в питательной среде представите-
лей двух групп фитогормонов: аук-
синов и цитокининов [3]. Мощным 
индуктором морфогенеза в каллюс-
ной ткани также является наличие 
в среде цитокининов и ауксинов, а 
также их соотношение. Ауксины, ис-
пользуемые на этапе морфогенеза, 
традиционны. Это 2,4–Д, ИУК, НУК. 
Наилучшая результативность про-
цесса андрогенеза пока характерна 
для однолетних культур. Получение 
гаплоидных растений из изолиро-
ванных пыльников многолетних 
культур не стабильно и малорезуль-
тативно. 

В 1963 году the Dow Chemical 
Company индуцировала 4-ами-
но-3,5,6 – трихлорпиколиновую 
кислоту (торговое наименование 
тордон, химическое название – пи-

клорам) как гербицид для борьбы с 
сорной растительностью. Действие 
этой кислоты на клетки наступает 
уже через 30 минут, оно проявляется 
в изменении состояния ядра, затем 
цитоплазмы и оболочки. Действуя 
как гербицид, пиклорам быстро 
проникает в клетки и передвигает-
ся к активно растущим меристема-
тическим тканям. Данное вещество 
эффективно не только как гербицид, 
но еще обладает и высокой аукси-
новой активностью [4]. Основной 
функцией ауксина в культурах тка-
ней и клеток растений является его 
участие в регуляции размножения 
клеток. Именно этим обусловлено 
его непременное включение в пи-
тательные среды для культур тканей 
и использование как важнейшего 
средства управления ростом и мор-
фогенезом в изолированной куль-
туре [5]. Действие 4-амино- 3,5,6- 
трихлорпиколиновой кислоты, так 
же как и ауксинов, сопровождается 
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усилением накопления белка и ну-
клеиновых кислот [6].

Применение пиклорама в услови-
ях in vitro на однолетних культурах, в 
частности, для получения каллюсов 
у бобовых и злаковых, показало его 
более высокую стимулирующую ак-
тивность по сравнению с 2,4–Д, ИУК 
и НУК [7, 8, 9]. Данный препарат 
проявил высокую активность в ин-
дукции образования каллюса и его 
размножения у лука [10]. Каллюс, 
полученный с помощью пиклорама, 
дает лучший органогенез при по-
садке на органообразующую среду 
[6, 7] и по сравнению с 2,4–Д имеет 
более низкую фитотоксичность [11, 
12]. При выращивании каллюсов на 
свету, пиклорам в отличие от 2,4–Д 
не ингибирует синтез хлорофилла и, 
поэтому, более пригоден для полу-
чения органогенных каллюсов [13].

По сравнению с однолетними 
культурами возможности индукции 
каллюсогенеза и морфогенеза у 
яблони ограничены и результатив-
ность еще мала: морфогенетиче-
ские процессы индуцируются край-
не редко и характеризуются неста-
бильностью. Из отдельных ценных 
генотипов вообще не удается по-
лучить растения–регенеранты из 
пыльцевого каллюса [14], посколь-
ку каллюсная ткань, возникшая из 
пыльников, не всегда способна к 
морфогенезу.

Принимая во внимание до сих 
пор низкий выход гаплоидов при 
культивировании пыльников мно-
голетних плодовых растений с 
одной стороны и преобладающую 
ауксиновую активность препарата 
пиклорам на однолетних культурах 
в сравнении с традиционно исполь-
зуемыми (2,4–Д, НУК, ИУК) с другой 
стороны, необходимо было изучить 
возможности каллюсо- и морфоге-
неза яблони с использованием пи-
клорама. К тому же, данные по его 
применению в индукции каллюса 
и органогенеза у плодовых культур 
отсутствуют.

 Методика исследований. В 
работе использовали пыльники 

иммунных к парше сортов ябло-
ни Орловское полесье и Юбилей 
Москвы. В сухую погоду для посе-
ва пыльников бутоны отбирали по 
внешним признакам, считающими-
ся для яблони наиболее продуктив-
ными в отношении каллюсообразо-
вания (соцветие выдвинуто, бутоны 
в нём плотно сомкнуты, без белого 
конуса, их пыльники зеленовато-
желтого цвета). Бутоны помещали в 
чашки Петри с увлажненной филь-
тровальной бумагой и ставили в хо-
лодильник на 3–7 дней при темпе-
ратуре +3–+4ºС.

Посев пыльников проводили на 
среду Мурасиге-Скуга в асептиче-
ских условиях из расчета один бу-
тон на пробирку. Посеянные пыль-
ники культивировали при темпера-
туре 25ºС в термостате и в условиях 
16 часового фотопериода с интен-
сивностью освещения до 1000 лк и 
влажностью воздуха 60–70% в све-
токомнате.

Среды, используемые для индук-
ции каллюсообразования и органо-
генеза, содержали макро- и микро-
соли, витамины В1, В6, РР по 0,5 мг/л, 
гидролизат казеина – 600 мг/л, мезо-
инозит – 100 мг/л, сахарозу – 20 г/л  
и агар-агар, концентрация послед-
него варьировала в зависимости от 
его вида.

 Для оценки ауксиновой активно-
сти пиклорама в процессе каллюсо-
генеза за основу брали рекомендо-
ванный второй вариант среды МС 
для яблони [2]. Соотношение аук-
син : цитокинин в индукции каллю-
сообразования базового варианта 
среды равнялось 1 : 1. Концентра-
цию пиклорама подбирали эмпи-
рически. 

Результаты исследований. 
Культивирование изолированных 
пыльников яблони иммунных к 
парше сортов на искусственной пи-
тательной среде показало, что ре-
продуктивные клетки развивались 
по пути косвенного андрогенеза. 
Начало каллюсообразования в тем-
ноте отмечалось через 10–28 дней, 
а на свету – через 14–28 дней. Ча-

стота каллюсообразования пыльни-
ков яблони различалась по годам: 
наибольшей она была в 2006 г. и 
варьировала от 39,7 до 83,3% при 
выращивании каллюса в темноте. В 
условиях пониженного освещения 
данный показатель был в пределах 
12,5–74,9% (табл. 1).

Для оценки действия пиклорама 
на этапе каллюсогенеза использо-
вали три уровня. Было установлено, 
что за годы исследований пиклорам 
проявил значительную ауксиновую 
активность в индукции каллюсо-
образования. Эффективность кал-
люсогенеза исследуемых сортов 
варьировала от 26,0 до 83,3% в за-
висимости от концентрации пикло-
рама в темноте и от 11,3 до 74,9% в 
условиях пониженного освещения. 
При этом оптимальным уровнем 

Таблица 1
Эффективность каллюсогенеза 
у пыльников яблони в присут-

ствии пиклорама, %.

Сорт 
Пита-

тельная 
среда

Частота каллюсообра-
зования (в %)

при культивировании 
пыльников в:

термостате светоком-
нате 

2005 г.
Ор-
ловское 
полесье

МС 56,3±1,5 43,1±1,0
МСП2* 50,2±1,5 14,5±0,7
МСП4** 39,8±0,9 22,6±1,0

Юбилей
Москвы

МС 45,1±1,0 38,3±1,1
МСП2 26,6±1,1 11,3±0,5
МСП4 39,1±1,0 21,3±0,9

2006 г.
Орло-
вское
полесье

МС 69,2±1,2 56,1±1,1
МСП2 57,0±1,3 12,9±0,7
МСП4 82,0±0,5 58,1±0,7

Юбилей
Москвы

МС 80,3±1,0 47,2±1,3
МСП2 39,7±0,9 12,5±0,8
МСП4 83,3±0,4 74,9±0,5

2007 г.
Орло-
вское
полесье

МС 38,4±0,9 25,8±0,9
МСП4 26,9±1,1 18,9±0,7

МСП6*** 40,0±1,0 20,3±0,8
Юбилей
Москвы

МС 49,4±1,3 31,7±1,1
МСП4 31,0±1,0 13,0±0,8
МСП6 26,0±0,9 14,5±0,7

*,**,*** – среда Мурасиге-Скуга с до-
бавлением соответственно 2 мг/л; 4 
мг/л, 6 мг/л пиклорама.
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концентрации пиклорама считаем 
4 мг/л, поскольку, за все годы ис-
следований (и те, которые не пред-
ставлены в таблице) именно такая 
концентрация давала наилучшие 
показатели каллюсогенеза обоих 
сортов яблони как в темноте, так и 
на свету.

Каллюс, сформированный в тем-
ноте на среде с пиклорамом, бу-
горчатый, плотный, белого или мо-
лочного цвета. При перенесении 
такого каллюса на свет половина 
его поверхности зеленеет в 99 из 
100 случаев, тогда как без пиклора-
ма – от 32% до 51% в зависимости 
от сорта. Каллюс, сформированный 
на свету, изначально имел интен-
сивно зеленую или зеленовато-
белую окраску, более плотный, чем 
сформированный в темноте, с четко 
очерченными меристематическими 
очагами. Каллюс, образовавшийся 
в темноте без пиклорама, при его 
дальнейшем пассировании приоб-
ретает водянистую структуру или 

рано стареет, что характерно для 
всех сортов, хотя и в разной степе-
ни. Таких негативных особенностей 
в каллюсах на среде с пиклорамом 
не отмечалось. Морфологические 
признаки каллюсов, полученных на 
среде с пиклорамом стабильны из 
года в год.

Способность каллюсных клеток 
к морфогенезу определяется соот-
ношением цитокининов и аукси-
нов, входящих в состав питательных 
сред. При использовании пиклора-
ма в качестве ауксина, были получе-
ны корни у сорта Юбилей Москвы 
при соотношении ауксин : цитоки-
нин 1 : 2 (пиклорам : БАП). В кал-
люсной массе сорта Свежесть также 
индуцированы корни, но при соот-
ношении ауксин : цитокинин 3 : 9  
(пиклорам : БАП, кинетин). Корни 
формировались внутри каллюсной 
ткани. Изменение соотношения 
концентрации ауксин : цитокинин 
1 : 20 положительно сказалось на 
морфогенной способности пыль-

цевого каллюса сорта Орловское 
полесье. У данного сорта отмечено 
образование 4-х почек. Исполь-
зование вместо пиклорама только 
НУК в тех же концентрациях не спо-
собствовало индукции морфогене-
за у исследуемых сортов.

Выводы. Испытание пиклорама 
в качестве индуктора каллюсо- и 
морфогенеза в развитии пыльников 
яблони показало его значительную 
ауксиновую активность. Развитие 
пыльников иммунных к парше со-
ртов яблони проходило по пути 
косвенного андрогенеза. Опти-
мальная концентрация пиклорама 
на этапе каллюсогенеза – 4 мг/л. 
Индуцированы корни у сорта Юби-
лей Москвы, а также почки у сорта 
Орловское полесье. Проявление 
морфогенных процессов в каллюс-
ных тканях изученных сортов ябло-
ни предполагает применение дан-
ного препарата на других плодовых 
многолетних культурах.
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