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Культура пыльников — один из эффективных методов создания чистых линий за корот-
кое время. С его помощью можно ускорить процесс получения F1 гибридов момордики (Momordi-
ca charantia L., сем. Cucurbitaceae) — экономически важной сельскохозяйственной культуры, 
которую возделывают в тропических и субтропических странах Южной Америки, Азии и Африки. 
Достаточно эффективная технология культивирования пыльников момордики пока что не разрабо-
тана. В настоящем исследовании мы показали, что размер бутонов достоверно (p  0,05) влияет на 
способность формирования каллусов момордики. Выявлено, что частота каллусообразования, 
морфология каллусов и время начала их формирования в культуре пыльников in vitro существен-
но зависят от состава и концентрации регуляторов роста в питательной среде. Кроме того, впер-
вые исследована динамика каллусообразования в процессе культирования пыльников момордики. 
Целью работы было изучение влияния стадии развития микроспор и состава питательных среды 
на способность каллусообразования в культуре пыльников in vitro. В качестве материала исполь-
зовали растения F1 гибрида момордики Diago 26. Растения выращивали в 2018 году в открытом 
грунте (уезд Дайлок, провинция Куангнам, Вьетнам) по общепринятой методике для получения 
товарных плодов. Бутоны отбирали в утренние часы (500-700) и хранили в полиэтиленовых паке-
тах при 4 С в течение 1 сут. Бутоны поверхностно стерилизовали 70 % спиртом и 5 % раство-
ром гипохлорита натрия (NaOCl). Пыльники извлекали из бутонов и помещали на питательные 
среды в чашки Петри. Культивирование осуществляли при температуре 25±2 С с фотопериодом 
16 ч день/8 ч ночь в течение 4 нед. Использовали три варианта питательной среды Мураси-
ге-Скуга, различающихся по составу и концентрации регуляторов роста: МК1 с добавлением 
1,0 мг/л 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота) и 1,5 мг/л БАП (6-бензиламинопурин); 
МК2 — 1,5 мг/л 2,4-Д и 1,0 мг/л БАП; МК3 — 1,5 мг/л НУК (1-нафталинуксусная кислота), 
1,0 мг/л БАП и 0,5 мг/л кинетина. Статистическую обработку полученных данных проводили в 
программах IBM SPSS Statistics 22 и Microsoft Excel 2013. Выявлено, что в одном пыльнике 
содержались микроспоры на разных стадиях развития, поэтому ввести в культуру материал с 
микроспорами на одной определенной стадии невозможно. Однако можно выявить одну стадию 
развития, которая численно преобладает. Мы культивировали пыльники из бутонов, разделенных 
на две группы: бутоны длиной 4,0-5,0 мм, которые содержали ранние и средние одноядерные 
микроспоры, и бутоны длиной 5,1-6,5 мм, в которых находились поздние одноядерные и дву-
ядерные микроспоры. При культивировании пыльников из бутонов длиной 4,0-5,0 мм каллусы 
формировались в течение 1 нед после введения в культуру, из бутонов размером 5,1-6,5 мм — в 
течение 2-й нед. Самую высокую частоту формирования каллусов (93,75±2,55 %) наблюдали при 
использовании питательной среды MS с добавлением 1,0 мг/л 2,4-Д и 1,5 мг/л БАП (МК1). 
Большая часть каллусов формировались на 2-й и 3-й нед культивирования. Также наблюдали 
существенное различие в морфологии каллусов, полученных на трех питательных средах разного 
состава. Каллусы на среде МК1 имели желтый цвет, очень плотную консистенцию, на МК2 — 
зеленый цвет и также очень плотную консистенцию, на МК3 — зелено-желтый цвет и конси-
стенцию средней плотности. При этом мы не выявили влияния стадии развития микроспор на 
морфологию каллусов. Несмотря на значительное количество полученных каллусов, образование 
эмбриоидов мы не наблюдали. 
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Момордика (Momordica charantia L., сем. Cucurbitaceae) — экономи-
чески значимая сельскохозяйственная культура, которую возделывают в 
тропических и субтропических странах Южной Америки, Азии и Африки 
(1, 2). В странах Азии момордику можно выращивать в течение всего года 
(3). Площадь, занимаемая этой культурой, составляет около 340 тыс. га, 
при этом большая часть производства сосредоточена в Китае и Индии (4). 
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Плоды момордики используют не только в кулинарии, но и в медицине 
при лечении различных болезней — диабета, подагры, рака (5, 6). Хими-
ческий анализ показал, что момордика содержит сапонины (момордисин, 
момордин), которые обладают антибактериальным, антигрибным, антиви-
русным, инсектицидным эффектом (7). 

B настоящее время около 80 % семян момордики, используемых в 
производстве, — гибридные (8). Однако ассортимент гибридов этой куль-
туры остается ограниченным из-за сложности и длительности селекцион-
ного процесса. Современная селекция F1 гибридов в основном зависит от 
наличия инбредных линий, при этом именно их создание отличается 
сложностью (9). Для получения инбредных линий традиционными мето-
дами селекции необходимо проводить самоопыления в течение 5-7 поко-
лений (10, 11). Для ускорения селекционного процесса можно применять 
технологии создания удвоенных гаплоидов (doubled haploid, DH) (12, 13). 
DH растения были получены более чем у 200 видов, эта технология широ-
ко применяется на капустных и зерновых культурах (14, 15). Одним из 
первых и популярных методов создания DH было культивирование пыль-
ников. Для получения удвоенных гаплоидов у ряда культур этот метод 
остается единственным. Успех технологии зависит от многих факторов, 
таких как генотип, стадия развития микроспор, состав питательной среды, 
использование регуляторов роста, физические условия культивирования, 
способность регенерации растений из каллуса (16). В связи с этим DH-
технологию необходимо оптимизировать для конкретной культуры и даже 
генотипа. Особенно это актуально для овощных культур (17). 

Ряд исследователей, проводивших работу по культивированию 
пыльников момордики, получили каллусы, однако не смогли добиться ре-
генерации из них растений (18-20). Y. Tang с соавт. (19) установили, что 
каллусы успешно образовывались после предобработки бутонов низкой 
положительной температурой 4 С в течение 48 ч на среде Мурасиге-Скуга 
(MS) с добавлением 3 % сахарозы, 0,5 мг/л 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиук-
сусная кислота) и 2,0 мг/л БАП (6-бензиламинопурин). Добавление 
витамина С и AgNO3 способствует снижению частоты некротизирующих 
каллусов (19). 

На сегодняшний день опубликовано очень небольшое количество 
работ, описывающих каллусообразование в культуре пыльников моморди-
ки, до сих пор нет однозначного мнения о действии ряда факторов.  

В представляемом исследовании мы показали, что размер бутонов, 
то есть стадия развития микроспор, достоверно (p  0,05) влияет на спо-
собность формирования каллусов момордики. При этом в одном пыльни-
ке могут содержаться микроспоры на разных стадиях развитий. Выявлено, 
что частота каллусообразования, морфология каллусов и время начала их 
формирования в культуре пыльников in vitro существенно зависят от со-
става и концентрации регуляторов роста в питательной среде. Кроме того, 
впервые исследована динамика каллусообразования в процессе культиро-
вания пыльников момордики. 

Целью работы было изучение влияния стадии развития микроспор 
и состава питательных среды на способность каллусообразования в куль-
туре пыльников in vitro. 

Методика. В качестве материала использовали растения F1 гибрида 
момордики Diago 26 (производитель семян «Công ty trách nhiệm hữu hạn 
LLC», Вьетнам). Растения выращивали в 2018 году в открытом грунте (уезд 
Дайлок, провинция Куангнам, Вьетнам) по общепринятой методике для 
получения товарных плодов. Бутоны отбирали в утренние часы (500-700) и 
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хранили в полиэтиленовых пакетах при 4 С в течение 1 сут для холодовой 
предобработки. 

Стадию развития микроспор контролировали микроскопированием 
с использованием красителя ацетокармина (21). Микроспоры с помощью 
препаровальных игл выделяли из бутонов в каплю глицерина на предмет-
ное стекло. Микрокапиллярной трубкой переносили микроспоры на новое 
предметное стекло с каплей 2 % раствора ацетокармина, накрывали по-
кровным стеклом и просматривали при увеличении ½400 (микроскоп Axio 
Imager.M2, «Carl Zeiss», Германия). Стадию развития определяли по числу 
ядер и их расположению в клетке (22). Чтобы оценить связь между разме-
ром бутонов и стадией развития микроспор, изучали бутоны размером от 
4,0 до 7,0 см с интервалом 0,1 см. В каждом размерном интервале отбирали 
по 450 микроспор из трех пыльников.  

Отобранный растительный материал вводили в культуру in vitro. 
Бутоны в течение 30 с промывали 70 % спиртом, затем дважды по 15 с 
стерильной дистиллированной воде, далее погружали в 5 % раствор гипо-
хлорита натрия (NaOCl) на 4 мин, после чего 5 раз по 15 с промывали в 
стерильной дистиллированной воде. С помощью пинцета извлекали пыль-
ники, стараясь удалять тычиночные нити. Пыльники помещали на твер-
дую питательную среду в пластиковые чашки Петри диаметром 6 см (по 8 
пыльников на чашку). Введенные в культуру пыльники инкубировали при 
температуре 25±2 С с фотопериодом 16 ч день/8 ч ночь.   

В опыте использовали три варианта питательных сред: МК1, MК2, 
МК3. Среды были составлены на основе базовой среды MS, содержащей 
3 % сахарозы и 0,7 % агара (pH 5,8) с добавлением регуляторов роста: 
1,0 мг/л 2,4-Д и 1,5 мг/л БАП для МК1; 1,5 мг/л 2,4-Д и 1,0 мг/л БАП 
для МК2; 31,5 мг/л НУК (1-нафталинуксусная кислота), 1,0 мг/л БАП и 
0,5 мг/л кинетина (К) для МК3. Питательные среды автоклавировали 
при 121 С, 1 атм. в течение 20 мин и разливали по чашкам Петри. 

Эффективность каллусообразования оценивали по соотношению 
числа образовавшихся каллусов и культивируемых пыльников, а также по 
окраске и плотности каллусов. Опыты проводили в 4 повторностях, коли-
чество пыльников в каждой повторности составляло 24 шт.  

Результаты обрабатывали статистически в программе IBM SPSS 
Statistics 22 («IBM Corporation», США). Определяли средние значения изу-
чаемых показателей (M), стандартные ошибки среднего (±SEM) и довери-
тельный интервал при 95 % доверительной вероятности (t0,05 ½ SEM). До-
стоверность различий между вариантами оценивали с использованием па-
раметрического критерия (t-критерий Стьюдента). Различия между вари-
антами считали статистически значимыми при p  0,05. Графики были 
построены в программе Microsoft Excel 2013. 

Результаты. Известно, что стадия развития микроспор — критиче-
ский фактор, который определяет успех технологии культуры пыльников 
(23). Каждая стадия соответствует определенному интервалу размеров буто-
нов (24), поэтому мы исследовали соотношения между размерами бутонов и 
стадиями развития микроспор у гибрида Diago 26, что служило основанием 
для отбора подходящих бутонов для дальнейшего культивирования.  

Как было показано, в одном пыльнике могли одновременно при-
сутствовать микроспоры на разных стадиях развития, начиная с ранней 
одноядерной и до двуядерной (рис. 1). Отобрать бутоны момордики с 
микроспорами, находящимися на одной стадии развития, не представля-
лось возможным. Кроме того, в зависимости от размера бутона соотноше-
ние количества микроспор, находящихся на разных стадиях развития, раз-
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личалось. В бутонах одного размера это соотношение было аналогичным. 
При этом одна стадия всегда численно преобладала (рис. 2). 

 

 
Рис. 1. Стадии развития микроспор F1 гибрида момордики (Momordica charantia L.) сорта 
Diago 26: а — ранняя одноядерная, б — средняя одноядерная, в — поздняя одноядерная, г — 
двуядерная. Масштабная линейка 10 мкм (микроскоп Axio Imager.M2, «Carl Zeiss», Герма-
ния, увеличение ½400). 

 

В результате цито-
логического анализа пре-
паратов пыльников было 
выявлено, что в бутонах 
длиной 4,0-4,5 мм одно-
временно присутствовали 
микроспоры на четырех 
стадиях развития. Преоб-
ладали ранние одноядер-
ные микроспоры, состав-
ляя 60,19±2,32 %, сред-
них одноядерных содер-
жалось 24,08±0,98 %, доля 
поздних одноядерных рав-
нялась 14,99±1,8 %, дву-
ядерных — 0,74±0,74 %. В 
бутонах длиной 4,6-5,0 мм 

также были обнаружены четыре стадии развития микроспор с преоблада-
нием средних одноядерных (71,98±0,42 %). Следовательно, хотя и невоз-
можно выделить пыльники с одной стадией развития микроспор, можно 
отобрать бутоны, в пыльниках которых оптимальная стадия преобладает. В 
пыльниках бутонов размером 5,1-6,0 мм мы обнаружили микроспоры 
только двух стадий развития (поздняя одноядерная и двуядерная) при 
большей доле поздние одноядерные микроспоры (82,64±0,59 %). В бутонах 
размером 6,1-6,5 мм содержалось 65,54±4,26 % двуядерных микроспор, 
размером 6,6-7,0 мм — 88,71±2,54 %. 

Полученные в настоящей работе результаты отличаются от ранее 
опубликованных данных. Y. Tang с соавт. (18) установили, что один ин-
тервал размера бутонов соответствует только одной стадии развития мик-
роспор: бутоны длиной 3,0-4,0 мм содержали ранние одноядерные микро-
споры, в бутонах 4,0-5,0 мм находились поздние одноядерные микроспо-
ры, в бутонах размером > 5,0 мм — двуядерные микроспоры. Это отличие 
может быть обусловлено тем, что связь между размером бутонов и стадией 
развития микроспор зависит от генотипа. Такое заключение было сделано 
и для ряда других культур (25). Следовательно, для достижения лучшего 
результата в культуре пыльников необходимо определять связь между раз-
мером бутонов и стадией развития микроспор для каждого генотипа. 

Для изучения влияния стадии развития микроспор на эффектив-
ность каллусогенеза мы вводили в культуру пыльники бутонов двух следу-
ющих размеров: 4,0-5,0 мм, содержащие ранние одноядерные и средние 

 
Рис. 2. Доля микроспор F1 гибрида момордики (Momordica 
charantia L.) Diago 26 на ранней одноядерной (а), средней 
одноядерной (б), поздней одноядерной (в) и двуядерной (г) 
стадиях развития в бутонах разного размера: 1 — 4,0-4,5 мм, 
2 — 4,6-5,0 мм, 3 — 5,1-6,0 мм, 4 — 6,0-6,5 мм, 5 — 6,6-
7,0 мм.  
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одноядерные микроспоры; 5,1-6,5 мм, содержащие поздние одноядерные 
и двуядерные микроспоры. Две группы пыльников культивировали на трех 
вариантах питательных сред МК1, МК2, МК3, различающихся концентра-
цией и составом регуляторов роста. Добавление регуляторов роста и раз-
мер бутонов достоверно (p  0,05) влияли на эффективность каллусогенеза 
в культуре пыльников момордики, при этом отсутствовало взаимодействие 
между двумя этими факторами. Полученный результат согласуется с дан-
ными публикаций, описывающих культивирование пыльников момордики 
и других культур (18, 26, 27). Введение в культуру материала, представлен-
ного ранними и средними одноядерными микроспорами, приводило к бо-
лее высокой частоте образования каллусов. Средняя частота каллусогенеза 
при использовании бутонов длиной 4,0-5,0 мм составила 79,17±4,57 %, 
5,1-6,5 мм — 68,23±4,00 %. 

Наиболее эффективным оказалось использование питательной сре-
ды МК1 и бутонов размером 4,0-5,0 мм (табл.). В этом варианте частота 
эмбриогенеза составила 93,75±2,55 %. Она была выше, чем лучший ре-
зультат (80,55 %), представленный в публикации Y. Tang с соавт. (19), 
которые культивировали пыльники на среде MS с добавлением 0,5 мг/л 
2,4-D и 2,0 мг/л БАП. Также выявлено существенное влияние на частоту 
формирования каллуса состава питательных сред МК1 и МК2, МК2 и 
МК3, независимо от размера бутонов. Однако между МК1 и МК3 досто-
верных различий не установлено. Самую низкую частоту образования кал-
луса наблюдали на среде МК2 — 51,56±3,93 %. 

Каллусообразование в культуре пыльников момордики (Momordica charantia L.) 
F1 гибрида Diago 26 в зависимости от размера бутонов и состава питательной 
среды (M±SEM) 

Среда 
Концентрация регуляторов  
роста, мг/л 

Образование каллусов Морфология  
каллусов 

2,4-Д БАП К НУК частота, % время начала 
Р а з м е р  б у т о н о в  4,0-5,0мм 

МК1 1,0 1,5 – – 93,75±2,55a 1-я нед Желтый цвет, очень 
плотные 

МК2 1,5 1,0 – – 60,94±5,33be 1-я нед Зеленый цвет, очень 
плотные 

МК3 - 0,5 1,0 1,5 82,81±2,99af 1-я нед Зелено-желтый цвет, 
средней плотности 

Р а з м е р  б у т о н о в  5,1-6,5 мм 
МК1 1,0 1,5 – – 73,44±2,99cbf 2-я нед Желтый цвет, очень 

плотные 
МК2 1,5 1,0 – – 51,56±3,93de 2-я нед Зеленый цвет, очень 

плотные 
МК3 – 0,5 1,0 1,5 79,69±2,99af 2-я нед Зелено-желтый цвет, 

средней плотности 
П р и м е ч а н и е. Описание сред см. в разделе «Методика». 2,4-Д — 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота, 
БАП — 6-бензиламинопурин, К — кинетин, НУК — 1-нафталинуксусная кислота. Значения, отмеченные 
одинаковыми строчными буквами, не имеют статистически значимого различия при p  0,05. 

 

Следовательно, у гибрида момордики Diago 26 каллус может фор-
мироваться из пыльников, содержащих микроспоры на разных стадиях 
развития. При этом наиболее подходят для культуры ранняя и поздняя 
одноядерные стадии, хотя для DH-технологии капустных культур опти-
мальными считаются поздние одноядерные и ранние двуядерные микро-
споры (28), а для огурца подходящими были средние и поздние одноядер-
ные микроспоры (29, 30). Как показали в своем исследовании Y. Tang с 
соавт. (18), при использовании пыльников, содержащих микроспоры на 
поздней одноядерной стадии, каллус момордики образуется с большей 
частотой, чем при культивировании материала на стадии тетрад и ранней 
одноядерной. В настоящей работе мы не выявили влияния взаимодей-
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ствия факторов размера бутона и состава питательной среды на частоту 
формирования каллусов.  

Время начала каллусообразования различалось в зависимости от 
преобладающей стадии развития микроспор. При использовании бутонов 
меньшего размера формирование каллуса отмечали уже в 1-ю нед куль-
тивирования. При культивировании пыльников из более крупных буто-
нов каллус формировался только на 2-й нед. Это важно учитывать при 
определении времени пересадки образовавшихся каллусов на свежие пи-
тательные среды для субкультивирования или регенерации, поскольку 
каллусы могут иметь разные размеры при культивировании на питатель-
ной среде одного состава. 

Динамика формирования каллусов также различалась по неделям. 
На среде МК1 максимальное количество каллусов формировалось на 2-й 
и 3-й нед культивирования, данные различались при использовании пыль-
ников бутонов разных размеров (рис. 3). На средах МК2 и МК3 наиболее 
высокую частоту формирования каллусов наблюдали на 2-й нед. Каллусы 
на изученных средах формировались неодновременно, что приводило к 
различиям в их размерах каллусов даже в одном пассаже одного бутона. 
Это может затруднять процесс регенерации у момордики. 

 

 

Рис. 3. Динамика формирова-
ния каллусов F1 гибрида мо-
мордики (Momordica charan-
tia L.) Diago 26 при использо-
вании микроспор из бутонов 
размером 4,0-5,0 мм (А) и 5,1-
6,5 мм (Б) на питательных сре-
дах МК1 (а), МК2 (б) и МК3 
(в) в зависимости от времени 
культивирования. Описание 
сред см. в разделе «Методика». 

 

Отмечались различия в морфологии каллусов, полученных на 
питательных средах с добавлением разных регуляторов роста через 4 нед 
после инокуляции. Каллусы, сформировавшиеся на питательной среде 
МК1, имели желтый цвет, очень плотную консистенцию, на МК2 — зеле-
ный цвет и тоже очень плотную консистенцию, на МК3 — зелено-желтый 
цвет, консистенцию средней плотности (рис. 4). При этом мы не обнару-
жили влияния стадии развития микроспор на морфологию каллусов. 

 

 
Рис. 4. Морфология каллусов F1 гибрида момордики (Momordica charantia L.) Diago 26 на пита-
тельных средах МК1 (а), МК2 (б), МК3 (в) после 4 нед культивирования. Описание сред см. в 
разделе «Методика» (микроскоп Axio Imager.M2, «Carl Zeiss», Германия, увеличение ½40). 

 

В раннее опубликованных работах исследователи не анализировали 
время начала и динамику формирования каллусов. Есть сообщения только 
об общем времени их образования. Однако сроки формирования каллусов, 
обладающих способностью к регенирации, могут варировать в зависи-
мости от генотипа и состава питательной среды. Например, у огурца жел-
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то-полупрозрачный эмбриогенный каллус образуется через 6 нед после 
индукции на питательной среде (12, 31). Для банана этот срок может 
продлиться до 4 мес (32). 

Несмотря на высокую частоту каллусообразования на всех трех 
изученных питательных средах, ни одного эмбриоида мы не получили. 
Если каллусы культивировали на питательных средах дольше 4 нед, то они 
постепено некротизировались. Аналогичный результат получили Y. Tang c 
соавт. (20). Возможно, в клетках каллуса момордики накапливаются вто-
ричные метаболиты, которые препятствуют образованию эмбриоидов и 
органогенезу. При сравнении соотношения концентрации эндогенных ре-
гуляторов роста (гибберелловая кисота GA3, зеатин, индол-3-уксуснвя 
кислота IAA, абсцизовая кислота ABA) в каллусах Y. Tang с соавт. (20) 
установили, что концентрация зеатина выше в каллусах, сформировав-
шихся из тканей стебля, чем из пыльников. При этом регенерация побе-
гов наблюдалась только у каллусов, полученных из тканей стебля. Кроме 
того, у каллусов, способных к регенерации, были ниже значения соотно-
шений IAA/зеатин и GA3/зеатин (20). 

Таким образом, выявлено существенное влияние концентрации и 
типа регуляторов роста на скорость и частоту формирования каллусов, а 
также их морфологию в культуре пыльников момордики (Momordica char-
antia) F1 гибрида Diago 26. Установлено, что в одном пыльнике могут со-
держаться микроспоры на разных стадиях развития. Также выявлено су-
щественное различие по способности к каллусогенезу между пыльниками 
с ранними средними одноядерными и поздними одноядерными двуядер-
ными микроспорами. Для получения наибольшей частоты формирования 
каллуса, составившей 93,75 %, необходимо культивировать пыльники из 
бутонов длиной 4,0-5,0 мм на среде MS, содержащей 3 % сахарозы и 0,7 % 
агара с добавлением 1,0 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты и 
1,5 мг/л 6-бензиламинопурин.  
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A b s t r a c t  
 

Anther culture is one of the powerful techniques to pure line production for the short time. 
This method can be applied to accelerate the breeding process of F1 hybrids of bitter melon (Momor-
dica charantia L., family Cucurbitaceae), which is an important commercial crop in tropical and 
subtropical countries of South America, Asia and Africa. Although, there are several factors affecting 
the success of this method, the effective protocol of bitter melon anther culture has not been devel-
oped at present. The results of this study showed that the microspore developmental stage has a sig-
nificant (p  0.05) effect on speed and rate of callus formation. It was revealed that the frequency 
and the rate of callus formation and the morphology of callus substantially depend on the composi-
tion and concentration of growth regulators in the nutrient medium. In addition, the dynamics of 
callus formation in bitter melon anther culture was first studied. The main objective of the work was 
to study the influence of the microspore developmental stage and the composition of nutrient medi-
um on the ability of callus formation in bitter melon anther culture in vitro. Plants of the F1 hybrid 
bitter melon Diago 26 were grown in field in Dailoc district, Quangnam province (Vietnam) in 2018 
according to the standard technique for obtaining commercial fruits. The buds harvested at 5-7 am 
were stored in plastic bags in dark condition at 4 С for 1 day. Before culturing of anther, flower 
buds were surfaced sterilized using 70 % ethanol and 5 % sodium hypochlorite (NaOCl). Anther 
removed from flower buds were inoculated in the induction medium in the horizontal laminar air 
flow; then incubated at 25±2 С and a photoperiod of 16 h light/8 h dark for 4 weeks. Three variants 
of the Murashige-Skoog (MS) nutrient mediums were used, differing in composition and concentra-
tion of growth regulators: MK1 with the addition of 1.0 mg/l 2.4-D and 1.5 mg/l BAP; MK2 — 1.5 
mg/l 2,4-D and 1.0 mg/l BAP; MK3 — 1.5 mg/l NAA, 1.0 mg/l BAP and 0.5 mg/l kinetin. The 
completely randomized design with statistical analysis using the software IBM SPSS Statistics Base 
22 and Microsoft Excel 2013 were carried out. The cytological analysis result showed that each an-
ther contained microspores with different development stages. Therefore, it is impossible to separate 
microspores at the unique developmental stage being suitable for anther culture; however, there is 
always a predominant stage. In this study, buds were divided into two main groups. The first group 
consisted of buds with the size of 4.0-5.0 mm with early and mid uninucleate microspores. The sec-
ond group included buds with the size of 5.1-6.5 mm with late uninucleate and binucleate micro-
spore. After inoculation, the beginning of calli formation was observed within the first week for an-
ther of the buds with the size of 4.0-5.0 mm and within the second week for the buds with the size 
of 5.1-6.5 mm. The highest frequency of callus formation (93.75±2.55 %) was observed on MS me-
dium supplemented with 1.0 mg/l of 2,4-D and 1.5 mg/l of BAP (MK1). Most calli were formed 
during the second and third week after cultivation. Also, there was the significant difference about 
the morphology of the calli obtained on three nutrient medium. Calli on medium MK1 were yellow, 
strongly dense and calli on MS medium with the addition of 1.5 mg/l of 2,4-D and 1,0 mg/l of BAP 
(MK2) being green, strongly dense. Green-yellow, dense calli were obtained on medium supple-
mented with 1.5 mg/l NAA and 1.0 mg/l BAP and 0.5 mg/l Kinetin (MK3). However, the effect of 
the developmental stage of microspores on the morphology of calli was not revealed. Despite receiv-
ing a large number of calli, the formation of embryoids was not observed. 
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