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Эффективность метода культуры пыльников in vitro во многом зависит от отзывчивости сортов и гибридов 
на индукцию андрогенеза. Цель исследований – провести оценку результативности гаплопродукции регене-
рантных линий (R0) озимой мягкой пшеницы, полученных методом культуры пыльников in vitro и выращенных 
в условиях теплицы. Для выполнения указанной цели была поставлена следующая задача: выполнить морфо-
метрическую оценку полученных колосьев (R0) для определения уровня их фертильности. Работу проводили 
в лаборатории клеточной селекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» в 2021–2022 годах. Объектом исследования по-
служили 7 гибридных комбинаций озимой пшеницы, которые были отзывчивы на андрогенез in vitro в культуре 
изолированных пыльников. В результате индуцированного андрогенеза на искусственной питательной среде 
было получено 333 новообразования, представленных каллусами, эмбриоидами и эмбриогенными комплек-
сами. Зеленые растения-регенеранты были прояровизированы в пробирках, расклонированы, дилоидизиро-
ваны, затем пересажены в почву. Получено 13 гаплоидных линий, из них выжившими после диплоидизации 
оказались 34 растения. Самая высокая гаплопродукционная способность выявлена у гибридной комбинации 
F3 Ростовчанка 7 х Безостая 100. В этой комбинации образовалось 8 зеленых регенерантов, из которых вместе 
с клонами получено 21 растение (выжили из них 18 шт.). В результате цитометрической оценки всего по гибрид-
ным комбинациям идентифицировано 25 дигаплоидных (2n = 42) и 16 гаплоидных (n = 21) растений пшеницы, 
в том числе по комбинации Ростовчанка 7 х Безостая 100 – 13 дигаплоидов. В результате структурного ана-
лиза и морфометрической оценки колоса выявлена разная степень фертильности андрогенных растений-ре-
генерантов. Установлена перспективность использования в дальнейшей селекционной работе дигаплоидной 
линии 79.2.1.2 на основе гибридной комбинации F3 Ростовчанка 7 х Безостая 100 с наибольшими значениями 
таких элементов продуктивности, как число колосьев, число и масса зерен с колоса.
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The efficiency of the anther culture method in vitro largely depends on the responsiveness of varieties and hybrids 
to the induction of androgenesis. The purpose of the current study was to estimate the efficiency of haploproduction 
of regenerated lines (R0) of winter bread wheat developed by anther culture in vitro and grown in a greenhouse. 
To achieve this goal, there was set a task to conduct a morphometric estimation of the developed heads (R0) to identify 
their fertility level. The study was carried out in the laboratory of cell breeding of the FSBSI Agricultural Research Cen-
ter “Donskoy” in 2021–2022. The objects of the study were 7 hybrid combinations of winter wheat, which were respon-
sive to androgenesis in vitro in the culture of isolated anthers. As a result of induced androgenesis on an artificial nutri-
ent medium, there were identified 333 neoplasms, represented by calluses, embryoids and embryogenic complexes. 
Green regenerated plants were vernalized in test tubes, cloned, diloidized, then planted into soil. There were obtained 



Зерновое хозяйство России. Т. 15, № 1. 2023 77

13 haploid lines, after diploidization only 34 plants survived. The highest haploproductive capacity was established in 
the hybrid combination F3 ‘Rostovchanka 7xBezostaya 100’. In this combination, there were formed 8 green regen-
erants, 21 plants of which were developed together with clones, 18 of which survived. The cytometric estimation has 
shown, that 25 dihaploid (2n = 42) and 16 haploid (n = 21) wheat plants have been identified by hybrid combinations, 
including 13 dihaploids from the combination ‘Rostovchanka 7xBezostaya 100’. As a result of the structural analysis 
and morphometric estimation of the head there has been found a different fertility degree of androgenic regenerated 
plants. There have been established prospects of using the dihaploid line ‘79.2.1.2’ in further breeding work based on 
the hybrid combination F3 ‘Rostovchanka 7xBezostaya 100’ with the highest values of such yield elements as ‘number 
of heads’, ‘number and weight of grains per head’.

Keywords: winter wheat, regenerated plant, haploid, dihaploid, haploproduction, fertility.

фертильности, поэтому для создания дигапло-
идных линий актуально отбирать растения по-
сле изучения завязываемости семян в колосе 
и цитологической оценки (Осадчая и др., 2016; 
Петраш и др.,2022). 

Цель исследований – оценить результатив-
ность гаплопродукции регенерантных линий 
(R0) озимой мягкой пшеницы, полученных мето-
дом культуры пыльников in vitro и выращенных 
в условиях теплицы. Для выполнения указан-
ной цели была поставлена следующая задача: 
провести морфометрическую оценку получен-
ных колосьев (R0) для определения уровня их 
фертильности.

Материалы и методы исследований. 
Объектом исследования послужили 7 гибрид-
ных комбинаций F3 озимой мягкой пшеницы 
селекции ФГБНУ «АНЦ «Донской» лаборато-
рии интенсивного и полуинтенсивного типа: 
586/13 х Алексеич, Ростовчанка 7 х Безостая 100, 
1585/16 х Княгиня Ольга, Гигант х Краса 
Дона, Вольница х Герда, Капитан  х Амбар, 
Капитан  х Вольный Дон. Они были отзывчи-
вы на андрогенез in vitro в культуре изолиро-
ванных пыльников (то есть сформировали эм-
бриогенные структуры, из которых получены 
зеленые растения-регенеранты). Зеленые ре-
генеранты выращивали по общепринятой ме-
тодике (Методические рекомендации по полу-
чению гаплоидных растений мягкой пшеницы 
в культуре пыльников, 1989). Растения с хо-
рошо развитой корневой системой яровизи-
ровали в пробирках в бытовом холодильнике 
40–50 дней при температуре 4 °С (Акинина и др., 
2020). Потом они были перенесены в световую 
комнату на стеллажи на 10–14 дней для воз-
обновления процесса фотосинтеза. Зеленые 
регенеранты извлекали из пробирок, отмы-
вали корни от агара и аккуратно высаживали 
в вегетационные сосуды, наполненные смесью 
из предварительно просеянной почвы, песка 
и торфа (1:1:1). Для поддержания влажности их 
прикрывали стаканами. В течение трех недель 
растения подкармливали жидкой средой МS 
(наполовину разбавленной водой), проводили 
закаливание. Так их подготавливали к диплои-
дизации и пересадке в теплицу. 

Хорошо раскустившиеся кластеры рас-
тений-регенерантов были расклонированы. 
Плоидность регенерантов определяли с по-
мощью проточного цитофлуориметра Guava 
Muse. Метод проточной цитометрии основан 
на использовании ДНК-специфических флуо-
рохромов относительной интенсивности флу-
оресценции окрашенных ядер, получил ши-

Введение. Пшеница – это одна из важней-
ших сельскохозяйственных культур во всем 
мире. Миллионы людей употребляют пшени-
цу в качестве основного продукта питания. 
Выведение новых сортов с более высокими 
качественными и количественными показа-
телями занимает порядка 10 лет. В последнее 
время в селекции озимой пшеницы приме-
няют современные биотехнологические ме-
тоды, которые позволяют ускорить процесс 
выведения сорта. Эти технологии, в частно-
сти культура пыльников in vitro, дают возмож-
ность получить дигаплоидные линии на осно-
ве гаплоидных растений при удвоении числа 
хромосом. Полученные дигаплоидные линии 
уникальны, и в повторных генерациях возмож-
но отобрать генотипы с нужными признака-
ми и детально их изучить (Осадчая и др., 2016; 
Grauda et al., 2016). 

Результативность метода культуры пыльни-
ков in vitro во многом зависит от отзывчивости 
сортов и гибридов на индукцию андрогенеза. 
Таким образом, зависимость от генотипа не по-
зволяет обеспечить предсказуемость резуль-
татов и подталкивает исследователей на пои-
ски возможной активации морфогенетической 
компетентности гибридных комбинаций пше-
ницы в условиях in vitro (Круглова и др., 2017; 
Khumalo et al., 2022). 

Одним из вариантов повышения эффек-
тивности гаплопродукции является получение 
не единичных проростков из эмбриоподобных 
структур или каллусов, а кластеров, источни-
ками которых являются эмбриогенные ком-
плексы. Преимущество их заключается в том, 
что из них регенерируют целые семьи расте-
ний. Растения из одного кластера могут быть 
как генетически идентичными, так и гетероген-
ными (Bustos et al., 2013; Круглова и др., 2022).

При использовании дигаплоидных расте-
ний экспрессия рецессивных аллелей не бло-
кируется и не маскируется доминантными ал-
лелями, что позволяет получить более точную 
картину разнообразия, присутствующего в га- 
метических клетках (Scagliusi, 2014). Однако 
для растений-регенерантов, полученных 
из клеток гамет в условиях in vitro, характер-
но проявление гаметоклональной изменчи-
вости. К таким проявлениям относится воз-
никновение альбиносных растений. Мутации 
в ядерном геноме и цитогенетическая измен-
чивость приводят к стерильности или сниже-
нию фертильности дигаплоидных растений. 
Удвоение числа хромосом у регенерантных 
проростков обеспечивает восстановление их 
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рокое распространение в культуре пыльников 
in vitro. Уровень плоидности каждого образца 
оценивали путем сравнения пиков гистограм-
мы. В качестве контроля использовали образ-
цы озимой мягкой пшеницы стандартного ге-
нотипа (2n = 42).

Диплоидизацию растений проводили пу-
тем колхицинирования методом погружения 
корней в раствор колхицина (0,2 % с ДМСО) 
и высаживали в почву. Регенеранты выращива-
ли при тщательном уходе. Появляющиеся коло-
сья изолировали пергаментными изоляторами 
до созревания в них зерен. После созревания 
колосья срезали и проводили морфометри-
ческую оценку для оценки фертильности. 
Статистическую обработку данных выполняли 
с помощью программы Excel.

Результаты и их обсуждение. В предыду-
щей нашей работе в результате индуцирован-
ного андрогенеза на искусственной питатель-
ной среде было получено 333 новообразования 
из 7 гибридных комбинаций озимой мягкой 
пшеницы. Новообразования были представле-
ны каллусами, эмбриоидами и эмбриогенными 
комплексами с варьированием частоты по ге-
нотипам от 0,5 до 26 % (Калинина, 2021).

В процессе исследований в условиях те-
плицы было получено 13 гаплоидных линий, 
представленных 14 зелеными регенерантами. 
После проведения клонирования растений-ре-
генерантов из эмбриогенных комплексов все-
го было получено 41 растение, 7 шт. (17 %) 
из них погибли после обработки колхицином. 
Количество хорошо развитых растений соста-
вило 34 шт. (табл. 1).

Таблица 1. Гаплопродукционная способность гибридных комбинаций  
F3 озимой мягкой пшеницы (2022 г.)

Table 1. Haploproductive capacity of hybrid combinations  
F3 of winter bread wheat (2022)

№ 
п/п Гибридная комбинация Гаплоидная 

линия

Количество 
зеленых 

регенерантов, шт.

Количество растений,  
в том числе клонов,  

до обработки  
колхицином, шт.

Количество 
растений, 

выживших, после 
диплоидизации, шт.

1 586/13 х Алексеич 85.2.1.1 1 1 1
2 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.1.5.1 1 8 6
3 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.1.5.2 1 3 3
4 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.1.5.3 1 2 2
5 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.1.6.1 1 1 1
6 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.3.4.1 2 2 2
7 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.2.1.1 1 3 2
8 Ростовчанка 7 х Безостая 100 79.2.1.2 1 2 2
9 1585/16 х Княгиня Ольга 84.3.1.1 1 8 5

10 Гигант х Краса Дона 80.2.5.1 1 3 3
11 Вольница х Герда 78.3.2.1 1 6 5
12 Капитан х Амбар 72.3.3.1 1 1 1
13 Капитан х Вольный Дон 91.1.5.1 1 1 1

Сумма 14 41 34

Самая высокая гаплопродукционная спо-
собность выявлена у гибридной комбинации 
F3 Ростовчанка 7 х Безостая 100. В этой комби-
нации образовалось 8 зеленых регенерантов, 
из которых вместе с клонами получено 21 рас-
тение, из них выжило 18 шт. У гибридных ком-
бинаций 586/13 х Алексеич, Капитан х Амбар, 
Капитан х Вольный Дон оказалась самая низ-
кая гаплопродукционная способность – по од-
ному регенеранту и соответственно по одному 
растению.

После обработки колхицином у части гиб- 
ридных комбинаций не произошло удвоение 

количества хромосом, то есть не все расте-
ния стали дигаплоидами. В результате иссле-
дований получено 23 дигаплоидных (2n = 42)  
и 11  гаплоидных (n = 21) растений пшеницы 
(рис. 1).

Известно, что гаплоидные растения имеют 
стерильные цветки либо вообще не дают ко-
лос. По результатам морфологической оценки 
колосьев и в соответствии с цитометрическим 
анализом все зеленые растения (клоны) раз-
делили на фертильные (с семенами) и стериль-
ные растения (без семян) (рис. 2).
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В фенофазу полной спелости зерна была 
проведена морфометрическая оценка пока-
зателей колоса 13 каллусных линий, а именно 
34 клонов. В результате оценки установлено, 
что у всех регенерантных линий выход семян 
был относительно низким. Анализ данных по-
казал, что часть колосьев имела значительную 

пустозерность и щуплость зерновок. Также 
были каллусные линии 72.3.3.1 и 91.1.5.1, кото-
рые не образовали колосьев. Каллусные линии 
80.2.5.1 (3 колоса) и 79.1.5.3 (2 колоса) не обра-
зовали ни одной зерновки, то есь были полно-
стью стерильны (табл. 2).

Рис. 1. Плоидность растений-ренерантов озимой мягкой пшеницы (2022 г.)
Fig. 1. Ploidy of the regenerated winter bread wheat plants (2022)

1– гаплоид; 2 – дигаплоид
Рис. 2. Морфологические признаки колосьев растений-регенерантов озимой мягкой пшеницы  

различной плоидности
Fig. 2. Morphological traits of the regenerated winter bread wheat plants’ heads  

of different ploidy

Таблица 2. Морфометрические показатели колоса андрогенных каллусных линий  
озимой пшеницы поколения R0 в условиях теплицы (2022 г.)

Table 2. Morphometric parameters of the head of androgenic callus lines  
of winter wheat generation R0 in a greenhouse (2022)

№ п/п Каллусная 
линия

Число 
клонов, шт.

Число 
колосьев, шт.

Длина 
колоса, см

Кол-во колосков 
в колосе, шт.

Кол-во зерен  
в колосе, шт.

Масса зерен  
в колосе, г

1 85.2.1.1 1 4 8,4 23,4 18,8 0,77
2 79.1.5.1 6 14 5,4 16,2 8,4 0,28
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Варьирование по признаку число ко-
лосьев составило от 0 до 17 шт., превыше-
ние на величину стандартного отклонения 
по сравнению со средней отмечено у трех кал-
лусных линий: 79.1.5.1 (14 шт.), 79.1.5.2 (17 шт.), 
84.3.1.1 (15  шт.). По признакам «длина коло-
са» и «количество колосков в колосе» выде-
лились каллусные линии 85.2.1.1 и 79.2.1.2 со 
значениями 8,4 см – 23,4 шт. и 8,1 см – 22,4 шт. 
соответственно. Максимальные значения 
по признакам «количество зерен» и «масса 
зерна в колосе» отмечены у каллусных ли-
ний 79.2.1.2 (30 шт. и 0,97 г.), 79.1.6.1 (22,7 шт. 
и 0,49  г.) и 85.2.1.1 (18,8 шт. и 0,77 г.). Масса 
зерна с колосьев во всех комбинациях 
не превышала 1 г. Морфологические призна-
ки каллусных линий изменялись на величину 
стандартного отклонения.

Таким образом, полученные данные пока-
зали разный уровень фертильности андроген-
ных растений-регенерантов. Выявлена пер-
спективная для дальнейшей селекционной 
работы дигаплоидная линия 79.2.1.2 из гибрид-
ной комбинации F3 Ростовчанка 7 х Безостая 
100 с наибольшими значениями таких элемен-

тов продуктивности, как число колосьев, число 
и масса зерен с колоса.

Все полученные каллусные линии, характе- 
ризующиеся высокой фертильностью, представ-
ляют интерес, поскольку они отзывчивы к андро-
генезу. Семена R1 высеяны на экспериментальной 
площадке для дальнейшего изучения и отбора 
ДГ-линий, сохраняющих высокий уровень фер-
тильности при селекционных испытаниях.

Выводы. В результате проведенных иссле-
дований с использованием гаплоидной техно-
логии на основе культуры пыльников in vitro 
были получены эмбриоиды, морфогенные кал-
лусы и растения-регенеранты, из которых были 
созданы дигаплоидные линии озимой мягкой 
пшеницы на основе 7 гибридных комбина-
ций. Из отдельных андрогенных структур было 
выращено 14 растений-регенерантов. В ре-
зультате их клонирования получено 34 расте- 
ния-клона. Проведена морфометрическая 
оценка колосьев растений озимой пшеницы 
R0, выращенных в условиях теплицы. Выявлена 
высокая способность гаплопродукции и фер-
тильности колосьев у гибридной комбинации 
F3 Ростовчанка 7 х Безостая 100.

№ п/п Каллусная 
линия

Число 
клонов, шт.

Число 
колосьев, шт.

Длина 
колоса, см

Кол-во колосков 
в колосе, шт.

Кол-во зерен  
в колосе, шт.

Масса зерен  
в колосе, г

3 79.1.5.2 3 17 5,8 18,8 4,4 0,11
4 79.1.5.3 2 2 5,4 17,5 0 0
5 79.1.6.1 1 3 7,0 19,7 22,7 0,49
6 79.3.4.1 2 6 5,6 18,2 14,8 0,34
7 79.2.1.1 2 7 5,8 16,3 13,5 0,50
8 79.2.1.2 2 5 8,1 22,4 30,0 0,97
9 84.3.1.1 5 15 5,9 13,0 10,6 0,28

10 80.2.5.1 3 7 6,8 21,6 0 0
11 78.3.2.1 5 10 5,9 14,2 15,1 0,36
12 72.3.3.1 1 0 0 0 0 0
13 91.1.5.1 1 0 0 0 0 0

Среднее – 4,4 5,4 14,8 7,8 0,21
Стандартное 
отклонение – 3,2 2,6 7,4 7,2 0,19

Область разброса 
индивидуальных 
значений

– ±0,89 ±0,72 ±2,06 ±2,0 ±0,05

Продолжение табл. 2
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