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Досліджено процеси калюсогенезу та регенерації рослин чотирьох сортів тритикале озимого 
(Балтико, Лідер, Ізомер та Квазар) у культурі трьох типів експлантів (апікальні меристеми 
пагонів, незрілі зародки та молоді суцвіття). Встановлено, що у вивчених форм поряд з 
генотипною залежністю частота калюсогенезу та регенерації пагонів також зумовлена типом 
експланта. Було виділено три типи калюсів, утворення яких не залежало від походження 
експланта. У процесі регенерації у досліджуваних сортів з одного калюса утворювалося від 
одного до шести пагонів. За допомогою дисперсійного аналізу виявлено істотний вплив (р < 
0,05) на процеси морфогенезу тритикале усіх досліджуваних факторів. Вплив генотипу був 
найбільшим на етапі калюсогенезу. Найвищий вплив взаємодії генотип × тип експланта 
спостерігали на етапі утворення морфогенних калюсів. Вплив типу експланта був найвищим 
на етапі регенерації пагонів. Оптимізований регламент отримання повноцінних рослин-
регенерантів тритикале в калюсній культурі in vitro може бути використаний у клітинній 
селекції та генно-інженерних експериментах. 
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1Біотехнологічні методи культури in vitro 
різних експлантів (органів або частин органів, 
ізольованих від донорної рослини) нині широко 
використовуються для вирішення прикладних 
завдань селекції цінних сільськогосподарських 
рослин і, зокрема, тритикале. Одержання мор-
фогенного калюсу і наступна регенерація рос-
лин – невід'ємна частина клітинної інженерії 
цієї культури (Immonen, 1993; Хомякова, 2009). 
Труднощі, які виникають при проходженні цих 
етапів, особливо характерні для культивованих 
in vitro різних експлантів злаків (Бавол та ін., 
2007). Незважаючи на те, що регенерація рос-
лин із калюсів описана для багатьох представ-
ників цієї родини (пшениці, кукурудзи, рису, 
сорго), удосконалення системи культивування 
in vitro експлантів залишається актуальним для 
злаків (Кучеренко, 1993; Сатарова, 2002; Игна-
това, 2004; Белінська, 2007). При дослідженні 
калюсогенезу і регенерації зазвичай вибираєть-
ся той тип експланта, який найбільш зручний 
для проведення експериментів і забезпечує 
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ефективне отримання достовірних результатів. 
Поки що питання про біотехнологічно оптима-
льний експлант і удосконалення способів реалі-
зації його морфогенетичного потенціалу далеке 
від остаточного вирішення. Як експланти для 
отримання калюсу з соматичних клітин вико-
ристовують незрілі та зрілі зародки або їх час-
тини, незрілі суцвіття, сегменти колеоптиля, 
мезокотиля та молодих листків, апікальні мери-
стеми пагонів (Benkirane at al., 2000; Ahmad at 
al., 2002; Копертех, Стрибная, 2003; Chen at al., 
2006).  

Як відомо, незрілі зародки є традиційним 
експлантом у злаків (Хамула и др., 1987). Вибір 
такого типу експланта зумовлений високою ін-
тенсивністю проліферації і компетентністю всіх 
тканин зародка при культивуванні in vitro (Кру-
глова, Катасонова, 2009). Це дозволяє виклю-
чити вплив зниження проліферативної функції 
клітин, характерний для спеціалізованих тка-
нин, на результати експериментів. Але застосу-
вання даного типу експланта має певні недолі-
ки, до яких належать досить короткий період 
використання в культурі та значні затрати часу 
для отримання донорних рослин. Для мікрок-
лонального розмноження окремих унікальних 
рослин, таких як стерильні міжвидові гібриди 
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злаків, зазвичай використовують соматичні 
тканини молодих суцвіть (Sharma at al., 1995). 
Останнім часом широко використовують апіка-
льні меристеми конусів наростання пагонів. 
Перевагою даного типу експланта є можливість 
подолання генотипних особливостей форм, що 
характеризуються низьким регенераційним по-
тенціалом, можливість отримання значної кіль-
кості вихідного матеріалу за короткий час, а та-
кож його доступність у будь-яку пору року. До-
слідники багатьох країн світу успішно працю-
ють з апексами пагонів проростків кукурудзи, 
вівса, сорго, проса, пшениці, тритикале та яч-
меню для розробки ефективних і менш залеж-
них від генотипу систем регенерації зернових 
(Zhang at al., 1996; Гончарук та ін., 2014). Куль-
туру апікальних меристем широко використо-
вують як джерело калюсної тканини для клі-
тинної селекції та генетичної трансформації ро-
слин, оскільки меристемні сегменти пагонів мі-
стять пул клітин, що активно діляться і харак-
теризуються високою частотою індукції калюсу 
– до 90% (Ahmad at al., 2002).  

Відомо також, що ефективність регенера-
ції з різних типів експлантів залежить від того, 
на якій стадії розвитку (оптимальній або неоп-
тимальній) вони були відібрані для отримання 
первинних калюсів (Goldstein, Kronstadt, 1986; 
Pizetakiewic at al., 2003). Оскільки зазвичай орі-
єнтиром у подібних випадках служить розмір 
експланта, то ефективність регенерації може 
варіювати від експерименту до експерименту.  

Разом з тим, на морфогенетичний потен-
ціал експланта впливає багато чинників, зокре-
ма: генотип, стадія розвитку донорного органу, 
умови культивування (Tsukahora at al., 1996; 
Бавол та ін., 2007; Гончарук та ін., 2014). Оскі-
льки культура тритикале як об’єкт біотехноло-
гічних досліджень у даному напрямі вивчена 
недостатньо, метою нашої роботи було дослі-
дження процесів калюсогенезу та регенерації 
різних генотипів тритикале озимого в культурі 
незрілих зародків, апікальних меристем пагонів 
та молодих суцвіть.  

МЕТОДИКА  
Матеріалом досліджень були чотири ге-

нотипи тритикале озимого: сорти  Балтико, Лі-
дер, Ізомер та Квазар, які були взяті з робочої 
колекції Миронівського інституту пшениці ім. 
В.М. Ремесла НААН України. Для отримання 
калюсної тканини використовували три типи 
експлантів: молоді суцвіття (сегменти молодого 
колоса, які не досягли стадії мейозу), незрілі 
зародки (ізольовані на 12–15 добу після запи-

лення) і апікальні меристеми верхівки пагонів 
3-денних проростків зі зрілих зернівок (через 6 
місяців після повного дозрівання, нормально 
сформованих у природних умовах).  

Для кожного генотипу було взято по 160 
експлантів. Стерилізація та підготовка донор-
ного матеріалу для кожного типу експланта ма-
ли свої особливості, які описані нижче.  

Апікальні меристеми пагонів. Для отри-
мання донорних рослин насіння спочатку сте-
рилізували 1% розчином KMnO4 протягом 3 хв. 
Потім упродовж 1 хв його витримували у 1% 
розчині AgNO3 і поміщали у 96% етанол на 1 
хв. Кінцевим етапом стерилізації було триразо-
ве промивання стерильною дистильованою во-
дою. Отримане простерилізоване насіння про-
рощували на світлі при 24°С на безгормональ-
ному МС-середовищі (Murashige, Skoog, 1962). 
Використовували апікальну меристему пагонів 
3-добових стерильних проростків. Розмір екс-
плантів варіював у межах 1,5-2 мм.  

Незрілі зародки. Незріле насіння польо-
вих рослин витримували дві доби у холодиль-
нику за температури +4°С, стерилізували 70% 
етанолом протягом 3 хв, 30% комерційним 
препаратом «Белизна» 5 хв, а також 0,01 н роз-
чином HCl 3 хв, після того тричі промивали 
стерильною дистильованою водою. Після вида-
лення зародка із зернівки його висаджували у 
чашки Петрі із живильним МС-середовищем 
щитком вгору.  

Молоді суцвіття. Як донори використо-
вували пагони з молодими суцвіттями, які ще 
не досягли стадії мейозу. Довжина самих суц-
віть при цьому сягала 20-60 мм. Після того, як 
усі зовнішні листки були видалені, проводили 
поверхневу стерилізацію пагонів 30% комер-
ційним препаратом «Белизна»протягом 1 хв, а 
потім 70% етанолом протягом 1 хв. Після цього 
з недозрілого колоса видаляли молоді колоски, 
які висаджували на МС-середовище для калю-
соутворення.  

Культуру калюсної тканини незалежно 
від типу експланта отримували на МС-
середовищі, яке додатково містило L-аспарагін 
– 150 мг/л, AgNO3 – 10 мг/л та 2 мг/л 2,4-Д. 
Експланти культивували при 26 °С в темряві 
впродовж трьох тижнів. Потім їх переносили на 
світло і далі вирощували при освітленні 3-4 
клк, відносній вологості повітря 70% і 16-
годинному фотоперіоді ще протягом трьох ти-
жнів. Наприкінці пасажу визначали частоту ін-
дукції калюсу (у відсотках) як співвідношення 
числа експлантів, що утворили калюс, до їх за-
гальної кількості.  
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 Для індукції морфогенезу калюси пере-
носили на модифіковане регенераційне МС-
середовище, доповнене 1 мг/л БАП та 0,5 мг/л 
ІОК. Отримані пагони у міру розвитку перено-
сили на безгормональне МС-середовище з по-
ловинним вмістом макросолей для укорінення. 
Укорінені регенеранти пересаджували у гор-
щики зі спеціально підібраною ґрунтовою су-
мішшю і поміщали у вологу камеру на 7-14 діб. 
Добре укорінені рослини переносили у ґрунт.  

Частоту утворення морфогенного калюсу 
та регенерації пагонів (у відсотках) у кожному 
варіанті визначали як співвідношення числа 
морфогенних калюсів або регенерантів до по-
чаткової кількості висаджених експлантів. Екс-
периментально отримані дані обробляли за до-
помогою методів статистичного аналізу (Ла-
кин, 1990).  

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ  
Як відомо, процес отримання рослин-

регенерантів у культурі in vitro є багатоступе-
невим і включає етапи індукції і проліферації 

калюсу, морфогенезу і регенерації рослин. То-
му кожен попередній етап визначає можливість 
наступного. На початку культивування при пе-
реході до недиференційованого росту експлан-
ти втрачали зелене забарвлення та збільшува-
лися у розмірах (рис. 1).  

Тривалість періоду індукції калюсоутво-
рення залежала від типу експланта та його віку 
і варіювала від 3-4 до 7-9 діб з моменту початку 
культивування. Встановлено, що для кожного 
типу експланта порядок їх ранжування за шви-
дкістю індукції калюсогенезу був таким: 1) апі-
кальні меристеми пагонів (3-4 доби); 2) молоді 
суцвіття (4-6 діб); 3) незрілі зародки (7-9 діб). У 
молодих суцвіть найбільш активний процес 
утворення калюса спостерігали у експлантів 
довжиною 10-25 мм, у незрілих зародків – 0,8-
1,5 мм, у апікальних меристем пагонів – 1,5-1,8 
мм.  

Протягом першого пасажу, зазвичай на 
10-14-у добу після посадки незрілих зародків на 
живильне середовище, їх очищали від пророст-
ків, які іноді виникали при проростанні зарод-

 
а                                       б                                       в  

Рис. 1. Початок індукції калюсу тритикале з різних типів експлантів.  
а – молоді суцвіття; б – незрілі зародки; в – апікальні меристеми пагонів.  
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Рис. 2. Типи індукованих калюсів тритикале.  
а – калюс першого типу; б – калюс другого типу; в – калюс третього типу.  
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ків. При появі калюсної тканини у молодих су-
цвіть її знімали з експланта і пересаджували на 
нове середовище.  

 Серед калюсів, незалежно від їх похо-
дження, можна було виділити такі їх типи (рис. 
2): першого типу – морфогенні калюси, що зда-
тні до регенерації і містять агрегати клітин із 
щільних сегментів жовтувато-білого кольору з 
ділянками зелених хлорофіловмісних клітин; 
другого типу – калюси, які здатні лише до ри-
зогенезу і складаються з агрегатів клітин з сег-
ментами жовтувато-білого кольору без зелених 
зон; третього типу – калюси, які взагалі не зда-
тні до морфогенезу. Це агрегати м'яких, водя-
нистих клітин білого кольору, при подальшому 
культивуванні яких спостерігався некроз.  

Було відзначено, що у процесі культиву-
вання калюс одного типу може переходити в 
калюс іншого типу. Даний перехід здійснював-
ся переважно від типу калюса з високим мор-
фогенетичним потенціалом до типу з нижчим 
потенціалом.  

Виявлено, що всі чотири досліджувані 
генотипи тритикале озимого характеризувалися 
різною здатністю до індукції калюсу, яка варі-
ювала від 60,5 до 92,4%, залежно від генотипу 
та походження експланта (таблиця).  

Як показали результати досліджень, у со-
ртів Балтико та Лідер найбільшу частоту індук-
ції калюсу (92,4% та 83,6% відповідно) було 
зафіксовано у варіантах, де як експланти вико-
ристовували саме незрілі зародки. У сорту Ізо-
мер найбільша частка калюсів (72,2%) утворю-
валась із молодих суцвіть. А ось у сорту Квазар 
переважна більшість калюсної тканини (83,4%) 

утворювалася у варіантах, де як експланти ви-
користовувалися апікальні меристеми пагонів.  

Утворення морфогенного калюсу спосте-
рігали в усіх варіантах, однак з різною часто-
тою, залежно від генотипу та типу експланта. 
Найбільша частота утворення морфогенного 
калюсу у сортів Балтико і Лідер була з незрілих 
зародків, а в сорту Ізомер та Квазар – з апікаль-
них меристем пагонів (таблиця).  

Неоднорідність калюсних клітин зумов-
лює різні шляхи їх морфогенезу. Згідно з дослі-
дженнями Т.Б. Батигіної (Батыгина, 1999), фо-
рмування рослин проходить через соматичний 
ембріоїдогенез – процес розвитку зародкоподі-
бної біполярної структури (ембріоїда), що 
утворюється асексуально з соматичних та ста-
тевих клітин. За даними інших авторів 
(Benkirane at al., 2000; Гончарук та ін., 2014), 
регенерація рослин окрім соматичного ембріої-
догенезу може також відбуватись шляхом ге-
моризогенезу, тобто одночасного розвитку па-
гонів і коренів. У своїх дослідженнях ми спо-
стерігали розвиток з морфогенного калюса як 
соматичних ембріоїдів, так і геморизогенних 
структур, отриманих у процесі органогенезу. В 
ході подальшого культивування частина з них 
формувала рослини-регенеранти. Однак, у де-
яких калюсів спостерігали лише процеси ризо-
генезу (утворення коренів) без подальшої реге-
нерації. Дослідники дане явище пояснюють 
тим, що процес органогенезу у них не досягає 
рівня розвитку цілих рослин (Delporte at al., 
2001).  

У ході подальшого культивування усі 
морфогенні калюси у міру розвитку пересаджу-

Частота морфогенезу тритикале залежно від генотипу і типу експланта  

Сорт Тип експлан-
та* 

Частота утворен-
ня калюсів, % 

Частота утво-
рення морфоген-
них калюсів, % 

Частота регенерації, 
% 

Балтико 
НЗ 92,4 52,2 30,0 
МС 85,7 38,4 17,3 
АМ 89,5 44,3 23,5 

Лідер 
НЗ 83,6 50,2 25,1 
МС 73,1 42,8 12,7 
АМ 78,3 46,6 19,8 

Ізомер 
НЗ 68,3 25,7 15,4 
МС 72,2 31,3 19,0 
АМ 66,4 45,4 26,3 

Квазар 
НЗ 71,3 38,5 10,1 
МС 60,5 49,4 8,1 
АМ 83,4 50,7 14,3 

НІР 05  5,1 5,8 5,5 

Примітка: * – НЗ – незрілі зародки; МС – молоді суцвіття; АМ – апікальні меристеми. 
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вали на модифіковане середовище для регене-
рації, відсаджуючи пагони, що утворилися, на 
МС-середовище без фітогормонів.  

 Зазначимо, що регенерацію зелених па-
гонів відзначали в усіх варіантах досліду, проте 
вона проходила по-різному. Найбільшу частоту 
регенерації незалежно від типу експланта спо-
стерігали у сорту Балтико – до 30%. Найменша 
ж частота була виявлена у сорту Квазар – 8,1%. 

Варто відзначити, що регенерація у сортів Ізо-
мер та Квазар найкраще відбувалась з калюсів, 
отриманих з апікальних меристем пагонів, тоді 
як у сортів Балтико та Лідер максимальну реге-
нерацію було зафіксовано у варіантах з незрі-
лими зародками.  

За результатами дисперсійного аналізу 
виявлено істотний вплив (р < 0,05) усіх факто-
рів, що вивчались у цьому досліді: генотип, тип 
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12,5%

38,1%
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32,4%
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Рис. 3. Вплив факторів експерименту (генотип, тип експланта та їх взаємодія) на калюсоге-
нез, утворення морфогенних калюсів і регенерацію (% від загального варіювання). 
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Рис. 4. Середня кількість пагонів, отриманих з одного калюса тритикале. 
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експланта і взаємодії, причому вплив генотипу 
був найбільшим на етапі калюсогенезу – 58,7% 
(рис. 3). Найвищий вплив взаємодії генотип × 
тип експланта спостерігали на етапі утворення 
морфогенних калюсів (32,4%). Вплив типу екс-
планта був найвищим на етапі регенерації 
(15,5%). Найвищі значення залишкової диспер-
сії, яка включає похибку і невраховані фактори, 
також спостерігали на етапі регенерації 
(26,6%).  

Одним із показників, що визначає ефек-
тивність регенерації, є кількість отриманих па-
гонів з одного калюса. Нами було виявлено, що 
загалом з одного калюса утворювалося від од-
ного до шести пагонів (рис. 4).  

 Як видно з рис. 4, цей показник залежав 
не тільки від генотипу, а й типу експланта. Як-
що у сортів Балтико і Лідер найбільшу кіль-
кість утворених пагонів з одного калюса спо-
стерігали у варіантах з незрілими зародками, то 
у сортів Ізомер та Квазар даний показник був 
максимальний у варіантах з апікальними мери-
стемами.  

Розвиток отриманих рослин-регенерантів 
у подальшому відбувався подібно до інтактних 
рослин тритикале в умовах in vivo. Відзначали-
ся типові фенофази сходів, третього листка, 
кущіння. Рослини-регенеранти у фенофазі ку-
щіння переносили в умови ex vitro у пластикові 
стаканчики з ґрунтовою сумішшю (рис. 5).  

Таким чином, різна частота калюсоутво-
рення, що спостерігалась у наших дослідах із 
різними генотипами озимого тритикале в куль-
турі незрілих зародків, молодих суцвіть та апі-

кальних меристем пагонів, і значні відмінності 
між генотипами за частотою регенерації рослин 
підтверджують існування різних генетичних 
систем регуляції цих процесів. Комасуда і спі-
вавт. (Komatsuda at al., 1989) одними із перших 
припустили, що здатність до індукції калюсу та 
регенерації детермінується незалежними гене-
тичними системами. Вірогідність даного при-
пущення була доведена методом діалельного 
аналізу у дослідах з незрілими зародками ячме-
ню. В інших працях також було доведено вплив 
генотипу на регенераційну здатність культиво-
ваних тканин пшениці (Henry at al., 1994).  

Завдяки новітнім технологіям класичні 
генетичні підходи дають можливість ідентифі-
кувати гени, які відповідають за розбіжності у 
прояві тотипотентності in vitro, та визначати їх 
місце на генетичних картах. Використання лі-
ній пшениці з різними перебудовами хромосом 
дозволило провести генетичний аналіз їх здат-
ності до калюсогенезу й регенерації в культурі 
пиляків і незрілих ембріонів, а також визначити 
локуси генів, що контролюють дані ознаки в 
певних хромосомах (Galiba at al., 1986; 
Felsenburg at al., 1987; Henry at al., 1994). У дос-
лідженнях, виконаних на ізогенних лініях пше-
ниці, що розрізняються за алелями гена Rht, ві-
дповідального за чутливість рослин до гібере-
ліну, показано, що алельні відмінності вплива-
ють на ріст і морфогенез калюсних культур, 
хоча цей ефект залежав від генотипу (Mathias, 
Atkinson, 1988; Омельянчук, Гвоздев, 1990). 
Прояв у культурі in vitro генів зі специфічним 
характером експресії може бути пов'язаний з 
активацією їх транскрипції під впливом екзо-

 
                            а                                         б                                   в  

 
Рис. 5. Етапи отримання рослин-регенерантів тритикале озимого. 
а – початок регенерації пагонів; б – укорінення рослин-регенерантів; в – переведення рослин в 
умови in vivo. 
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генних гормонів (регульовані гормонами цис-
елементи присутні в регуляторних ділянках ба-
гатьох генів морфогенезу), у тому числі аукси-
нрегульована послідовність є в 5'-ділянці гена 
PIDIABR (Benjamins at al., 2001).  

Тестування сортів озимого тритикале по-
казало, що клітинні культури in vitro незалежно 
від типу експланта є гетерогенними системами 
з певними морфофізіологічними взаємодіями, 
які зумовлюють специфіку розвитку окремих 
органів. Максимально досягнута у досліджених 
сортів частота регенерації з різних типів екс-
плантів не перевищувала відповідних величин, 
показаних для інших генотипів озимого трити-
кале (Immonen, 1993; Пыкало и др., 2014), тим 
не менше, вона достатня для розробки сучасних 
біотехнологій даної культури. Встановлено, що 
поряд із генотипною залежністю частота реге-
нерації пагонів також зумовлена типом експла-
нта. Хоча апікальні меристеми пагонів загалом 
виявляють дещо нижчу частоту регенерації по-
рівняно із незрілими зародками, їх доступність 
дозволяє використовувати цей тип експланта як 
надійне джерело рослин-регенерантів протягом 
року. Оптимізований регламент отримання по-
вноцінних рослин-регенерантів тритикале в ка-
люсній культурі in vitro може бути використа-
ний в клітинній селекції та генно-інженерних 
експериментах. 
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The processes of callus formation and plant regeneration for 4 winter triticale varieties (Baltico, 
Lider, Isomer and Kvazar) in culture of 3 types of explants (shoot apical meristems, immature 
embryos and immature inflorescences) were investigated. It was ascertained that for the forms 
studied frequency of calli formation and shoot regeneration along with phenotypical dependence 
was also conditioned by explant type. The 3 types of callus formation of which was independent on 
the origin of explant were identified. During regeneration from 1 to 6 shoots were formed per one 
callus for the varieties tested. Analysis of variance showed a significant effect (p <0.05) for all 
factors of this experiment: genotype, explant type and their interaction on the triticale 
morphogenesis. Effect of genotype was the highest on the stage of calli formation. The highest 
effect of interactions genotype × explant type was observed at the stage of formation of 
morphogenic callus. Effect of explant type was the highest at the stage of shoot regeneration. 
Optimized procedure of vigorous plant regenerant production of triticale in in vitro callus cultures 
can be used in cell selection and genetic engineering experiments. 
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Исследованы процессы каллусогенеза и регенерации растений четырех сортов тритикале 
озимого (Балтико, Лидер, Изомер и Квазар) в культуре трех типов эксплантов (апикальные 
меристемы побегов, незрелые зародыши и молодые соцветия). Установлено, что у изученных 
форм наряду с генотипической зависимостью частота каллусогенеза и регенерации побегов 
также обусловлена типом экспланта. Были выделены три типа каллусов, образование кото-
рых не зависело от происхождения эксплантов. При регенерации у исследуемых сортов из 
одного каллуса образовывалось от 1 до 6 побегов. Дисперсионный анализ обнаружил сущест-
венное влияние (р < 0,05) на процессы морфогенеза тритикале всех факторов, изученных в 
этом опыте: генотип, тип экспланта и их взаимодействие. Влияние генотипа было максима-
льным на этапе каллусогенеза. Самое высокое влияние взаимодействия генотип × тип эксп-
ланта наблюдали на этапе образования морфогенного каллуса. Влияние типа экспланта было 
наиболее выраженным на этапе регенерации побегов. Оптимизированный регламент получе-
ния полноценных растений-регенерантов тритикале в каллусной культуре in vitro может быть 
использован в клеточной селекции и генно-инженерных экспериментах. 

Ключевые слова: Triticale, генотип, эксплант, каллус, морфогенез, регенерация 


	УДК 581.143.6:58.085

