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АБСТРАКТ

Андрогенез в культуре пыльников является перспективным методом ускоренного получения гомозиготных линий 
пшеницы (Triticum aestivum L.), однако широкое применение данной технологии ограничено выраженной генотипи-
ческой зависимостью и низкой эффективностью регенерации. Целью настоящего исследования является оптимизация 
условий индукции андрогенеза и регенерации растений путём подбора питательной среды и гормонального состава. В 
работе было изучено 12 вариантов сред на основе N6, C17 и MС с добавлением различных концентраций 2,4-дихлор-
феноксиуксусной кислоты (2,4-Д). Установлено, что наибольшая эмбриогенная активность наблюдалась на средах, 
содержащих 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 мг/л кинетина, в частности на основе сред N6 и C17. Регенерация растений также ва-
рьировала в зависимости от условий, при этом наибольшая эффективность наблюдалась на гормональных средах, со-
держащих комбинации ауксина и цитокинина. Полученные результаты подтверждают необходимость комплексного 
подбора компонентов среды и демонстрируют, что правильное сочетание питательной среды и фитогормонов позво-
ляет значительно повысить выход эмбриоидов и жизнеспособных регенерантов. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Андрогенез представляет собой перспективную био-
технологическую платформу для получения гомозигот-
ных линий пшеницы (Triticum aestivum L.) в одно поко-
ление. Это существенно сокращает сроки селекции по 
сравнению с традиционными методами, требующими 
многолетнего самоопыления [1, 2]. В одном пыльнике 
содержится более тысячи микроспор, каждая из которых 
потенциально способна дать начало гаплоидному или са-
мопроизвольно удвоенному растению [3]. При этом удво-
ение хромосом, индуцированное либо спонтанное, по-
зволяет получить полностью гомозиготные растения, что 
делает данный метод особенно ценным в генетике, моле-
кулярной биологии и прикладной селекции [4, 5].

Андрогенез проводится в искусственных условиях 
in vitro, при которых незрелые микроспоры перенаправ-
ляются с гаметофитного пути развития на спорофитный 
путь под действием стрессовых факторов [6]. Среди них 
наиболее часто применяются термическая обработка, ос-
мотический шок, а также обработка химическими сое-
динениями. Применение метода андрогенеза позволяет в 
кратчайшие сроки получать полностью гомозиготные ли-
нии, пригодные для генетического анализа, картирования 
признаков и включения в селекционные программы [7, 8].

Несмотря на очевидные преимущества, эффектив-
ность андрогенеза у пшеницы варьирует в широких пре-
делах и остаётся недостаточной. Основными проблемами 
являются низкий уровень индукции эмбриогенеза, обра-
зование альбиносных растений, слабая регенерационная 
способность и низкая частота удвоения хромосом [9]. 
Наибольшее влияние на эффективность андрогенеза ока-
зывают генотип донора, физиологическое состояние рас-
тений, стадия развития микроспор, тип стрессовой обра-
ботки и состав питательной среды [6, 10].

Установлено, что яровые и озимые формы пшеницы 
по-разному реагируют на условия культивирования и тип 
гормональной стимуляции. Эти различия обусловлены ге-
нетическими и физиологическими особенностями, вклю-
чая чувствительность к фотопериоду и температуре [4, 
11]. Озимая пшеница требует прохождения периода яро-
визации, обладает большей толерантностью к холоду, что 
может повышать её ответную реакцию на температурный 
шок при индукции андрогенеза. В то же время яровые 
формы лучше отвечают на осмотические воздействия и 
гормональную стимуляцию цитокининами [9].

Состав питательной среды, особенно на этапе индук-
ции эмбриогенеза, играет ключевую роль в эффективно-
сти андрогенеза у пшеницы. Как показано в ряде иссле-
дований, гормональная регуляция, в частности баланс 
между ауксинами и цитокининами, оказывает критиче-
ское влияние на переориентацию микроспор с гаметофит-
ного на спорофитный путь развития [6, 12]. Наиболее ча-
сто используемыми в практике являются среды Мурасиге 
и Скуга (MС), N6 и C17, каждая из которых имеет свои 
особенности в составе минеральных компонентов и ами-
нокислот, влияющих на метаболическую активность ми-
кроспор.

Среда МС отличается высоким содержанием макро- 
и микроэлементов, однако при андрогенезе пшеницы она 
не всегда демонстрирует наивысшую эффективность, осо-
бенно при отсутствии оптимального гормонального со-
провождения. Среда N6, изначально разработанная для 
риса, показала более высокую частоту образования эмбри-
оидов в культурах пыльников пшеницы, особенно в ком-
бинации с 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислотой (2,4-Д) 
в концентрации 2–3 мг/л [10]. Эта концентрация, по ли-
тературным данным, способствует симметричному деле-
нию микроспор и активному формированию каллуса [13].

Среда C17 также получила широкое применение в 
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культуре пыльников зерновых. Благодаря сниженной кон-
центрации нитратов и более сбалансированному составу 
аминокислот, она может снижать частоту альбинизма, ча-
сто наблюдаемого в андрогенезе у пшеницы, и повышать 
долю зеленых регенерантов [7]. Некоторые авторы ука-
зывают на то, что добавление цитокининов (например, 
кинетина в концентрации 0,5 мг/л) к ауксиновому фону 
усиливает морфогенетический ответ и способствует ре-
генерации растений [9].

Таким образом, эффективность получения гаплоид-
ных растений зависит не только от генотипа донора и ус-
ловий предварительной обработки, но и от оптимизации 
питательной среды, в частности — от выбора базового со-
става (МС, N6, C17) и подбора гормонального фона. Пра-
вильное соотношение 2,4-Д и возможного добавления ци-
токининов может значительно повысить продуктивность 
культуры пыльников и получить жизнеспособные зеленые 
растения. Так, целью настоящего исследования является 
оценка влияния различных вариантов питательной среды 
на индукцию андрогенеза и эффективность регенерации 
у генотипов пшеницы казахстанской селекции. Особое 
внимание уделено сравнительному анализу ответов раз-
ных генотипов на гормональный состав среды и оптими-
зации условий получения зелёных регенерантов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы исследования. В рамках исследования 
использовали 14 генотипов гибридного материала пше-
ницы, селекции Карабалыкской СХОС, Карагандинской 
СХОС им. А.Ф. с целью получения колосьев для вычле-
нения пыльников (Таблица 1).

Для получения донорского материала посев осущест-

вляли в пластиковые горшки объёмом 5 литров. В каче-
стве субстрата использовали смесь почвы и песка в соот-
ношении 1:1 по объёму. Семена высевали на глубину 5–7 
см. В течение всего вегетационного периода растения по-
ливали водой по мере необходимости. Один раз в две не-
дели в качестве удобрения вносили раствор комплексного 
минерального удобрения «Кристаллон специальный» со-
гласно инструкции производителя. Первые колосья, при-
годные для выделения пыльников, начали срезать на 46-й 
день после посева. Срезанные колосья выдерживали в хо-
лодильнике в темноте 14 суток (Рисунок 1).

Цитологическая оценка стадии развития микро-
спор. Для определения стадии развития микроспор у пше-
ницы была проведена световая микроскопия. В качестве 
образцов использовали колосья трёх различных морфоло-
гических типов: нераскрывшиеся (замкнутые в листовом 

Таблица 1. Использованные генотипы пшеницы и их обозначения в статье

Генотипы Обозначение
Карабалыкская СХОС

ALTAYSKAYA 530*2/3/WHEAR/VIVITSI//WHEAR× Лидер 80 (Алтайский НЦА) 
Индивид. отбор из немецкого сортообразца ШТРУ Р-29 1ALT

LUTESCENS 54/CHYAK1//OMSKAYA 36× Лютесценс 36 16/14
OMSKAYA 35*2/EMB16 (КП ямп - 17 г.) × LANGDON/KU2074 х Ekada 113 (Scala 
RB 2098/Yuliya) 34/32

DKSI 2020 (WS - 9.KAZ). Короткостебельность (V102.12 WS1154)×ANGDON/
KU2074 х Ekada 113 (Scala RB 2098/Yuliya) 58/56

WS - 11.KAZ× LANGDON/KU2074 х Ekada 113 (Scala RB 2098/Yuliya) 68/64
Карагандинская СХОС им А.Ф. Христенко

Айна× Татьяна 1/26
Омот GAI (№9)× Целинная 26 5/30
Байтерек× Боевчанка 9/34
Целинная юбилейная × Боевчанка 14/39
Шортандинская 95 улуч × Омот GAI (№1) 21/46
Байтерек 15 × Карагандинская 55 1/36
Тризо × Карагандинская 60 5/40
Лютесцес 2231 × Байтерек 15 8/43
Шортандинская 2015 × Карагандинская 30 13/48

Рисунок 1. Срезанные колосья пшеницы на этапе предобра-
ботки
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влагалище), частично раскрывшиеся и полностью рас-
крывшиеся. Из каждого типа колосьев извлекали пыль-
ники с центральной части. Для цитологического анализа 
микроспоры окрашивали раствором красителя Гимзы. 
Препараты готовили путём раздавливания пыльников в 
капле красителя на предметном стекле с последующим 
микроскопированием при увеличении ×400-×1000. Ми-
кроскопирование проводили с использованием микро-
скопа Zeiss Axio Scope A1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 
Jena, Germany). Определение стадии развития микроспор 
проводилось визуально по морфологическим признакам 
клеточного ядра и цитоплазмы. Каждая стадия оценива-
лась в трех биологических повторностях, по 5 пыльников 
на повторность. Данные наблюдения использовались для 
выбора оптимального времени срезки колосьев для даль-
нейшей индукции андрогенеза. 

Индукция андрогенеза. Пыльники пшеницы выде-
ляли на одноядерной стадии развития микроспор и куль-
тивировали на двенадцати вариантах питательных сред, 
обозначенных как I–IV N6, C17 и МС, в зависимости от 
минеральной основы и состава фитогормонов. Контроль-
ные среды (I-N6, I-C17, I-МС) не содержали регуляторов 
роста, остальные варианты включали 2,4-дихлорфенок-
сиуксусную кислоту (2,4-Д) в концентрациях 2,0 (II-), 2,5 
(III-) и 3,0 мг/л (IV-) в сочетании с 0,5 мг/л кинетина. Ин-
кубацию пыльников проводили в условиях темноты при 
температуре 27 °C в течение трёх недель с целью индук-
ции каллусообразования и/или формирования эмбриои-
дов (Рисунок 2).

Регенерация гаплоидных растений. Образованные 
эмбриоиды пшеницы культивировали на регенерацион-
ные среды: МС с добавлением БАП 0,5 мг/л и ИУК 0,5 
мг/л; МС с кинетином 0,5 мг/л и НУК 0,5 мг/л, а также 
безгормональную среду для стимулирования прорастания 
побегов и дальнейшей регенерации растений. Экспланты 

выращивали в культуральных сосудах в фактеростатной 
комнате, фотопериод составил 16/8, температура 24-26°C.

Анализ данных. Для анализа данных по эффективно-
сти индукции андрогенеза и последующей регенерации 
у пшеницы использовались методы описательной и дис-
персионной статистики, реализованные в языке програм-
мирования Python с использованием библиотек pandas, 
statsmodels, seaborn и matplotlib. Для оценки влияния ми-
нерального состава питательной среды и генотипа донор-
ных растений на уровень индукции андрогенеза был вы-
полнен однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). 
Для каждого фактора (тип среды и генотип) была прове-
рена статистическая значимость различий в среднем зна-
чении процента индукции. Апостериорный сравнитель-
ный анализ между группами проводился с применением 
теста Тьюки (Tukey HSD) при уровне значимости α = 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Цитологическая оценка стадии развития микро-
спор. Развитие микроспор у пшеницы (Triticum aestivum 
L.) тесно связано с морфологическим состоянием колоса, 
что позволяет использовать внешние признаки растения 
для ориентировочного определения стадии клеточной 
дифференцировки. Для повышения эффективности ан-
дрогенеза важно точно установить фазу развития микро-
спор, на которой осуществляется отбор донорского мате-
риала. В ходе настоящей работы были проанализированы 
три морфологические стадии развития колоса: нераскрыв-
шийся, частично вышедший и полностью раскрывшийся 
колос, соответствующие различным цитологическим ста-
диям микроспор.

На первой стадии, когда колос полностью скрыт во 
флаговом листе, а расстояние между флаговым и пред-
последним листом не превышает 2 см, микроспоры пре-
имущественно находятся на ранней одноядерной стадии. 
На рисунке 3а представлен колос, полностью скрытый 
во флаговом листе. На этой морфологической стадии на-
блюдается удлинение последнего междоузлия, при этом 
колос ещё не вышел наружу. Микроскопическое изобра-
жение пыльников (Рисунок 3б), изъятых на этом этапе, 
демонстрирует преимущественное присутствие микро-
спор с центрально расположенным ядром и отсутствием 
выраженной вакуолизации, что соответствует ранней од-
ноклеточной стадии. Эта стадия микроспорогенеза пред-
шествует оптимальной фазе для индукции андрогенеза in 
vitro, однако уже свидетельствует о начале перехода ми-
кроспор к эмбриогенному потенциалу.

Следующая стадия характеризуется частичным вы-
ходом колоса из флагового листа на одну треть или две 
трети его длины. Морфологически определяется уве-
личением расстояния между флаговым и предпослед-
ним листом до 3–6 см. На рисунке 4а представлен колос 
пшеницы, частично приподнятый и начинающий выход 
из флагового листа, что соответствует переходной фазе 
между закрытым и полностью вышедшим колосом. Ци-
тологический анализ пыльников, собранных на этой ста-
дии, выявил преобладание микроспор на поздней одноя-
дерной стадии (Рисунок 4б). В этот период микроспоры 
характеризуются эксцентричным положением ядра и ва-
куолизацией, что свидетельствует о высокой жизнеспо-

Рисунок 2. Культивированные пыльники пшеницы генотипа 
16/14
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собности и морфогенетическом потенциалом клеток. Дан-
ная стадия считается наиболее благоприятной для отбора 
пыльников и последующего культивирования in vitro с це-
лью индукции андрогенеза.

На третьей стадии, когда колос полностью выходит 
из флагового листа и начинается фаза колошения, в ми-
кроспорах происходит асимметричное деление с образо-
ванием вегетативных и генеративных клеток, что соот-
ветствует поздней одноядерной и двухъядерной стадий. 
На рисунке 5а колос полностью вышел из флагового ли-

ста, начинается фаза колошения. Микроспоры преимуще-
ственно находятся на поздней двухъядерной стадии, что 
сопровождается снижением их тотипотентности и сни-
женной способностью к эмбриогенезу (Рисунок 5б). Та-
ким образом, растения на этой стадии не рекомендуются 
для закладки культур пыльников.

Таким образом, определение морфологической стадии 
колоса позволяет достоверно прогнозировать цитологиче-
ское состояние микроспор и выбирать оптимальный мо-
мент для их изоляции. Максимально эффективное инду-

Рисунок 3.  Морфологическая и цитологическая характеристика пшеницы на ста-
дии, когда колос полностью скрыт во флаговом листе

Рисунок 4.  Морфологическая и цитологическая характеристика пшеницы на стадии частичного выхода 
колоса из флагового листа

Рисунок 5. Стадия полного выхода колоса с началом колошения
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цирование андрогенеза достигается при использовании 
колосьев, находящихся на средней одноядерной стадии 
развития микроспор, что подтверждается как микроско-
пическим анализом, так и морфологическими признаками 
растения.

Индукция андрогенеза. В рамках исследования была 
проведена оценка эффективности 12 вариантов питатель-
ных сред, разработанных на основе минеральных сред N6, 
C17 и МС, для индукции андрогенеза у пшеницы. Выде-
ленные пыльники культивировали на этих средах с це-
лью стимулирования эмбриогенеза. В качестве фитогор-
мональной регуляции в состав сред добавляли ауксин 
2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4-Д) в трёх кон-
центрациях — 2,0, 2,5 и 3,0 мг/л в сочетании с кинети-
ном в концентрации 0,5 мг/л. Также были включены кон-
трольные варианты без добавления гормонов. В среднем 
на каждый генотип и вариант питательной среды культи-
вировалось 322 пыльника.

Анализ данных, представленных в таблице 2, пока-
зал существенное варьирование эмбриогенной активно-
сти как в зависимости от генотипа, так и от состава пита-
тельной среды. Наиболее отзывчивым оказался генотип 
58/56, у которого на среде II-N6 образовалось 174 эмбри-

оида, на среде II-С17 – 130 (Рисунок 6а) и на III-N6 – 68, 
тогда как на средах МС количество эмбриоидов не пре-
вышало 29. Высокие показатели также отмечены у гено-
типа 34/32: на II-N6 – 140 эмбриоидов, на III-N6 – 48, на 
II-C17 – 60, при этом на средах МС формировалось лишь 
4–6 эмбриоидов. Генотип 13/48 демонстрировал похожие 
результаты: максимум на среде II-N6 (126), высокие зна-
чения на III-N6 (47) и II-C17-(51) и отсутствие эмбрио-
идов на среде IV-C17, низкая эффективность на средах 
МС-(0–26). Генотип 68/64 также проявил высокую эмбри-
огенную способность, особенно на средах II-C17 (148), 
III-C17 (136) и II-N6 (122), тогда как на IV-C17 количе-
ство эмбриоидов уменьшалось до 73, а на МС средах зна-
чения не превышали 30.

Другие генотипы показали более умеренные, но ста-
бильные результаты. Так, генотип 1 ALT дал наибольшее 
число эмбриоидов на II-C17 (120) и II-N6 (109)(Рисунок 
6б), несколько ниже на III-N6 (45) и III-C17 (48), тогда как 
на средах МС формировалось от 8 до 36 эмбриоидов. Ге-
нотип 16/14 проявил максимальную активность на средах 
II-N6 (99) и III-C17 (80), но на большинстве остальных 
сред количество эмбриоидов не превышало 40. Генотип 
1/26 показал хорошие результаты на вариантах II-N6 (134) 
и II-C17 (108), тогда как на IV-C17 образовалось лишь 63 

Рисунок 6. Образованные эмбриоды пшеницы (увеличение ×40)

Таблица 2. Частота образования эмбриоидов на 12 вариантах сред

 Генотип
Количество образованных эмбриоидов, шт

I_N6 II_N6 III_N6 IV_N6 I_C17 II_C17 III_C17 IV_C17 I_МС II_МС III_МС IV_МС
1 ALT 29 109 45 31 25 120 48 40 11 36 8 16
16/14 24 99 40 16 14 33 80 25 2 23 9 5
 34/32 3 140 48 36 16 60 30 33 6 4 4 0
8/43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

58/56 38 174 68 37 43 130 105 51 19 29 20 13
68/64 37 122 64 38 42 148 136 73 13 30 29 16
1/26 17 134 44 7 24 108 94 63 2 10 0 2
5/30 35 58 25 16 11 84 10 59 0 12 6 8

14/39 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0
9/34 12 65 27 33 12 113 47 36 2 23 17 8

21/46 11 68 56 25 0 47 92 28 0 0 0 5
1/36 6 112 41 32 10 128 50 24 6 28 18 16
5/40 8 156 38 8 9 165 54 30 0 19 12 3

13/48 11 126 47 16 0 51 66 0 2 26 0 0
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эмбриоида, а на МС средах – не более 10. Схожий резуль-
тат наблюдался у генотипа 5/30: высокий уровень на пи-
тательных средах II-N6 (58), II-C17 (84) и IV-C17 (59), но 
очень низкий на средах МС (до 12 эмбриоидов). 

Питательная среда с добавлением 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина положительно влияла на генотип 9/34, где 
образовано 65 эмбриоидов на среде N6 и 113 эмбриои-
дов на среде С17. Максимальное количество эмбриоидов 
у генотипа 21/46 отмечено на среде III-С17 (92 шт), на 
среде IV-МС получено 5 эмбриодов или вовсе отсутство-
вали. Также, II вариант гормонального состава на основе 
сред N6 и С17 имел положительный эффект на генотипы 
1/36 и 5/40, где количество эмбриоидов варьировало от 
112 шт до 165 шт.

 В то же время ряд генотипов оказался слабо отзывчи-
вым. Генотип 8/43 полностью не формировал эмбриоиды 
на всех вариантах сред, что свидетельствует о его пол-
ной нечувствительности к условиям андрогенеза. Гено-
тип 14/39 также можно отнести к неотзывчивым, так как 
на большинстве сред эмбриогенез отсутствовал.

Таким образом, в ходе эксперимента по индукции ан-
дрогенеза у пшеницы выявлены значительные различия 
как между исследованными генотипами, так и между ва-
риантами питательных сред. Полученные данные пока-
зали, что успех эмбриогенеза в существенной степени 
зависит от исходного генотипа, однако решающим фак-
тором в большинстве случаев являлся состав питатель-
ной среды.

Согласно статистике, по фактору «генотип» по всем 
вариантам сред, наибольшие значения эмбриогенной ак-
тивности отмечены у образцов 58/56 (60,58 эмбриоидов) 
и 68/64 (62,33), что свидетельствует о высоком потенци-
але этих линий к регенерации in vitro. Несколько дру-
гих генотипов также характеризовались повышенной ак-
тивностью: 1 ALT (43,17), 1/26 (42,08), 1/36 (39,25), 5/40 

(41,83), 58/56 (60,58) и 68/64 (62,33). При этом часть об-
разцов продемонстрировала низкие показатели, включая 
13/48 (28,75), 21/46 (27,67), 5/30 (27,00) и 16/14 (30,83). 
Минимальные результаты наблюдались у генотипов 14/39 
(0,75) и 8/43 (0,00), которые практически не образовывали 
эмбриоидов, что указывает на выраженный генотипиче-
ский барьер для андрогенеза (Таблица 3). 

При сравнении питательных сред выявлено, что вари-
анты без добавления гормонов характеризовались мини-
мальной эмбриогенной активностью: I-N6 — 16,50; I-C17 
— 14,71; I-МС — 4,50. Среди гормональных сред наи-
большую эффективность продемонстрировали варианты 
II-N6 (97,36) и II-C17 (84,79), содержащие 2,0 мг/л 2,4-Д 
и 0,5 мг/л кинетина. Их показатели были статистически 
достоверно выше по сравнению как с контролем, так и 
с другими вариантами. Среды III-N6 (38,79) и III-C17 
(58,00), содержащие более высокую концентрацию 2,4-Д 
(2,5 мг/л), обеспечивали промежуточные значения. Наи-
менее эффективными оказались среды МС, даже с добав-
лением гормонов (II-МС — 17,14; III-МС — 9,43; IV-МС 
— 6,57) (Таблица 4). Это подтверждает, что основным ус-
ловием успешной индукции является наличие оптималь-
ной концентрации ауксина, в то время как повышение его 
дозы или использование другой минеральной основы при-
водит к снижению эффективности.

Таблица 3. Результаты описательной статистики по 
фактору «Генотип»

Генотип Среднее кол-во эмбриоидов, шт
1 ALT 43,17±35,69
1/26 42,08±46,84
1/36 39,25±40,18
13/48 28,75±38,35
14/39 0,75±2,60
16/14 30,83±29,81
21/46 27,67±31,34
34/32 31,67±39,41
5/30 27,00±26,50
5/40 41,83±57,64
58/56 60,58±50,29
68/64 62,33±47,51
8/43 0,00±0,00
9/34 32,92±30,88
Данные представлены в виде среднего значения ± 
стандартного отклонения (Mean ± SD)

Таблица 4. Результаты описательной статистики по 
фактору «Среда»

Варианты питательных сред Среднее кол-во 
эмбриоидов, шт

I-N6 без гормонов 16,50±13,66
II-N6 с 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 97,36±3,11

III-N6 с 2,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 38,79±20,28

IV-N6 с 3,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 21,07±13,79

I-C17 без гормонов 14,71±14,36
II-C17 с 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 84,79±53,46

III-C17 с 2,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 58,00±40,58

IV-C17 с 3,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 33,00±23,21

I-МС без гормонов 4,50±5,92
II-МС с 2,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 17,14±12,59

III-МС с 2,5 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 9,43±8,91

IV-МС с 3,0 мг/л 2,4-Д и 0,5 
мг/л кинетина 6,57±6,35

Данные представлены в виде среднего значения ± 
стандартного отклонения (Mean ± SD)
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Однофакторный дисперсионный анализ подтвердил 
достоверность полученных различий. Для фактора «ге-
нотип» F=2,71 при p=0,0018, что свидетельствует о нали-
чии значимых различий между исследованными линиями. 
Для фактора «среда» различия оказались ещё более вы-
раженными: F=17,56 при p<0,0001, что подчёркивает ре-
шающее влияние состава питательной среды на частоту 
эмбриоидогенеза.

Также, исходя из представленной тепловой карты 
p-значений теста Тьюки по фактору «генотип» (Рисунок 
7), можно заключить, что генотипы 68/64 и 58/56 были 
наиболее отзывчивыми на этапе индукции эмбриоидов у 
пшеницы, что подтверждается их статистически значи-
мыми различиями (p < 0.05) при сравнении с наименее 
отзывчивыми формами, такими как 14/39 и 8/43. В част-
ности, генотип 68/64 демонстрирует наиболее выражен-

Рисунок 7. Тепловая карта p-value по результатам теста Тьюки по фактору «Генотип» 

Рисунок 8. Тепловая карта p-value по результатам теста Тьюки по фактору «Среда»
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ные отличия, показывая крайне низкие p-значения (менее 
0.01) при попарном сравнении с большинством генотипов, 
что указывает на его высокую эмбриогенную активность. 
Аналогично, генотип 58/56 также показывает статистиче-
ски значимые различия, но в меньшей степени. Генотипы 
14/39 и 8/43 выделяются как неотзывчивые на индукцию, 
что подтверждается их статистически значимыми разли-
чиями при сравнении с большинством других генотипов.

Для фактора «среда» различия оказались более вы-
раженными. Тепловая карта p-value показала, что среды 
II-N6 и II-C17 достоверно отличались от большинства 
других вариантов, особенно от контрольных сред без гор-
монов и от всех вариантов на основе МС (p<0,01) (Рису-
нок 8). При этом внутри группы МС-сред различий прак-
тически не наблюдалось, что указывает на их одинаково 
низкую эффективность. 

Таким образом, анализ полученных данных показы-
вает, что наиболее перспективными для индукции андро-
генеза оказались среды II-N6, II-C17 и III-C17, которые 
обеспечили максимальные значения у большинства гено-
типов. Среды на основе МС демонстрировали низкие ре-
зультаты, что указывает на их недостаточную эффектив-
ность для культуры пыльников пшеницы. В то же время 
выявлена чёткая генотипическая зависимость: часть ге-
нотипов (58/56, 34/32, 68/64, 13/48) стабильно формиро-
вали большое количество эмбриоидов, тогда как другие 
(8/43, 5/40, 9/34) отличались крайне низкой эмбриогенной 
активностью вне зависимости от условий.

Регенерация гаплоидных растений. Для оценки спо-
собности различных генотипов пшеницы к регенерации 
in vitro проведено культивирование эмбриоидов на трёх 
вариантах питательных сред: МС без добавления фито-
гормонов, МС с 0,5 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП) и 
0,5 мг/л индолилуксусной кислоты (ИУК), а также МС 

с 0,5 мг/л кинетина и 0,5 мг/л нафтилуксусной кислоты 
(НУК). Регенерационная активность оценивалась по ко-
личеству полученных регенерантов и проценту регенера-
ции (Таблица 5).

Анализ влияния вариантов среды МС показал, что 
наибольшая эффективность регенерации наблюдалась на 
среде с добавлением кинетина 0,5 мг/л и НУК 0,5 мг/л. 
Этот вариант обеспечивал формирование наибольшего 
числа регенерантов практически у всех отзывчивых гено-
типов: так, у генотипа 9/34 получено 14 растений, у 5/30 

Рисунок 9. Регенерант генотипа 13/48 на среде МС с добавле-
нием кинетина 0,5 мг/л и НУК 0,5 мг/л

Таблица 5. Результаты регенерации пшеницы на трех вариантах сред

Генотип
Количество 
культивированных 
эмбриоидов, шт 

Варианты питательных сред

Общее 
количество 
регенерантов, шт

% регенерацииМС без 
гормонов

МС с БАП 
0,5 мг/л и 
ИУК 0,5 
мг/л

МС с 
кинетином 
0,5 мг/л и 
НУК 0,5 
мг/л

1 ALT 54 0 3 2 5 9,26
16/14 46 0 4 2 6 13,04
34/32 42 1 7 9 17 40,48
58/56 50 2 12 6 20 40,00
68/64 45 1 11 8 20 44,44
1/26 52 3 6 4 13 25,00
5/30 47 1 18 11 30 63,83
14/39 51 2 3 2 7 13,73
9/34 55 4 13 14 31 56,36
21/46 48 0 15 9 24 50,00
1/36 64 1 8 10 19 29,69
5/40

61
2 12 8 22 36,07

13/48 54 1 8 12 21 38,89
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– 11, у 21/46 – 9 и у 13/48 – 12 (Рисунок 9). 
Среда с добавлением БАП 0,5 мг/л и ИУК 0,5 мг/л 

также показала высокий потенциал для ряда генотипов. 
Например, у линии 5/30 именно этот вариант обеспечил 
18 регенерантов, что составило более половины общего 
числа растений. Высокие показатели были также отме-
чены у генотипов 9/34 (13 регенерантов) и 21/46 (15 ре-
генерантов), что подтверждает стимулирующее действие 
данной комбинации гормонов на процессы органогенеза.

В то же время среда МС без гормональных добавок 
имела крайне ограниченный эффект. На ней наблюдалась 
единичная регенерация растений только у отдельных ге-
нотипов, таких как 34/32, 58/56, 68/64 и 14/39, тогда как 
большинство линий полностью не реагировали. Это сви-
детельствует о том, что для успешной реализации реге-
нерационного потенциала необходим экзогенный гормо-
нальный сигнал, тогда как базовая среда играет скорее 
поддерживающую роль.

Сопоставление данных между генотипами и услови-
ями культивирования позволяет заключить, что наиболее 
эффективным подходом является использование среды 
МС с добавлением комбинаций ауксина и цитокинина, 
обеспечивающих высокий уровень морфогенетической 
активности. При этом отдельные генотипы (например, 
5/30, 9/34, 21/46) проявляют высокую универсальность и 
формируют значительное количество растений на обоих 
гормональных вариантах, тогда как другие генотипы де-
монстрируют выраженную селективность к определён-
ному составу среды.

Таким образом, полученные результаты не только под-
тверждают ключевую роль гормонального баланса в реге-
нерации эмбриоидов, но и подчёркивают генотипическую 
специфику отклика, что имеет принципиальное значение 
при разработке протоколов получения гаплоидных линий 
у пшеницы. Высокие показатели у отдельных линий (5/30, 
9/34, 21/46) позволяют рассматривать их в качестве пер-
спективных доноров для получения гаплоидных растений.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Влияние питательных сред и фитогормональной ре-
гуляции на индукцию андрогенеза в пшенице является 
одним из наиболее критических факторов, определяю-
щих успех культуры пыльников. Полученные результаты 
показали, что минеральная основа и состав гормональ-
ных добавок существенно влияют на эмбриогенную ак-
тивность. Наиболее эффективными оказались среды N6 
и C17 с добавлением 2,0 мг/л 2,4-Д в сочетании с 0,5 мг/л 
кинетина. В то время как повышение концентрации аук-
сина до 2,5–3,0 мг/л снижало эмбриогенную активность, 
что подтверждает наличие узкого диапазона оптималь-
ных условий. Это согласуется с выводами исследования, 
где отмечено, что тип и доза гормонов определяют харак-
тер отклика, причём весенние и озимые формы пшеницы 
различаются по реакции на комбинации ауксинов и ци-
токининов [9].

В нашем исследовании прослеживались различия 
между генотипами: линии 58/56, 34/32, 13/48 и 68/64 про-
демонстрировали максимальные показатели эмбриогенеза 
на средах N6 и C17, в то время как генотипы 8/43 и 5/40 

практически не формировали эмбриоидов. Эти данные 
подтверждают известную генотипическую зависимость 
андрогенеза, которая неоднократно подчёркивалась в ли-
тературе [14, 15]. Более того, полученные результаты хо-
рошо коррелируют с данными [3], показавшими, что у 
яровых форм уровень эмбриогенеза и регенерации выше, 
чем у озимых, и что отдельные комбинации гормонов по-
зволяют частично компенсировать низкую отзывчивость 
генотипов.

Минеральная основа среды также оказала существен-
ное влияние на эффективность андрогенеза. В условиях 
нашего эксперимента среды МС показали наименьшие 
показатели, что согласуется с данными Kim и Baenziger, 
которые разработали улучшенный протокол на модифи-
цированной среде с добавлением фенилуксусной кислоты 
и зеатина, позволивший достичь высокой частоты эмбри-
оидов у отдельных генотипов [12]. Это указывает на то, 
что базовый состав среды является не менее значимым, 
чем гормональные добавки, и требует адаптации к кон-
кретным генотипам.

Что касается регенерации, наиболее высокие резуль-
таты были получены на средах МС, содержащих комби-
нации ауксина и цитокинина. Так, среда с кинетином и 
НУК способствовала получению максимального числа 
регенерантов у генотипов 9/34, 5/30 и 13/48, а среда с 
БАП и ИУК оказалась наиболее результативной для ге-
нотипов 5/30 и 21/46. Эти данные подтверждают, что ре-
генерация растений тесно связана с правильным подбо-
ром гормональных комбинаций, а также демонстрируют, 
что разные линии могут проявлять селективность к опре-
делённым вариантам регуляции органогенеза. Похожие 
результаты описаны в работе Broughton, где культивиро-
вание с добавлением ауксина и цитокинина значительно 
повышало количество эмбриоподобных структур и зелё-
ных растений [16].

Анализ наших данных в сравнении с литературными 
источниками показывает, что андрогенез у пшеницы оста-
ётся процессом с выраженной генотипической зависимо-
стью. Высокая отзывчивость отдельных линий, таких как 
58/56 и 68/64, позволяет рассматривать их как перспек-
тивные доноры для создания протоколов с высокой эф-
фективностью. В то же время линии, характеризующи-
еся низким откликом, могут использоваться в качестве 
тестовых моделей для оптимизации условий среды. Похо-
жие выводы были сделаны и в исследованиях по гибрид-
ным комбинациям, где отмечалась высокая изменчивость 
откликов даже у близкородственных генотипов [14, 15].

Важно отметить, что в дополнение к классической 
культуре пыльников активно развиваются альтернатив-
ные подходы к получению гаплоидов. Так, метод опыле-
ния пшеницы пыльцой кукурузы (wheat × maize) позво-
ляет получать гаплоидные растения через элиминацию 
хромосом кукурузы. Gupta и др. показали, что эффектив-
ность данного метода варьирует в зависимости от гено-
типа и условий обработки, однако может достигать вы-
соких уровней эмбриогенеза и регенерации [17]. Другим 
направлением является использование меди и других ми-
кроэлементов, которые, по данным исследований, спо-
собны стимулировать образование зелёных растений [3].

Таким образом, проведённое исследование подтвер-
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дило ключевую роль генотипа, минеральной основы и 
гормонального состава среды в реализации андрогенеза 
и последующей регенерации растений у пшеницы. Со-
вокупность полученных данных и их сопоставление с 
литературными источниками демонстрируют необходи-
мость комплексного подхода к оптимизации протоколов 
для каждого конкретного генотипа. Это открывает пер-
спективы для дальнейшего повышения эффективности 
получения удвоенных гаплоидов, что особенно важно для 
ускорения селекционных программ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование показало, что эффективность андроге-
неза у пшеницы определяется как составом питательной 
среды, так и генотипом донора. Наибольший выход эм-
бриоидов обеспечили среды N6 и C17 с добавлением 2,0 
мг/л 2,4-Д и 0,5 мг/л кинетина, тогда как повышение кон-
центрации ауксина до 2,5–3,0 мг/л снижало результатив-
ность, а среды МС были наименее эффективны. Регенера-
ция растений наиболее успешно проходила на средах МС 
с добавлением кинетина 0,5 мг/л и НУК 0,5 мг/л, тогда 
как безгормональная среда практически не обеспечивала 
морфогенеза. Наиболее отзывчивыми оказались генотипы 
58/56, 68/64, 34/32 и 5/30, демонстрировавшие высокий 
уровень эмбриогенеза и регенерации, тогда как генотип 
8/43 полностью не реагировал на условия индукции. 
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ABSTRACT

Androgenesis in anther culture is a promising method for the accelerated production of homozygous wheat (Triticum 
aestivum L.) lines; however, the widespread application of this technology is limited by strong genotype dependence and low 
regeneration efficiency. The aim of this study was to optimize the conditions for androgenesis induction and plant regeneration 
by selecting the appropriate culture medium and hormonal composition. Twelve medium variants based on N6, C17, and MS 
were tested with the addition of different concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). The highest embryogenic 
activity was observed on media containing 2.0 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L kinetin, particularly on N6 and C17 bases. Plant 
regeneration also varied depending on the conditions, with the highest efficiency observed on hormonal media containing 
auxin and cytokinin combinations. The results confirm the necessity of a comprehensive selection of medium components 
and demonstrate that the proper combination of nutrients and phytohormones can significantly increase the yield of embryoids 
and viable regenerants.

Keywords: androgenesis, anther culture, wheat (Triticum aestivum L.), culture medium, phytohormones, plant regeneration.
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ТҮЙІН

Тозаңқап мәдениетіндегі андрогенез бидайдың (Triticum aestivum L.) гомозиготты линияларын жедел алу үшін бо-
лашағы зор әдіс болып табылады, алайда бұл технологияны кеңінен қолдану генотипке күшті тәуелділік пен регене-
рация тиімділігінің төмендігімен шектеледі. Зерттеудің мақсаты – андрогенез индукциясы мен өсімдіктердің регене-
рациясын оңтайландыру үшін қоректік орта мен гормондық құрамды іріктеу. Жұмыста N6, C17 және МС негізіндегі 
12 орта нұсқасы әртүрлі концентрациядағы 2,4-дихлорфеноксиқышқылы (2,4-Д) қосып зерттелді. Ең жоғары эмбри-
огендік белсенділік құрамында 2,0 мг/л 2,4-Д және 0,5 мг/л кинетин бар, әсіресе N6 және C17 негізіндегі орталарда 
байқалды. Өсімдіктердің регенерациясы да жағдайларға байланысты өзгерді, ең жоғары тиімділік ауксин мен цитоки-
нин комбинациясы бар гормондық орталарда тіркелді. Алынған нәтижелер ортаның компоненттерін кешенді таңдау-
дың қажеттілігін растайды және қоректік орта мен фитогормондардың дұрыс үйлесімі эмбриоидтар мен өміршең ре-
генеранттардың шығымын айтарлықтай арттыра алатынын көрсетеді.

Кілт сөздер: андрогенез, тозаңқап мәдениеті, бидай (Triticum aestivum L.), қоректік орта, фитогормондар, өсімдік 
регенерациясы.
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