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ДОСЛІДЖЕННЯ МОРФОГЕНЕТИЧНОЇ АКТИВНОСТІ МІКРОСПОР IN VITRO  

В КУЛЬТУРІ ПИЛЯКІВ ЖИТА 
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Досліджували морфогенетичну здатніть мікроспор жита в культурі пиляків. Проводили тестування 

впливу двох індукційних живильних середовищ (190-2 та W14) на проходження першого етапу андроге-

незу in vitro в культурі пиляків 4 зразків жита. Показано, що обидва живильні середовища придатні для 

отримання новоутворень в культурі пиляків жита української селекції. Отримано п’ять альбіносних ро-

слин-регенерантів 

Ключові слова: жито, андрогенез in vitro, новоутворення, регенерація 

 

The morphogenetic capacity of rye microspores in anther culture was investigated. Testing the influence of 2 in-

ductive nutrient medium (190-2 and W14) for passing the first stage of androgenesis in vitro at anther culture of 

4 samples of rye were conducted. It is shown that both nutrient media suitable for formation of new growth in 

anther culture of rye of Ukrainian selection. The five albino regenerates were obtained 
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1. Вступ 

У землеробстві низки країн північної і 

центральної Європи озиме жито має велике зна-

чення. Інтенсифікація сільського господарства 

приводить до необхідності розвитку нових напря-

мків в селекції жита для створення відповідних ін-

тенсивних сортів: селекція гетерозисних гібридних 

сортів жита; селекція короткостеблових не здатних 

до вилягання сортів жита; селекція жита на стій-

кість до хвороб та інше. Все це представляє чималі 

труднощі для селекції, у зв’язку з необхідністю 

створювати різноманітний вихідний матеріал і вес-

ти добір у різних напрямках. Залучення новітніх 

біотехнологічних розробок, а насамперед гаплоїдії, 

допоможе значно скоротити час створення вихід-

ного матеріалу для селекційних програм.  

 

2. Постановка проблеми 

На сьогодні все частіше одним з 

обов’язкових етапів селекційного процесу різних 

культурних злаків є застосування біотехнології 

отримання дигаплоїдних рослин, із використанням 

культури ізольованих пиляків. Щодо таких дослі-

джень на житі, то вони майже не проводилися в 

Україні, хоча необхідність у цих роботах є. Мета 

роботи полягала у тестуванні морфогенетичного 

потенціалу мікроспор в культурі пиляків жита 

озимого, з метою добору умов попередньої оброб-

ки колосся, апробаціі живильних середовищ для 

індукції калюсів із мікроспор ізольованих пиляків. 

3. Літературний огляд 

Cеред інших злаків жито (Secale cereale L.) 

вважається не достатньо відгучним до культури 

ізольованих пиляків in vitro видом. З літературних 

джерел відомо, що для культури ізольованих пиля-

ків та мікроспор in vitro жита розроблено та описа-

но особливості проходження перших етапів індук-

ції мікроспор в культурі ізольованих пиляків, фор-

мування калусів, ембріоїдогенез, регенерація зеле-

них рослин та рослин по типу «альбіно». Всі ці 

процеси детерміновано «генотипом» і немає уні-

версального живильного середовища для будь яко-

го житнього генотипу [1–3]. 

Здатність генотипів жита до культури ізо-

льованих пиляків є кількісно спадковою рисою і 

кодується ядерними генами та цитоплазматичними 

факторами [4]. Співвідношення та взаємозв’язок 

таких показників, як індукція новоутворень, реге-

нерація альбіно та зелених рослин успадковуються 

незалежно [5, 6]. 3RL та 5R хромосоми жита 

пов’язані з індукцією новоутворень, в той час як 

1R 4R 6 RS пов’язані зі здатністю до генерації [7]. 

Утворення рослин по типу «альбіно» пов’язано з 

великими делеції в пластидах ДНК і невеликою кі-

лькість рибосомальної РНК, яка впливає на синтез 

їх білків [8]. 

В Україні розробок у біотехнологічному на-

прямку з отримання дигаплоїдних рослин жита, із 

використанням культури ізольованних пиляків не 

проводили, хоча необхідність у цих роботах є. 

БІОЛОГІЧНІ НАУКИ 
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4. Матеріали та методи дослідження 

У роботу з тестування гаплопродукційної 

здат-ності залучено чотири генотипи озимого жи-

та: № 24, № 25, № 36, № 37. Рослини вирощували в 

польових умовах Верхняцької дослідно-селек- 

ційної станції. Пагони з колоссям зрізали з донор-

них рослин та у сумці-холодильнику передавали 

для подальших досліджень в лабораторію культури 

тканин СГІ – НЦНС. Попередню обробку зрізаних 

пагонів проводили у воді протягом 3–5 діб за тем-

ператури 2–4 °С у темряві.  

Колосся поверхнево стерилізували розчином 

комерційного препарату «Білизна» з додаванням по-

верхнево-активної речовини TWIN 80 протягом  

40–60 хв. Після зливали стерилізуючий агент та за-

ливали колосся на 10 хв. 0,01 н розчином HCl. На-

прикінці, п’ятиразово промивали матеріал сте-

рильною дистильованою водою. Ізольовані пиляки 

висаджували на два варіанти живильного індук-

ційного середовища – W14 та 190-2 [9, 10]. В обидва 

варіанти середовищ додавали наступні речовини: ві-

таміни за прописом MS, 2,4-D – 5 мг/л, кінетин – 

0,5 мг/л, глютамін – 500 мг/л, мезоінозитол – 

100 мг/л, 60 г/л мальтози, фітогель 3,2 г/л. [3]. Виса-

джені пиляки культивували перші 3 доби у темряві за 

температури 32 °С, надалі – при 28 °С до появи ново-

утворень.  

Сформовані макроструктури пересаджували на 

середовище MS у половинній концентрації солей з до-

даванням ІОК – 0,5 мг/л та кінетин – 1,0 мг/л, 30 г/л са-

харози [3] і культивували у темряві 3–4 тижня до по-

яви центрів регенерації, далі – за температури 24 °С 

та умов 16-годинного фотоперіоду, інтенсив-ності 

освітлення 10 тис. люкс до формування рослин.  

Цитологічний контроль стадії розвитку мікро-

спор у пиляках проводили шляхом приготування тим-

часових мікропрепаратів пиляків, забарвлених оцето-

карміном [11]. 

 

5. Результати досліджень 

Слід зазначити, що на теренах України дос-

лідження в галузі біотехнології з отримання in vitro  

 

 

гаплоїдів жита є поодинокими. За результатами 

опрацювання літературних джерел щодо даної 

проблеми, нами обрано для використання в роботі 

оригінальну методику дослідників з Фінляндії [12]. 

Кліматичні відмінності нашого регіону зумовлю-

ють специфічні умови вирощування жита в Украї-

ні, і як, наслідок – створення унікальних генотипів, 

пристосованих до нашого регіону, які по-іншому 

реагуватимуть на умови культивування пиляків in 

vitro, надані у протоколах дослідників з інших кра-

їн. Отже, наші дослідження були спрямовані на те-

стування ефективності відомих методик у наших 

умовах експерименту.  

Відомо, що для успішного андрогенезу in vitro 

оптимальною є середньо-піздня стадія розвитку ва-

куолізованої одноядерної мікроспори (рис. 1). Цито-

логічний контроль стадії розвитку мікроспор у пока-

зав, що лише третина переданого рослинного матері-

алу була в оптимальній фазі розвитку (рис. 1, а), тоді 

як більшість мікроспор досліджених генотипів були 

вже дво- та триядерними, тобто розвивалась далі за 

гаметофітним шляхом (рис. 1, б).  

 

 
Рис. 1. Мікроспори у пиляках жита до попередньої 

обробки колосся (збільшення 200х): а – одноядерна 

мікроспора; б – двох ядерні мікроспори 

 

Слід зазначити, що весь наданий рослинний 

матеріал жита був вкрай інфікованим за умов дощо-

вої погоди під час добору у полі, тому з метою ви-

значення оптимального терміну стерилізації, ми ви-

пробували три варіанти часу стерилізації колосся – 

протягом 40, 50 та 60 хвилин (табл. 1). 

Таблиця 1 

Добір умов стерилізації колосся жита озимого 

 Генотип 

 

Стерилізація 

№ 24 № 25 № 36 № 37 

40 хв. 
680 

 100 % 

721 

 100 % 

730 

 100 % 

646 

 100 % 

50 хв. 
848 

 92 % 

789 

 97 % 

754 

 95 % 

670 

 98 % 

60 хв. 
690 

 72 % 

725 

 79 % 

671 

 67 % 

758 

 87 % 

Примітка – 

 

Висаджено пиляків, шт 

Інфекція % 

 



Біологічні науки                                                  Scientific Journal «ScienceRise» №3/1(8)2015 

  

 
9 

Ступінь бактеріального інфікування колосся 

жита був над-значним. Так, стерилізація за стандарт-

ною методикою [13] виявилась непридатною (табл. 1, 

40 хв.) – весь матеріал інфікувався. Збільшення часу 

впливу стерилізуючого агенту до 50 хв. та години до-

зволило отримати «чисту» культуру пиляків жита 

(рис. 2). Однак, пропорційно зі збільшенням часу 

стерилізації зростає вірогідність негативного впливу 

хлору на мікроспори у пиляках, що позначається на 

їхньої морфогенної активності за андрогенезу. 

 

 
 

Рис. 2. Пиляки жита № 37 на живильному середовищі 

 

З метою виявлення найбільш придатного для 

культивування пиляків жита озимого живильного се-

редовища проводили цитологічне дослідження стану 

мікроспор на 15 добу культивування. Відмічено, що 

для мікроспор більшості генотипів характерним був 

слабий тургор та частковий плазмоліз. На 

п’ятнадцяту добу культивування відмічали повний 

лізис вмісту більшої частини мікроспор усіх геноти-

пів на обох живильних середовищах (рис. 3).  

Однак у зразків жита № 24, № 25 та № 36 се-

ред порожніх клітин-мікроспор, мікроспор із озна-

ками плазмолісу (пл) спостерігали добре забарвле-

ні оцтокарміном багатоядерні (БЯ) та багатоклі-

тинні (Бкл) утворення, тоді як у жита за № 37 поді-

бних явищ не спостерігали. Частота зустрічальнос-

ті багатоядерних та багатоклітинних мікроспор за 

культивування на обох досліджених живильних се-

редовищах була однаковою, тому виділити жодне 

не можливо. Надалі, отримані результати щодо фо-

рмування новоутворень, підтвердили дані цитоло-

гічного дослідження. 

За результатами оцінки морфогенетичної ак-

тивності мікроспор чотирьох генотипів жита показа- 

 

 

 

на досить висока чутливість трьох форм (крім жита 

за № 37) до наданих умов культивування пиляків in 

vitro. Слід відмітити, що значний рівень формування 

новоутворень отримали як на одному, так і на друго-

му живильному середовищі (табл. 2). 

 

 
 

Рис. 3. Мікроспори жита після 15 доби культивуван-

ня in vitro на живильному середовищі 190-2: БЯ – ба-

гатоядерна мікроспора; Бкл – багатоклітинне утво-

рення; пл – плазмоліз 

 

Найвищий рівень формування новоутворень 

середовище 190-2 спостерігали у жита № 24 – 

21,52±3,27 шт./на 100 пиляків, а на середовищі W14 у 

зразка жита № 36 – 8,22±3,21 шт./на 100 пиляків. Зага-

лом, середовище 190-2 було більш ефективним щодо 

проходження перших етапів андрогенезу: новоутво-

рення отримали від 3 з 4 досліджених генотипів, тоді 

як на живильному середовищі W14 – лише від двох. 
Регенерація була дуже незначною. Всього 

отримано 5 альбіносних рослин-регенерантів від двох 

генотипів (табл. 2, рис. 4).  

Таким чином, можна зробити висновок, що 

отримані результати є позитивними. За цитологічним 

дослідженням першого етапу андрогенезу в культурі 

пиляків наданих генотипів жита показано, що запро-

поновані методичні підходи дозволяють отримувати 

новоутворення, здатні до подальшої регенерації. 

Проблема одержання нормальних рослин, а не лише 

альбіносів, планується вирішувати наступним чином: 

по-перше, взяттям в культуру пиляків із мікроспора-

ми в оптимальної стадії розвитку; по-друге, добором 

поживних середовищ для регенерації різного гормо-

нального складу.  
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Таблиця 2 

Ефективність морфогенезу в культурі пиляків in vitro жита озимого 

Генотип 
Живильне 

середовище 

Кількість пи-

ляків 

Кількість новоутворень 
Кількість рослин-регенерантів 

(альбіно) 

шт. шт./ на 100 пиляків шт. шт./ на 100 пиляків 

№ 24 

190-2 

158 34 21,52±3,27* 2 1,27±0,89 

№ 25 108 12 11,11±3,02 3 2,78±1,58 

№ 36 186 13 6,99±1,87 – – 

№ 37 23 0 0 – – 

№ 24 

W 14 

103 0 0 – – 

№ 25 68 3 4,41±2,49 – – 

№ 36 73 6 8,22±3,21 – – 

№ 37 89 0 0 – – 

Примітка: * – достовірно при р ≤ 0,01 

 

       
Рис. 4. Новоутворення та хлорофілдефектні рослини-регенеранти, отримані на живильному середовищі 190-2 в 

культурі пиляків жита озимого 

 

6. Висновки 

В культурі in vitro пиляків жита озимого в 

даних умова експерименту три генотипи з чоти-

рьох виявились чутливими до андрогенезу in vit- 

ro – № 24, 25, 36. Найвищими показниками морфо-

генетичної здатності (кількість новоутворень) ха-

рактеризу-вались генотип № 24 – 21,52±3,27 шт./на 

100 пи- ляків. Показано, що обидва живильні сере-

довища 190-2 та W14 придатні для отримання но-

воутворень в культурі пиляків жита озимого украї-

нської селекції. Отримано п’ять альбіносних рос-

лин-регенерантів. 
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