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В селекционных программах зерновых культур обычно используется сочетание методов 
классической селекции: подбор родительских пар, широкомасштабные скрещивания и гаплоидная 
технология (культура пыльников и изолированных микроспор), которая позволяет получать гомо-
зиготные линии из гибридов F1. Для селекции пшеницы и тритикале широко применяются мето-
ды андрогенеза (культура пыльников и изолированных микроспор). В настоящее время основная 
проблема андрогенеза тритикале заключается в низкой эффективности получения зеленых расте-
ний. В наших экспериментах по культуре пыльников тритикале впервые использован цитокинин 
зеатин как экзогенный фитогормон индукционной среды. Установлена его оптимальная концен-
трация, улучшен процесс формирования эмбриоидов и регенерация зеленых растений. Целью 
выполненного исследования было улучшение технологии культуры пыльников тритикале и изуче-
ние эффекта от добавления цитокинина зеатина в питательную среду для индукции эмбриогенеза 
и регенерации зеленых растений. В экспериментах были использованы линии ярового тритикале 
(ЯТХ-327-11 и Зернокормовое 5 — двуручка) и две линии озимого тритикале (Т-968 и Т-45). 
Донорные растения для гаплоидной технологии выращивали в условиях научного полевого стаци-
онара (орошаемый) ТОО Казахский НИИ земледелия и растениеводства (Казахстан, Алматин-
ская обл.). На срезанные колосья воздействовали низкими температурами (4 С в течение 14 сут), 
после изоляции пыльников их подвергли высокотемпературной обработке (при 32 С в течение 3 
сут). Стерилизацию колосьев проводили 0,1 % раствором дихлорида ртути. В качестве базовой 
питательной среды для индукции эмбриогенеза использовали модифицированную среду mW14. 
Сравнили пять вариантов с различными концентрациями зеатина («Sigma-Aldrich», Индия) в 
питательной среде (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 и 1,0 мг/л), контролем служила среда без добавления зеа-
тина. Пыльники выделяли из колоса в асептических условиях и помещали в пластиковые чашки 
Петри (100 пыльников на одну чашку с 6 мл жидкой питательной среды для индукции эмбриоге-
неза). В каждом варианте использовали 500 пыльников. Пыльники инкубировали в темноте при 
32 С в течение первых 3 сут, затем в термостате с температурой 25-28 C до появления ново-
образований. Андрогенные структуры (АС), достигшие в длину 2,0-2,5 мм, пересаживали на 
питательную среду для регенерации.  Их инкубировали при 16-часовом фотопериоде, освеще-
нии 10 тыс. лк и температуре 24-26 С. Адаптацию растений-регенерантов к почве осуществляли 
в климатической камере KBWF 720 («Binder GmbH», Германия). Для растений-регенерантов 
озимого тритикале проводили яровизацию в холодильной камере в течение 6 нед при 3-4 С и 
непрерывном освещении. Введение в питательную среду зеатина в концентрациях 0,2-0,8 мг/л 
приводило к увеличению формирования АС на 42,3-65,2 %. Наибольшее влияние на выход ан-
дрогенных структур зафиксировано при добавлении 0,4 мг/л зеатина: образовалось в среднем 112 
АС/100 пыльников при значении в контрольном варианте 67,8 АС/100 пыльников. В питательной 
среде для индукции эмбриогенеза, где концентрация зеатина составляла 0,4-0,6 мг/л наблюда-
лось формирование большего количества эмбриоидов (на 16,9-24,1 % по сравнению с контролем, 
p  0,0001), имеющих биполярную структуру и дающих при регенерации побег и корни, что пока-
зывает положительное влияние зеатина на дифференцировку и органогенез делящихся клеток 
микроспор. Зафиксировано достоверное увеличение формирования зеленых растений во всех вари-
антах опыта по сравнению с контролем. Самую высокую частоту регенерации зеленых расте-
ний (6,3 шт/100 пыльников) отмечали у эмбриодов, которые были пересажены с питательной 
среды, содержащей зеатин в концентрации 0,6 мг/л. Добавление зеатина и влияние генотипа 
оказались статистически значимыми факторами при образовании андрогенных структур и регене-
рации. Эффективность спонтанного удвоения набора хромосом у тритикале составила 26,5 %, 
что позволило без болезненного этапа колхицинирования получить 97 дигаплоидных линий из 
перспективных линий тритикале. 

 

Ключевые слова: тритикале, культура пыльников, зеатин, эмбриоид, регенерация, аль-
биносные растения, зеленые растения, спонтанное удвоение. 
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Тритикале ( Triticosecale Wittmack) — вид, созданный посредством  
скрещивания пшеницы (Triticum spp.) и ржи (Secale cereale L.). Сочетание 
аллелей обоих предшественников позволяет растениям адаптироваться к 
среде, которая менее благоприятна для пшеницы, но обеспечивает лучший 
выход биомассы и качество корма. Тритикале обладает значительным по-
тенциалом для производства зерна и кормов, хотя исследования по улуч-
шению урожайности этого вида отстают от аналогичных работ по другим 
зерновым культурам. Он также приобретает популярность как покровная 
культура для улучшения состояния почвы и уменьшения вымывания пита-
тельных веществ. Тритикале, как и рожь, подходит и для линейных, и для 
гибридных методов селекции. Достижения в области молекулярной биоло-
гии и богатство генетических ресурсов пшеницы и ржи могут быть ис-
пользованы для улучшения тритикале (1). 

Площадь под зерновыми колосовыми культурами в Казахстане со-
ставила в 2018 году 14209,3 тыс. га (2). Для Казахстана актуально возделы-
вание яровых и озимых форм тритикале, но соответствующие селекцион-
ные программы только развиваются. В селекции зерновых культур обычно 
используется сочетание методов классической селекции: подбор родитель-
ских пар, широкомасштабные скрещивания и гаплоидная технология (куль-
тура пыльников и изолированных микроспор), которая позволяет получать 
гомозиготные линии из гибридов F1. Эффективность основных методов 
культуры пыльников и изолированных микроспор тритикале зависит от 
таких факторов, как генотип, условия выращивания, время сбора донор-
ных растений, использование предварительной обработки (холод, тепло, 
углеводное голодание), состав питательной среды для индукции эмбриоге-
неза и регенерации растений. Большинство успехов в изучении культуры 
пыльников тритикале было достигнуто благодаря развитию гаплоидной 
технологии у пшеницы (3).  

В настоящее время достаточно высокие показатели получены при 
использовании двух методов андрогенеза (4-7). Культура изолированных 
микроспор эффективнее по сравнению с культурой пыльников, однако 
этот метод более трудоемкий, требующий тонких манипуляций при разде-
лении микроспор в градиенте плотности, что может вызвать затруднения 
при работе с большим количеством гибридных комбинаций. 

Регуляторы роста — один из важных факторов в андрогенезе. Ин-
дукцией эмбриогенеза можно манипулировать, используя различные типы 
и концентрации экзогенных фитогормонов, а также сроки их присутствия 
в питательной среде (8). В культуру пыльников и изолированных микро-
спор зерновых культур ауксины вводят для инициации деления микроспор. 
Добавление 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) позволило достиг-
нуть высоких результатов при получении андрогенных структур и зеленых 
растений (9). Применение ауксина 2,4-Д описано во многих успешных про-
токолах (4, 10, 11). В качестве регуляторов роста, действующих в комби-
нации с акусином, чаще всего используют 6-бензиламинопурин (БАП) и 
кинетин (12-14). Однако в некоторых работах, где применялся зеатин, бы-
ли достигнуты достаточно высокие результаты по частоте образования эм-
бриоидов (53-68 %) и формированию зеленых растений (20-22 шт/100 
пыльников) (15, 16).  

Зеатин — растительный гормон класса цитокининов, выделенный 
из незрелых зерновок кукурузы. В культуральных средах для растений это 
широко используемая альтернатива кинетину, 6-бензиламинопурину или 
изопентенил-аденозину (17). Зеатин участвует в дифференцировки каллу-
сной ткани in vitro и органогенезе (18-21), успешно применяется для экс-
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периментального андрогенеза перца и баклажана (22, 23). 
Несмотря на эффективные протоколы и постоянную оптимизацию 

питательных сред, условий культивирования и предобработки, учет других 
факторов, увеличивающих выход дигаплоидных линий, проблемой остает-
ся воспроизводимость результатов, низкий выход зеленых растений и за-
висимость результата от генотипа. Для широкомасштабного использова-
ния и производства удвоенных гаплоидов тритикале необходима оптими-
зация уже существующих отработанных протоколов. 

В наших экспериментах по культуре пыльников тритикале впервые 
использован цитокинин зеатин как экзогенный фитогормон индукцион-
ной среды. Установлена его оптимальная концентрация, улучшен процесс 
формирования эмбриоидов и регенерация зеленых растений.  

Целью настоящего исследования было улучшение эффективности 
технологии культуры пыльников тритикале и изучение эффекта от добав-
ления цитокинина зеатина в питательную среду для индукции эмбриоге-
неза и регенерации зеленых растений. 

Методика. В эксперименте использовали тритикале яровых (ЯТХ-
327-11 и Зернокормовое 5) и озимых (Т-968 и Т-45) сортов и линий, от-
зывчивых на индукцию эмбриогенеза и регенерации в культуре пыльников 
(24, 25). 

Донорные растения для гаплоидной технологии выращивали в 2017 
году (орошаемый полевой стационар, ТОО Казахский НИИ земледелия и 
растениеводства — ТОО «КазНИИЗиР», Республика Казахстан, Алматин-
ская обл., Карасайский р-н). Незрелые соцветия отбирали с донорных рас-
тений в фазу флагового листа, не вышедшего из листового влагалища, с 
микроспорами, находящимися на средней и поздней одноядерной стадиях 
развития. Стадию развития микроспор оценивали по общепринятой мето-
дике (световая микроскопия временных давленых препаратов) (26). 

Все срезанные донорные растения выдерживали в холодильной 
установке при температуре 4 С в течение 14 сут (27). Колосья, прошед-
шие холодовую обработку, стерилизовали 0,1 % раствором дихлорида рту-
ти (сулема) в течение 6 мин на шейкере, а затем трижды по 3 мин промы-
вали стерильной дистиллированной водой.  

В качестве базовой среды для индукции эмбриогенеза при изуче-
нии влияния фитогормона зеатина использовали модифицированную сре-
ду mW14 (28) с добавлением 90 г/л мальтозы («TM Media», Индия), 1000 
мг глутамина-L («AppliChem GmbH », Германия) (12), 2 мг/л синтетиче-
ского ауксина 2,4-Д («Aldrich Chemistry», США), 50 г/л фиколла 400 
(«Sigma Life Science», Швеция). Для снятия ингибирования эмбриогенеза 
фенольными соединениями, выделяемыми из отмирающих пыльников, в 
питательную среду добавляли аскорбиновую кислоту (4 мг/л) (24). Вариан-
ты опыта различались по концентрации зеатина («Sigma-Aldrich», Индия) 
в питательной среде (I, II, III, IV, V — соответственно 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 и 
1,0 мг/л), контролем служила среда без добавления зеатина. 

Пыльники выделяли из колоса в асептических условиях и помеща-
ли в пластиковые чашки Петри диаметром 60 мм (100 пыльников на одну 
чашку с 6 мл жидкой питательной среды для индукции эмбриогенеза) (29). 
В каждом варианте использовали по 500 пыльников. В питательную среду 
добавляли антибиотик (цефатоксим) в концентрации 200 мг/л для предот-
вращения контаминации. Пыльники инкубировали в темноте при 32 С в 
течение первых 3 сут, а затем переносили в термостат с температурой 25-
28 C до появления новообразований.  

В процессе выделения и после переноса в культуральную среду за 
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состоянием микроспор наблюдали на микроскопе серии МТ4000 («Meiji 
Techno», Япония; увеличение ½40-½1000). 

Андрогенные структуры (АС), достигшие размера 2,0-2,5 мм, пере-
саживали на питательную среду для регенерации в чашки Петри диамет-
ром 90 мм (20-30 андрогенных структур на чашку). Более мелкие АС 
оставляли в среде для дальнейшего роста. После каждого такого переноса 
в среду добавляли 1 мл свежей аналогичной среды.  

Материал, пересаженный на питательную среду для регенерации 
растений, инкубировали при 16-часовом фотопериоде, освещении 10 тыс. 
лк и температуре 24-26 С. Для регенерации использовали готовую смесь 
компонентов питательной среды Мурасиге и Скуга (МС) («Sigma Life Sci-
ence», США) с добавлением 2 мг/л зеатина («Sigma-Aldrich», Индия), 30 г/л 
сахарозы («AppliChem GmbH», Германия) и 6 г/л агара («B&V srl», Ита-
лия). Для корнеобразования применяли готовую смесь компонентов пита-
тельной среды МС с добавлением 0,5 г/л гидролизата казеина («Fluka Ana-
lytical», США), 20 г/л сахарозы, 2 мг/л индолилмасляной кислоты-3 (ИМК) 
(«Sigma Life Science», Китай), 6 г/л агара. 

Плоидность полученных растений определяли на анализаторе Cy 
Flow Ploidy Analyser («Sysmex Partek GmbH», Германия). Пробы для анали-
за подготавливали c использованием набора CyStain® UV Precise P («Sys-
mex Partek GmbH», Германия). 

Адаптацию растений-регенерантов к почве проводили в климати-
ческой камере KBWF 720 («Binder GmbH», Германия), где поддерживалась 
температура 23-24 С, освещенность 8-10 тыс. лк и влажности 80 %. В те-
чение первых 2 нед (период адаптации) растения-регенеранты опрыскива-
ли раствором фитогормонов (кинетин — 0,5 мг/л, гибберелловая кислота — 
2 мг/л, никотинамид — 3 мг/л). Растения-регенеранты озимых линий три-
тикале подвергали яровизации в холодильной камере в течение 6 нед при 
3-4 С и непрерывном освещении. 

Статистическую обработку выполняли на языке программирования 
R с открытым исходным кодом — R version 3.2.3 (2015-12-10) (Wooden 
Christmas-Tree) (https://www.r-project.org/alt-home/). Рассчитывали средние 
(M) и стандартные отклонения (±SD). Выполняли стандартные парамет-
рические тесты с использованием встроенных библиотек и дополнитель-
ных пакетов (dplyr, gglot, pisch и др.): регрессионный анализ, определение 
статистической достоверности (Analysis of Variance, ANOVA) и попарное 
сравнение средних значений по критерию Тьюки.  

Результаты. Наблюдения за развитием микроспор и образованием 
андрогенных структур вели в течение всего периода культивирования 
пыльников. Выход микроспор из пыльцевого мешка в жидкую питатель-
ную среду происходил очень быстро и составил 70-80 %. Появление пер-
вых андрогенных структур отмечали через 18-25 сут с начала культивиро-
вания в зависимости от генотипа тритикале. Большая часть андрогенных 
структур формировалась из отдельных микроспор при прямом эмбриоге-
незе и обладала всеми структурами, типичными для нормального эмбрио-
на. У генотипа ЯТХ-327-11 зафиксировали образование АС уже в середине 
3-й нед культивирования во всех вариантах опыта. У трех других образцов 
видимые АС начали появляться на 4-й нед культивирования.  

В контроле образовывалось в среднем 67,8 АС на 100 пыльников 
по всем образцам, в опыте — 96,5-112 АС на 100 пыльников (табл. 1). 
Наибольший выход андрогенных структур наблюдали во II варианте опыта 
(концентрация зеатина 0,4 мг/л), где образовалось в среднем 112 АС на 
100 пыльников. На некоторых чашках Петри формировалось до 300 АС. 
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Полученные результаты оказались на порядок выше значений, которые 
были получены в культуре пыльников другими авторами, — более 50 эм-
бриоподобных структур на 100 пыльников на средах CHB-3 и NPB99 (30), 
5,8-20,7  эмбриоподобных структур на 100 пыльников на средах 190-PAA и 
190-D/K (13) и 47,2-55,5 эмбриоподобных структур на 100 пыльников на 
среде mW14 (4). Однако отметим, что в некоторых исследованиях с ис-
пользованием культуры изолированных микроспор у отзывчивых модель-
ных генотипов наблюдалась достаточно высокая степень формирования 
андрогенных структур — до 500 эмбриоподобных структур на 100 пыльни-
ков (4, 7). 

1. Результаты эмбриогенеза и регенерации растений у яровых и озимых линий 
тритикале ( Triticosecale Wittmack) при добавлении в индукционную среду 
разных концентраций зеатина (M±SD) 

Генотип 
Вариант опыта 

контроль I II III IV V 
О б р а з о в а н и е  а н д р о г е н н ы х  с т р у к т у р, шт/100 пыльников 

Яровые линии: 
ЯТХ-327-11 74,0±15,2 143,0±8,4 160,0±15,8 122,0±41,4 126,0±25,1 76,0±35,0 
Зернокормовое 5 (сорт) 50,0±15,8 55,0±12,2 60,0±15,8 56,0±23,0 54,0±18,2 46,0±20,7 

Озимые линии: 
Т-968 64,0±16,7 93,0±8,3 98,0±11,4 98,0±19,2 100,0±11,4 110,0±29,1 
Т-45 83,0±12,0 108,0±14,8 130,0±15,8 110,0±23,8 110,0±16,4 84,0±35,1 

M±SD   67,8±12,2 99,8±31,5 112,0±37,6 96,5±24,8 97,5±26,7 79,0±22,8 
Р е г е н е р а ц и я  з е л е н ы х  р а с т е н и й, шт/100 пыльников 

Яровые линии: 
ЯТХ-327-11 1,4±1,4 2,2±0,8 2,6±1,9 3,6±2,1 2,4±1,3 2,8±1,1 
Зернокормовое 5 (сорт) 2,2±0,8 4,4±1,5 7,0±1,6 7,8±2,2 7,4±1,5 8,6±2,9 

Озимые линии: 
Т-968 2,2±0,8 4,0±0,7 5,4±1,1 7,0±1,0 4,4±7,7 5,8±2,1 
Т-45 2,6±1,1 4,2±1,4 6,4±2,1 6,8±0,4 5,0±2,3 5,8±2,1 

M±SD   2,1±0,4 3,7±0,9 5,4±1,7 6,3±1,6 4,8±1,7 5,7±2,1 
Р е г е н е р а ц и я  а л ь б и н о с н ы х  р а с т е н и й, шт/100 пыльников 

Яровые линии: 
ЯТХ-327-11 33,4±13,0 50,2±7,5 25,8±14,1 18,6±6,1 33,4±4,7 28,8±8,3 
Зернокормовое 5 (сорт) 34,6±7,5 26,8±2,9 23,6±4,0 28,2±4,9 24,4±3,7 21,0±3,8 

Озимые линии: 
Т-968 34,2±4,0 26,7±2,9 22,3±4,0 29,0±6,5 23,8±7,4 20,4±5,0 
Т-45 31,6±7,7 26,9±2,9 32,2±13,9 26,0±8,1 21,0±5,6 19,4±4,8 

M±SD 33,4±1,2 32,6±10,1 25,9±3,80 25,4±4,1 25,6±4,7 22,4±3,7 
П р и м е ч а н и е. Описание вариантов см. в разделе «Методика». 

 

Для выявления зависимости эмбриогенеза от генотипа и добавле-
ния фитогормона зеатина был проведен дисперсионный анализ (табл. 2). 
Зеатин и генотип оказались статистически значимыми факторами при об-
разовании андрогенных структур и регенерации.  

 

2. Статистический анализ (ANOVA) влияния генотипа и присутствия зеатина в 
индукционной среде на эмбриогенез и регенерацию растений у изученных 
яровых и озимых линий тритикале ( Triticosecale Wittmack) 

Фактор df MS F-value P-value 
О б р а з о в а н и е  а н д р о г е н н ы х  с т р у к т у р  

Генотип 3 22328,0 39,2 < 2,2e  16** 
Зеатин 5 4885,7 8,6 6,766e  07** 
Остатки регрессии (Residuals)  111 570,0   

Р е г е н е р а ц и я  з е л е н ы х  р а с т е н и й   
Генотип 3 73,8 26,6 4,87e  13** 
Зеатин 5 47,4 17,1 1,70e  12** 
Остатки регрессии (Residuals) 111 2,78   

Р е г е н е р а ц и я  а л ь б и н о с н ы х  р а с т е н и й   
Генотип 3 219,1 3,2 0,027067* 
Зеатин 5 387,5 5,6 0,000119** 
Остатки регрессии (Residuals) 111 69,0   
П р и м е ч а н и е. df — число степеней свободы, MS — средний квадрат, F-value — критерий Фишера,  
P-value — значимость.  
 * и  ** Влияние статистически значимо соответственно при p  0,01 и  p  0,0001. 
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После обнаружения существенной разницы между группами в це-
лом мы применили регрессионный анализ для установления количествен-
ной взаимосвязи между показателями и факторами (зеатин, генотип). Для 
образования андрогенных структур наиболее высокий коэффициент -ре-
грессии — 43,3 отмечали во II варианте с концентрацией зеатина 0,4 мг/л 
(табл. 3). Генотипы показали неодинаковую отзывчивость на андрогенную 
технологию (см. табл. 3): наибольшие регрессионные -коэффициенты бы-
ли характерны для ЯТХ-327-11 и Т-45 — соответственно 63,3 и 50,0. 

 

Применение кри-
терия Тьюки для попар-
ного сравнения средне-
го числа образовавших-
ся андрогенных струк-
тур при разных концен-
трациях зеатина и в кон-
трольном варианте по-
казало наличие статисти-
чески значимой разницы 
(рadj < 0,01) для концен-
траций 0,2-0,8 мг/л. Наи-
большую разность меж-
ду групповыми средни-
ми отмечали между кон-
тролем и II вариантом — 
43,2 (результаты статис-
тической обработки по 
критерию Тьюки). В це-

лом полученные результаты согласуются с визуальной оценкой различий, 
которая представлена на диаграмме размахов (рис. 1). 

Андрогенные структуры, достигшие размера 2,0-2,5 мм, пересажи-
вали на питательную среду для регенерации (рис. 2, Г). Регенерация рас-
тений происходила в течение 3-14 сут после пассажа. У генотипов ЯТХ-
327-11 и Т-968 регенерацию растений частично наблюдали в среде для ин-
дукции эмбриогенеза в темноте. Из андрогенных структур, пересаженных 
в контрольном варианте, регенерировало в среднем по разным генотипам 
2,1 зеленых растений на 100 пыльников. Наибольшую частоту регенерации 
зеленых растений (6,3 шт/100 пыльников) отмечали в III варианте. Мак-

3. Регрессионный анализ влияния генотипа и присутствия зеатина в индукци-
онной среде на эмбриогенез и регенерацию зеленых растений у изученных 
яровых и озимых линий тритикале ( Triticosecale Wittmack) 

Параметр 
-Коэффициент множественной регрессии 

образование андрогенных структур регенерация зеленых растений 
К о н ц е н т р а ц и я  з е а т и н а , мг/л 

0,0 (Intercept) 29,4*** 3,6*** 
0,2 32,0*** 1,6** 
0,4 43,3*** 3,2*** 
0,6 28,3** 4,2*** 
0,8 29,5** 2,7*** 
1,0 11,2 3,7*** 

Г е н о т и п  
Сорт Зернокормовое 5 (Intercept) 29,4*** 3,6*** 
ЯТХ-327-11 63,3*** 3,7*** 
Т-968 39,8*** 1,4** 
Т-45 50,0*** 1,1* 

*, ** и *** Величина коэффициента статистически значима соответственно при p  0,01; p  0,001 и p  0,0001. 

Рис. 1. Образование андрогенных структур у яровых и озимых 
линий тритикале ( Triticosecale Wittmack) при разных концен-
трациях зеатина в индукционной среде и в зависимости от ге-
нотипа:  — сорт Зернокормовое 5,  — Т-45,  — Т-968, 

 — ЯТХ-327-11. 
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симальную частоту регенерации зеленых растений зафиксировали у гено-
типа Зернокормовое 5 (8,6 шт/100 пыльников) (см. табл. 1). Результаты 
наших исследований сопоставимы с данными, полученными в исследова-
ниях F. Eudes c соавт. (30) и S. Tuvesson c соавт. (31) (6 и более зеленых 
растений на 100 пыльников). Большие значения (10,8-16,8 зеленых расте-
ний на 100 пыльников) получены венгерскими учеными (4, 13). 

 

А Б В 

   
Г Д Е 

   
Ж З И 

   
Рис. 2. Основные этапы получения регенерантов в культуры пыльников тритикале ( Triti-
cosecale Wittmack): А — донорные колосья сорта Зернокормовое 5 в поле; Б — микроспора 
линии ЯТХ-327-11 на поздней одноядерной стадии (увеличение ½1000, микроскоп МТ4000, 
«Meiji Techno», Япония); В — андрогенные структуры линии Т-968 в среде для индукции 
эмбриогенеза, II вариант опыта; Г — регенерация растения линии Т-45 из эмбриоидов, III 
вариант опыта; Д — зеленые растения линии Т-45 на питательной среде для укоренения, II 
вариант опыта; Е — результаты анализа плоидности на приборе Cy Flow Ploidy Analyser 
(«Sysmex Partek GmbH», Германия); Ж — дигаплоидные растения линии Т-968, II вариант 
опыта в теплице; З — цветение дигаплоидных растений линии Т-968, III вариант опыта; И — 
колосья с семенами фертильных дигаплоидных растений линии Т-968, II вариант опыта. 
Описание вариантов опыта см. в разделе «Методика». 

 

Проведенный регрессионный анализ показал положительное влия-
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ние увеличения концентрации зеатина на регенерацию зеленых растений 
(см. табл. 3). Наибольший коэффициент регрессии ( = 4,2) получили в III 
варианте (см. табл. 3). Наличие статистически значимой разницы (рadj < 0,05) 
между опытом и контролем отмечали при всех концентрациях зеатина. 
При этом наибольшую разность также зафиксировали между контролем и 
III вариантом опыта — 4,2.  

Регенерация альбиносных (лишенных хлорофилла) проростков в 
контрольном варианте в среднем по линиям составила 33,4 шт/100 пыль-
ников. При увеличении концентрации зеатина наблюдалось снижение 
числа альбиносных проростков, и их наименьшее число отмечали в V ва-
рианте опыта (22,4 шт/100 пыльников). 

Гаплоидные растений могут быть получены из изолированных 
пыльников посредством прямой регенерации соматических зародышей (эм-
бриоидогенез) и через каллусогенез. Эффективность формирования эм-
бриоидов зависит от генотипа и может существенно различаться, варьируя 
от 0 до 95 % (32). Лишь некоторые исследователи уделяют внимание диф-
ференцировке образовавшихся андрогенных структур на каллусы и эм-
бриоиды (30).  

 4. Образование эмбриоидов, зеленых растений и дигаплоидных линий у изу-
ченных яровых и озимых форм тритикале ( Triticosecale Wittmack) в зави-
симости от концентрации зеатина в индукционной среде  

Вариант 

Пересажен-
ные андро-
генные 
структуры 

Эмбриои-
ды, всего 
(%) 

Каллусы, 
всего (%) 

Зеленые 
растения 

Растения, всего (%) Спонтанно  
удвоенные дига-
плоидные линии, 
всего (%) 

пересажен-
ные в грунт 

акклимати-
зированные 
к грунту 

Контроль 949 543 (57,2) 406 (42,8) 45 36 (80,0) 29 (80,5) 7 (24,1) 
I 1397 630 (45,0)нз 767 (54,0) 79* 48 (60,7) 42 (87,5) 12 (28,5) 
II 1554 1040 (66,9)** 514 (33,1) 110** 87 (79,1) 68 (78,2) 21 (30,8)  
III 1366 970 (71,0)** 396 (29,0) 114** 95 (83,3) 86 (90,5) 24 (27,9) 
IV 1344 860 (64,0)** 484 (36,0) 93** 68 (73,1) 60 (88,2) 14 (23,3) 
V 1185 720 (60,8)** 465 (39,2) 117** 89 (76,1) 81 (91,0) 19 (23,4) 

Всего 7795 4793 (61,0) 3002 (39,0) 558 423 (75,8) 366 (86,5) 97 (26,5) 
П р и м е ч а н и е. Описание вариантов опыта см. в разделе «Методика». 
* и ** Влияние статистически значимо соответственно при p  0,001 и p  0,0001 (ANOVA); нз — влияние 
статистически не значимо.  

  

А Б В 

   
Рис. 3. Эмбриоиды тритикале ( Triticosecale Wittmack), полученные в культуре пыльников: А — 
линия Т-45, II вариант опыта; Б — линия ЯТХ-327-11, II вариант опыта; В — линия ЯТХ-
327-11, III вариант опыта (увеличение ½40, микроскоп МТ4000, «Meiji Techno», Япония). 
Описание вариантов опыта см. в разделе «Методика». 

 

При пересадке на агаризованную среду для регенерации все андро-
генные структуры в нашем опыте были дифференцированы на эмбриоиды 
(рис. 3), имеющие биполярную структуру, и каллусы. С контрольной сре-
ды, не содержащей зеатина, было пересажено 949 АС, из которых 57,2 % 
представляли собой эмбриоиды (табл. 4). Во всех вариантах, где в среде 
присутствовал цитокинин, отмечали более высокий процент формирова-
ния эмбриоидов (60,8-71,0 %), за исключением I варианта (45,0 %). Мак-
симальная доля эмбриоидов образовалась в III варианте (71,0 %). Регене-
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рация растений из эмбриоидов происходила в 92 % случаев, при этом 
формировались как побег, так и корни.  

Для адаптации к грунту отобрали зеленые растения, которые имели 
хорошо сформированную корневую систему и листья. У 24 % растений 
отмечали отсутствие корня, слабое развитие, курчавость листьев ввиду не-
достаточного формирования механической ткани. В течение первых 2 нед 
после пересадки (период адаптации) растения-регенеранты опрыскивали 
раствором фитогормонов и поливали водным раствором солей макро-, 
микроэлементов, хелата железа по прописи МС. Акклиматизацию к почве 
проводили в климатической камере при высокой влажности (80 %). Адап-
тацию к грунту прошли 366 растений, что составляло 86,5 % (см. табл. 4). 

Конечным результатом описанной технологии культуры пыльников 
тритикале становится получение дигаплоидных растений. В отработанных 
протоколах осуществляют воздействие на микроспоры высокими и низки-
ми температурами, способствующими спонтанному удвоению хромосом на 
ранних стадиях культивирования. Спонтанное удвоение позволяет исклю-
чить процесс колхицинирования, который тяжело переносят растения-ре-
генеранты. В нашем опыте спонтанное удвоение было зафиксировано у 
26,5 % из 366 растений-регенерантов. Это средний показатель для трити-
кале, который согласуется с данными других исследователей (4, 7, 9) (в 
некоторых работах он достигал 57 %) (33). Гаплоидные растения, у кото-
рых не произошла спонтанная дигаплоидизация, после достаточного уко-
ренения и развития на стадии кущения были подвергнуты колхициниро-
ванию. Все полученные дигаплоидные растения были доведены до семян в 
тепличных условиях (см. рис. 2, З, И). 

Таким образом, введение фитогормона зеатина в концентрациях 
0,2-0,8 мг/л в жидкую питательную среду mW14 для индукции эмбриоге-
неза у яровых и озимых форм тритикале приводило к увеличению форми-
рования андрогенных структур (АС) на 42,3-65,2 %. Наибольшее влияние 
на выход андрогенных структур оказывало добавление 0,4 мг/л зеатина 
(образование в среднем 112 АС на 100 пыльников). В питательной среде, 
где концентрация зеатина составляла 0,4-0,6 мг/л, была установлена более 
высокая по сравнению с контролем частота формирования эмбриоидов 
(на 16,9-24,1 %), имеющих биполярную структуру и дающих при органо-
генезе побег и корни. То есть зеатин в индукционной среде улучшал диф-
ференцировку делящихся клеток микроспор и органогенез и способство-
вал формированию эмбриоидов. Мы также зафиксировали достоверное 
увеличение формирования зеленых растений во всех вариантах опыта (3,7-
6,3 шт/100 пыльников) по сравнению с контролем (2,1 шт/100 пыльников). 
Самая высокая частота регенерации зеленых растений (6,3 шт/100 пыль-
ников была отмечена у эмбриодов, пересаженных с питательной среды, со-
держащей зеатин в концентрации 0,6 мг/л. Эффективность спонтанной ди-
гаплоидизации у тритикале составила 26,5 %, что позволило без болезнен-
ного этапа колхицинирования получить 97 дигаплоидных линий тритикале. 
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A b s t r a c t   
 

To achieve results sooner, cereal crop selection programs usually combine conventional 
methods, such as selection of parents and large-scale cross-breeding with haploid technology, a 
methodology which allows obtaining homozygous lines from the F1 hybrids. Methods of androgenesis 
(anther culture and isolated microspore culture techniques) have gained widespread use for selection 
of wheat and triticale. Currently, the main issue for the androgenesis in Triticale is the low efficiency 
of green plant regeneration. The present work, for the first time ever, utilizes cytokinin zeatin as an 
exogenic phytohormone in the induction medium, and determines its concentration optimal for im-
proving embryo formation and green plant regeneration from the triticale anther culture. The aim of 
this research is to increase efficiency of the triticale anther culture, and study the effects of adding 
cytokinin zeatin to the nutrient medium on embryogenesis induction and regeneration. Two lines of 
spring triticale, YaTKh-327-11 and Zernokormovoye 5 (facultative), and two lines of winter triticale, 
T-968 and T-45, were used. Donor plants for the haploid technology were grown in the irrigated 
field of Kazakh Research Institute of Agriculture and Plant Growing LLP (Kazakhstan, Almaty Re-
gion). Cut spikes were subjected to low temperature (4 °C for 14 days), and then the anthers, after 
they were isolated, to high temperature (32 °C for 3 days). The spikes were sterilized with 0.1 % 
solution of mercuric chloride. Modified mW14 medium was used as the basic nutrient medium for 
embryogenesis induction. Five variants of nutrient medium were studied, with concentration of phy-
tohormone zeatin gradually increasing in each subsequent variant (0.2 mg/l, 0.4 mg/l, 0.6 mg/l, 
0.8 mg/l, 1.0 mg/l), and medium without zeatin served as control. The study conducted on 4 geno-
types of triticale has shown that addition of zeatin to the nutrient mediums in concentrations of 0.2-
0.8 mg/l increased the rate of androgenic structure formation by 42.3-65.2 %. Maximal effect on the 
androgenic structure formation was achieved at 0.4 mg/l concentration of zeatin, with 112 androgen-
ic structures (AS) per 100 anthers on average compared to 67.8 AS per 100 anthers in control group. 
In the embryogenesis inducing nutrient mediums with 0.4-0.6 mg/l zeatin concentrations the rate of 
embryogenesis was 16.9-24.1 % higher compared to the control, with embryos having bipolar struc-
ture, and producing stem and roots during the regeneration, which indicates positive effect of zeatin 
on differentiation and organogenesis of the dividing microspore cells. All the variants in the experi-
ment showed a significant increase in the rate of regeneration compared to the control with no zea-
tin added. In embryos transplanted from the medium containing 0.6 mg/l zeatin the rate of green 
plant regeneration was the highest reaching 6.3 pcs/100 anthers. It has been established that addition 
of zeatin and the effect of genotype were the statistically significant factors for androgenic structure 
formation and regeneration. Efficiency of spontaneous chromosome doubling in triticale amounted 
to 26.5 %, which has allowed producing 97 double haploid lines from the promising lines of triticale 
without colchicination. 

 

Keywords: triticale, anther culture, zeatin, embryo, regeneration, albino plants, green 
plants, spontaneous doubling. 
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