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Мета. Проаналізувати рівень плоїдності рос-

лин-регенерантів тритикале озимого, отриманих 

шляхом селекції in vitro на стійкість до осмоти-

чного та сольового стресів. Методи. Методами 

цитологічного аналізу та проточної цитометрії 

визначено рівень плоїдності рослин-

регенерантів тритикале озимого, отриманих 

методом клітинної селекції на стійкість до абіо-

тичних стресів. Результати. Показана сомак-

лональна мінливість стійких до осмотичного та 

сольового стресів рослин-регенерантів тритика-

ле озимого за рівнем плоїдності. Виявлена ци-

тологічна нестабільність регенерантів, яка вияв-

ляється наявністю анеуплоїдних рослин. Росли-

ни з анеуплоїдним набором хромосом (38–41) 

характеризувалися зниженою життєздатністю та 

аномальним розвитком генеративних органів, 

тому внаслідок цього у них не було сформовано 

повноцінного колосу, а також не отримано 

насіння. Висновки. Серед отриманих регенеран-

тів переважну більшість складали еуплоїди, що 

свідчить про селективну перевагу гексаплоїдних 

клітин до морфогенезу. 

Ключові слова: Triticale, рослини-регенеранти, 

цитологічний аналіз, анеуплоїди, абіотичні 

стреси. 

 

Однією з перспективних культур для сіль-

ськогосподарського виробництва є міжвидовий 

амфідиплоїдний гібрид пшениці і жита – трити-

кале (×Triticosecale Wittm. & A. Camus), який 

поєднує цінні господарські та біологічні харак-

теристики, притаманні вихідним видам [1]. 

Водночас наявні сорти і селекційні форми три-

тикале недостатньо пластичні через обмежене 

генетичне різноманіття вихідного матеріалу [2]. 

Важливе значення для селекційного вдоскона-

лення тритикале має його стійкість до абіотич-

них стресових чинників довкілля, зокрема до 

посухи та засолення ґрунтів [3, 4], що дозволяє 

розширити його посіви в районах із несприят-

ливими кліматичними умовами. Посуха призво-

дить до виникнення водного дефіциту в ґрунті і 

відповідно в рослинах, викликаючи у них осмо-

тичний стрес [5]. Шкідлива дія засолення має 

комплексний характер і зумовлена як порушен-

ням осмотичного балансу клітини, так і прямим 

токсичним впливом на фізіологічні та біохімічні 

процеси в клітині [6]. Часто рослини піддаються 

дії одночасно кількох стресорів, при цьому їх 

негативний вплив значно посилюється [5, 6].  

На сьогодні в дослідженні стійкості рос-

лин до різних стресових чинників перспектив-

ним є застосування культури клітин  in vitro, 

оскільки це дає змогу вивчати дію селективних 

чинників на клітину в суворо контрольованих 

умовах культивування, виключати складні ко-

релятивні взаємовідношення між різними орга-

нами і тканинами і, як наслідок, полегшувати 

дослідження самого процесу дії стресового чин-

ника на клітинний метаболізм. Встановлено, що 

абіотичні стресори індукують мінливість та 

нестабільність геному в культурі in vitro, яка 

виявляється на різних рівнях досліджень [7, 8]. 

Відомо також, що цитогенетичні зміни клітин 

калюсів зумовлюють мінливість індукованих із 

них рослин-регенерантів. На цитологічному 

рівні показано, що концентрації хлористого 

натрію (0,2 та 0,4 %), які інгібують ріст, викли-

кають дестабілізацію генетично стабільної дип-

лоїдної тканини Crepis capillaries [9], яка прояв-

лялася у появі значного числа анеуплоїдних та 

поліплоїдних клітин. У ряді праць показано, що 

в умовах дії осмотичних речовин відбувається 

зниження мітотичної активності клітин, що су-

проводжується значними морфологічними та 

цитохімічними змінами ядер та ядерець [7, 10, 

11]. Значний цитотоксичний ефект маніту вста-

новлено пру процесі дослідження калюсних 

культур Triticum aestivum L. [11], коли було ви-



 
 
 

Пикало С.В., Дубровна О.В 

306 ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2018. Том 22 
 

явлено хромосомні аберації та аномалії мітозу, 

пов’язані з порушеннями веретена поділу. Ав-

торами підтверджено, що більшість рослин-

регенерантів, індукованих із стійких калюсних 

ліній, є гексаплоїдними, однак було виявлено і 

анеуплоїдні форми.  

Варто зазначити, що особливості цитоге-

нетичної мінливості клітинних культур та рос-

лин-регенерантів тритикале за дії абіотичних 

стресорів практично не досліджені, тому їх ви-

вчення сприятиме встановленню специфічних 

генетичних механізмів, які зумовлюють мінли-

вість у процесі клітинної селекції, та отриманню 

стрес-стійких форм. 

У зв’язку з цим метою нашої роботи було 

проаналізувати рівень плоїдності рослин-

регенерантів тритикале озимого, отриманих 

шляхом селекції in vitro на стійкість до осмоти-

чного та сольового стресів. 

 

Матеріали і методи  

Матеріалом досліджень були рослини-

регенеранти озимого гексаплоїдного тритикале 

лінії 38/1296, отримані шляхом прямої та ступі-

нчастої селекції in vitro на стійкість до осмотич-

ного [12] та сольового [13] стресів. 

Цитогенетичний аналіз рослин-

регенерантів проводили в клітинах кореневої 

меристеми за стандартною методикою давлених 

препаратів. Матеріал фіксували в суміші етанол 

(льодяна оцтова кислота (3:1) протягом доби в 

холодильнику за температури 4°С) і переносили 

у 70%-й етанол. Від фіксатора зразки відмивали 

кілька разів у дистильованій воді, переносили 

для мацерації у 5N розчин HCl кімнатної темпе-

ратури на 30 хв., після чого відмивали у дисти-

льованій воді і фарбували 

2%-м лактопропіоновим орсеїном протягом 

доби за кімнатної температури. Готували тим-

часові давлені препарати в 45%-му розчині оц-

тової кислоти. У кожній рослині аналізували по 

10–15 метафаз.  

Для вивчення рівня плоїдності регенеран-

тів використовували також метод проточної 

цитометрії. Дослідження проводили на автома-

тичному аналізаторі «Partec» (Німеччина), який 

дозволяє визначити вміст ядерної ДНК і плоїд-

ність декількох сотень тисяч ядер за 2–3 хвили-

ни. Визначення вмісту ядерної ДНК проводило-

ся способом lg 2, за якого клітинам різного рів-

ня плоїдності відповідає свій пік на гістограмі. 

Експериментально отримані дані обробляли 

методами статистичного аналізу [14]. 

Результати та обговорення  

Раніше нами вже був досліджений цито-

логічний ефект дії сублетальних концентрацій 

маніту (0,6М) та хлориду натрію (1,2 %) на клі-

тини калюсів тритикале протягом 6 пасажів 

культивування in vitro [15, 16]. Слід зазначити, 

що калюси, культивовані на живильних середо-

вищах без селективного чинника, характеризу-

ються стабільно-гетерогенною структурою клі-

тинної популяції, де близько 70–88 % складають 

гексаплоїдні клітини за наявності певного пулу 

анеуплоїдних клітин (5–9 %), диплоїдних (2–

6 %), триплоїдних (2–4 %), тетраплоїдних (3–

7 %) та незначної кількості (до 3 %) поліплоїд-

них клітин. Калюсні культури, які  вирощували-

ся на селективних середовищах як із 0,6 М мані-

ту, так і 1,2 % NaCl, також характеризувалися 

гетерогенною структурою клітинних популяцій. 

За культивування калюсів на селективних сере-

довищах протягом 6 пасажів у клітинних попу-

ляціях за рахунок зменшення числа гексаплоїд-

них клітин було помічено достовірне збільшен-

ня кількості анеуплоїдних клітин, що більш ніж 

у 2 рази перевищувало цей показник у контролі. 

Також було виявлено достовірне підвищення 

числа диплоїдних та тетраплоїдних клітин. Крім 

того, встановлено, що сублетальні концентрації 

стресових чинників спричиняють кластогенний 

ефект та викликають турбагенні порушення в 

клітинах калюсів. Таким чином, цитогенетич-

ний аналіз показав високий ступінь гетероген-

ності та значні відмінності за цитологічними 

показниками між калюсними культурами, куль-

тивованими на селективних і контрольному 

середовищах. За культивування калюсів на се-

лективних середовищах як з манітом, так і хло-

ридом натрію спостерігалося достовірне підви-

щення частоти сегрегації геномів, що проявля-

лося збільшенням популяцій клітин із зменше-

ним відносно модального числом хромосом. 

Частота сегрегації зростала із збільшенням три-

валості культивування. 

Розроблена нами система культивування 

дозволила вже у першому пасажі після перене-

сення стійких форм на регенераційне середови-

ще отримати регенеранти (рис. 1). 

Відомо, що рівень плоїдності рослин-

регенерантів відображає ступінь гетерогенності 

клітинних популяцій калюсних культур [17–19]. 

Під час цитологічного аналізу отриманих реге-

нерантів були виявлені рослини різного рівня 

плоїдності (табл.). 
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а                                               б 

Рис. 1. Регенерація із стійких до абіотичних стресових чинників калюсних культур тритикале: а – стійких 

до 0,6 М маніту; б – стійких до 1,2 % хлориду натрію. 

 

Таблиця. Плоїдність рослин-регенерантів R0 тритикале, отриманих шляхом селекції in vitro на 

стійкість до водного дефіциту та засолення 

Клітинна лінія  
Кількість вивчених 

регенерантів, шт. 
Гексаплоїди, шт. 

Анеуплоїди, 

шт. 

Регенеранти, отримані із осмостійких клітинних ліній 

1Л/ос 5 5 – 

2Л/ос 8 7 1 

3Л/ос 11 9 2 

4Л/ос 6 5 1 

5Л/ос 13 11 2 

Регенеранти, отримані із солестійких клітинних ліній 

1Л/сл 6 5 1 

2Л/сл 9 8 1 

3Л/сл 5 5 – 

4Л/сл 14 11 3 

5Л/сл 11 9 2 

 
Оскільки через відсутність клітин, що ді-

ляться, у багатьох випадках визначення рівня 

плоїдності клітин взагалі неможливе, то не тіль-

ки підрахунок числа хромосом, але й пошук 

якісних метафазних пластинок займає багато 

часу. Крім того, наявність анеуплоїдних клітин 

може бути викликана артефактами приготуван-

ня цитологічних препаратів. У зв’язку з цим 

нами для підтвердження даних цитологічного 

аналізу був використаний метод проточної ци-

тометрії, який також виявив наявність рослин 

різного рівня плоїдності (рис. 2). 

Було підтверджено, що більшість рослин-

регенерантів, індукованих із стійких калюсних 

ліній, є гексаплоїдними, однак виявлено й анеу-

плоїдні форми. Серед 43 вивчених рослин, 

отриманих із осмостійких клітинних ліній, 37 

виявилися гексаплоїдами, а 6 – анеуплоїдами. 

Серед 45 вивчених рослин, отриманих із солес-

тійких клітинних ліній, 38 виявилися гексаплої-

дами, а 7 – анеуплоїдами. При цьому анеуплоїд-

ні форми мали число хромосом 38–41. 

Під час подальшого культивування та 

укорінення регенерантів із гексаплоїдним набо-

ром хромосом фенотипових відмінностей від 

вихідного морфотипу не було виявлено. Росли-

ни з анеуплоїдним набором хромосом характе-

ризувалися зниженою життєздатністю та анома-

льним розвитком генеративних органів. Тому 

внаслідок цього у них не було сформовано пов-

ноцінного колосу, а також не отримано насіння 

(рис. 3). 

Таким чином, у наших дослідженнях з 

отриманих рослин-регенерантів переважну бі-

льшість складали еуплоїди, що свідчить про 

селективну перевагу гексаплоїдних клітин до 

морфогенезу. Слід зазначити, що рослини різно-

го рівня плоїдності були також отримані за ре-
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генерації зі стійких до комплексу стресових 

чинників (у тому числі до осмотичного стресу) 

калюсних культур пшениці [11]. Відомо, що 

культура тритикале, як штучно синтезований 

амфідиплоїд, сама по собі характеризується 

певною цитогенетичною нестабільністю.  

Специфічні умови культивування тканин 

in vitro спричиняють підвищення частоти появи 

клітин із каріологічними змінами, що призво-

дить до утворення регенерантів із різними гене-

тичними порушеннями, в тому числі значним 

варіюванням числа хромосом у клітинах. 
 

 
а 

 
б 

Рис. 2. Гістограми розподілу інтерфазних ядер за вмістом ДНК гексаплоїдної (а) та анеуплоїдної (б) рос-

лини-регенеранта тритикале. 

 

     
Рис. 3. Аномалії формування генеративних органів в індукованих рослин-регенерантів тритикале з анеу-

плоїдним числом хромосом. 
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Висновки 

Таким чином, нами показана цитологічна 

нестабільність регенерантів тритикале, отрима-

них із стійких до осмотичного та сольового 

стресу калюсних культур, що проявлялася в 

гетерогенності рослин за рівнем плоїдності, 

зокрема появою анеуплоїдних рослин. Цитоло-

гічний аналіз засвідчив, що серед отриманих у 

результаті селекції in vitro рослин-регенерантів 

переважну більшість складали еуплоїди, що 

свідчить про селективну перевагу гексаплоїдних 

клітин до морфогенезу. Рослини з анеуплоїдним 

набором хромосом (38–41) характеризувалися 

зниженою життєздатністю та аномальним роз-

витком генеративних органів, внаслідок чого у 

них не було сформовано повноцінного колосу, а 

також не отримано насіння. 
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THE PLOIDY LEVEL OF TRITICALE PLANT REGENERANTS, OBTAINED BY IN VITRO SELECTION 

FOR RESISTANCE TO ABIOTIC STRESSES 

Aim. To analyze the ploidy level of plant regenerants of winter triticale, obtained by in vitro selection for resistance to 

osmotic and salt stresses. Methods. By cytological analysis and flow cytometry methods there was determined the ploi-

dy level in the plant regenerants of winter triticale obtained by in vitro selection for resistance to abiotic stresses. Re-

sults. The somaclonal variability of plant regenerants of winter triticale resistant to osmotic and salt stresses by ploidy 

level was observed. The cytological instability of resistant’s regenerants was revealed that was due in appearance of 

aneuploidy plants. Plants with aneuploid chromosome set (38–41) were characterized by reduced viability and abnormal 

generative organs resulting they are not formed normal ears and not received seeds. Conclusions. Among the obtained 

regenerants euploids were in most cases indicating a selective advantage of hexaploid cells in ability to morphogenesis. 

Keywords: Triticale, plant regenerants, cytological analysis, aneuploids, abiotic stresses. 
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