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Аннотация

Производство удвоенных гаплоидов (УГ) in vitro – ускоренный 
способ создания чистых линий для селекции коммерческих F1 гиб-
ридов. Наиболее распространенный метод производства удво-
енных гаплоидов у растений рода Beta, главным образом свек-
лы сахарной, – культура изолированных семязачатков (гиногенез). 
Недостатки гиногенного способа производства УГ: высокая тру-
доемкость вследствие ручной изоляции и инокуляции семязачат-
ков на питательную среду и высокая вероятность развития сома-
тических клонов из тканей, окружающих зародышевый мешок се-
мязачатка. Значимая альтернатива для исключения описанных не-
достатков – культура изолированных микроспор (КИМ). Однако на 
настоящий момент протоколов рутинного производства УГ свек-
лы столовой в культуре изолированных микроспор не разработа-
но. Цель исследования: изучение факторов, влияющих на каллу-
согенез в культуре изолированных микроспор свеклы столовой, 
и выявление оптимальных условий культивирования микроспор in 
vitro. В работе нами изучена связь размера бутона, стадии разви-
тия микроспор с частотой каллусогенеза методом микроскопиро-
вания и культивирования в питательной среде микроспор, выде-
ленных из бутонов различной длины в пределах 1,2–2,7 мм с шагом 
в 0,3 мм. Культивированием микроспор на питательной среде NLN 
с добавлением 2,4-Д 0,1 мг/л, НУК 0,1 мг/л, 130 г/л сахарозы и на 
среде NLN без добавления регуляторов роста, содержащей 130 г/л 
сахарозы, исследовали влияние питательной среды, температуры 
культивирования и экспозиции температурной обработки на час-
тоту каллусогенеза изолированных микроспор свеклы столовой. 
В результате исследования установлены размеры цветковых бу-
тонов 1,2–1,5 мм, содержащие наиболее отзывчивые микроспоры 
одноядерной стадии развития, и питательная среда NLN с добав-
лением 130 г/л сахарозы, 0,1 мг/л 2,4-Д и 0,1 мг/л НУК, обеспечи-
вающая наибольший выход каллуса в культуре изолированных мик-
роспор свеклы столовой. Показано, что при примененных условиях 
температурная обработка изолированных микроспор при разной 
экспозиции при 32,5 °C не индуцирует эмбриогенез микроспор.
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Abstract

Doubled haploids (DH) production in vitro is an accelerated way 
to create pure lines for breeding commercial F1 hybrids. The most 
common method for the production of doubled haploids in plants of 
the genus Beta, mainly sugar beet, is the culture of isolated ovules 
(gynogenesis). The disadvantages of the gynogenic method for the 
DH production are high labor intensity due to manual isolation and 
inoculation of ovules on a nutrient medium and a high probability 
of development of somatic clones from the tissues surrounding 
the embryo sac. To eliminate the described disadvantages, the 
culture of isolated microspores is a signifi cant alternative. However, 
protocols for the routine DH production of red beet in culture of 
isolated microspores have not yet been developed. The aim of 
this study was to study the factors aff ecting callusogenesis in the 
culture of isolated red beet microspores and to identify the optimal 
conditions for their cultivation in vitro. Microspores were isolated 
from buds 1,2–2,7 mm with a step of 0,3 mm to study the relationship 
between the bud size and the stage of microspores development 
with the frequency of callusogenesis and 1,2–1,5 mm to study of 
the nutrient medium eff ect, cultivation temperature and the eff ect of 
exposure to heat treatment at 32,5 °C on callusogenesis of isolated 
red beet microspores. Microspores were cultivated on NLN nutrient 
medium supplemented with 2,4-D 0,1 mg/l, NAA 0,1 mg/l, 130 g/l 
sucrose and on NLN medium without the growth regulators addition 
containing 130 g/l sucrose. As a result of the study, the sizes of fl ower 
buds were found to be 1,2–1,5 mm, containing the most responsive 
microspores of the mononuclear stage of development to IMT, and 
the nutrient medium NLN with the addition of 130 g/l of sucrose, 
0,1 mg/l of 2,4-D and 0,1 mg/l NAA, providing the highest yield of 
microsporogenic callus. It has been shown that under the applied 
conditions, thermal treatment of isolated microspores at diff erent 
exposures at 32,5 °C does not induce microspore embryogenesis.

Key words: Beta vulgaris, DH-technologies, androgenesis, isolated 
microspore, callogenesis, callus, doubled haploids, red beet.
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Производство удвоенных гапло-
идов in vitro – ускоренный спо-
соб создания инбредных ли-

ний, необходимых для селекции F1 
гибридов. В отличие от классическо-
го инбридинга и отбора, время созда-
ния гомозиготных линий свеклы (Beta 
vulgaris) с помощью гаплоидных тех-
нологий сокращается с 5–6 до 2 по-
колений. Наиболее распространен-
ный путь развития, используемый при 
производстве удвоенных гаплоидов 

у представителей рода Beta, это ги-
ногенез. Гиногенез – трудозатратный 
метод создания удвоенных гаплоидов, 
требующий кропотливой ручной изо-
ляции семязачатков. Еще один недо-
статок гиногенеза – вероятность раз-
вития соматических клонов из тканей, 
окружающих зародышевый мешок, 
что требует разработки эффективных 
молекулярно-генетических методов 
дифференциации удвоенных гаплои-
дов от клонов материнского растения. 

Устранить описанные выше недостат-
ки потенциально может позволить тех-
нология производства удвоенных гап-
лоидов в культуре изолированных мик-
роспор. Однако протоколов для рутин-
ного производства удвоенных гаплои-
дов свеклы столовой для генетических 
исследований и селекции коммер-
ческих гибридов пока не представле-
но. В связи с этим разработка эффек-
тивной УГ-технологии растений рода 
Beta – актуальная задача, и перспек-
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тивные исследования особенностей 
андрогенеза в культуре изолирован-
ных микроспор должны решить ее.

Производство гаплоидов путем 
андрогенеза успешно применяют 
у многих видов растений, однако ис-
следования по индукции гаплоидии 
в культуре изолированных пыльни-
ков или микроспор у свеклы сахар-
ной и свеклы столовой, приводили 
только к формированию проэмбрио-
идных структур, которые иногда фор-
мировали каллус и/или корни [1, 2, 3, 
4] либо неукорененные розетки лис-
тьев [5].

В связи с этим целью данного ис-
следования было изучение влияния 
различных факторов на отзывчивость 
образцов свеклы столовой в культу-
ре изолированных микроспор и под-
бор оптимальных условий культиви-
рования. В задачи исследования вхо-
дило изучение связи размера бутона 
и стадии развития микроспор, пита-
тельной среды, температурной об-
работки при 32,5 °C на каллусогенез 
изолированных микроспор свеклы 
столовой.

Условия, материалы и методы 
исследований

Исследования проводили в 2018, 
2019, 2021 годах. В качестве рас-

тительного материала использова-
ли 6 образцов свеклы столовой, пре-
доставленных ООО «Селекционная 
станция имени Н.Н. Тимофеева»: 
гибрид RC × Д 2, селекционный обра-
зец Б1, семьи – П2, ДТ 2, 6/1, ДТ 23/1. 
Растения генотипов Б1, П2, ДТ 2, 6/1, 
ДТ 23/1 были выращены и подготов-
лены в условиях открытого грунта, 
RC × Д2 – в условиях защищенного 
грунта.

Стадию развития микроспор оп-
ределяли микроскопированием кле-
ток пыльников, выделенных из бу-
тонов размером 1,2–2,7 мм с шагом 
в 0,3 мм. Для определения стадии 
развития микроспор использовали 
флуоресцентную микроскопию, пре-
параты микроспор окрашивали кра-
сителем DAPI (4,6-диамидино-2-фе-
нилиндол дигидрохлорид) [6, 7].

Стерилизацию бутонов прово-
дили в течение 30 секунд 70%-ным 
спиртом, далее в течение 10 мин. 
3%-ным раствором NaOCl с добав-
лением нескольких капель tween-20. 
Дальнейшие манипуляции проводи-
ли в условиях ламинар-бокса.

Микроспоры выделяли по ме-
тодике Байдиной и Монахоса [8] 
и Монахоса и Чистовой с модифика-
циями [9], культивировали их на пи-

тательной среде NLN-13 без добав-
ления регуляторов роста и с добав-
лением 2,4-Д 0,1 мг/л, НУК 0,1 мг/л.

Результаты исследований
При цитологических исследова-

ниях микроспор были выделены сле-
дующие стадии их развития в зави-
симости от размера бутонов:
1. 1,2–1,5 мм – тетрады и одноядер-
ные микроспоры (рис. 1);
2. 1,8–2,1 мм – одноядерная и двуя-
дерная пыльца с примесью единич-
ных трехъядерных пыльцевых зерен 
(рис. 2);
3. 2,3–2,7 мм – двуядерная, трехъ-
ядерная пыльца (рис. 3).

Изучение влияния размера бу-
тона и стадии развития микроспор 
на частоту каллусогенеза проведено 
с использованием образцов RC × Д2, 
Б1, П2. Опыт заложен в пяти-восьми-
кратной повторности в чашках Петри 
диаметром 90 мм, по 10 мл суспен-
зии в каждой чашке. Микроспоры 
культивировали на питательной сре-
де NLN-13 без добавления регуля-
торов роста и с добавлением 2,4-Д 
0,1 мг/л, НУК 0,1 мг/л (табл. 1).

На питательной среде NLN-13 
с добавлением 2,4-Д 0,1 мг/л, НУК 
0,1 мг/л образцы RC × Д2 и Б1 фор-
мировали каллус только из микро-
спор, выделенных из бутонов разме-
ром 1,2–1,5 мм (рис. 4), образец П2 
формировал каллус из микроспор, 
выделенных из бутонов размером 
2,3–2,7 мм и из бутонов размером 
1,8–2,1 мм. На среде NLN-13 без до-
бавления регуляторов роста образец 
RC × Д2 формировал каллус только 
из микроспор, выделенных из буто-
нов размером 1,2–1,5 мм, образец 
Б1 не формировал каллус ни в од-
ном из вариантов опыта, образец П2 

Таблица 1. Связь размера бутона и каллусогенеза в культуре изолированных микроспор 
на среде NLN-13 без добавления регуляторов роста (б.д.) и с добавлением 2,4-Д 0,1 
мг/л, НУК 0,1 мг/л (с.д.)

Образец

Число чашек Петри с формирующимся каллусом, шт.

1,2-1,5 мм 1,8-2,1 мм 2,3-2,7 мм

б.д. с.д. б.д . с.д. б.д. с.д. 

RC × Д2 1 7 0 0 0 0

Б1 0 2 0 0 0 0

П2 0 0 0 4 1 4

Рис. 1. Тетрады микроспор свеклы 
столовой

Рис. 2. Одноядерная стадия развития 
микроспор свеклы столовой

Рис. 3. Двуядерная стадия развития 
пыльцы свеклы столовой

Рис 1 Тетрады микроспор свеклы Рис 2 Одноядерная стадия развития Рис 3 Двуядерная стадия развития
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формировал каллус из микроспор, 
выделенных из бутонов размером 
2,3–2,7 мм.

Прослеживается общая тенден-
ция в отзывчивости микроспор на 
введение в культуру in vitro – наибо-
лее отзывчивы на культивирова-
ние микроспоры стадии тетрад и од-
ноядерной, выделенные из буто-
нов размером 1,2–1,5 мм. По дан-
ным Gorecka et al., для культуры изо-
лированных микроспор и пыльников 
свеклы столовой оптимален раз-
мер бутонов 1,3–1,5 мм, которые со-
держат около 80% микроспор од-
ноядерной стадии развития и око-
ло 15% двуядерной стадии, что яв-
ляется наиболее оптимальным для 
культуры изолированных микроспор 
и пыльников у большинства куль-
тур [10]. Гонтаренко и Герасименко 
при изучении культуры изолирован-
ных пыльников у сахарной свеклы оп-
ределили, что оптимальной стади-
ей развития микроспор для культуры 
пыльников также является одноядер-
ная стадия [11]. В нашем исследо-
вании наблюдается схожая тенден-
ция, микроспоры одноядерной ста-
дии, выделенные из бутонов разме-
ром 1,2–1,5, обладали наибольшей 
склонностью к каллусогенезу, при-
чем на среде с добавлением NLN-
13 2,4-Д 0,1 мг/л, НУК 0,1 мг/л отзыв-
чивость микроспор была выше, отче-
го можно сделать вывод о необходи-
мости добавления регуляторов роста 
в питательные среды для культиви-
рования изолированных микроспор 
свеклы столовой.

Исследование по влиянию тем-
пературы культивирования на каллу-
согенез изолированных микроспор 
проведено с использованием четы-

Таблица 2. Влияние температуры культивирования микроспор в течение двух суток на 
частоту каллусогенеза

Образец
Число чашек Петри с формирующимся каллусом, шт.

+1±0,1 °С +24±0,1 °С +32,5±0,1 °С + 40±0,1 °С

Б1 1 0 1 0

ДТ 2 0 0 0 0

6/1 0 0 0 0

ДТ 23/1 0 0 1 0

Таблица 3. Влияние продолжительности культивирования при температуре 32,5 °С на 
частоту каллусогенеза изолированных микроспор свеклы столовой

Образец
Число чашек Петри с формирующимся каллусом, шт.

2 сут. 4 сут. 6 сут. 8 сут. 10 сут.

RC×Д2 3 0 0 0 4

Б1 0 1 0 0 1

П2 0 1 1 2 0

Рис. 4. Каллус, полученный в культуре изо-
лированных микроспор свеклы столовой

рех генотипов свеклы столовой: Б1, 
ДТ 2, 6/1, ДТ 23/1. Для исследова-
ния отбирали бутоны размером 1,2–
1,5 мм. Изолированные микроспо-
ры культивировали на питательной 
среде NLN-13 с добавлением 2,4-
Д 0,1 мг/л, НУК 0,1 мг/л, 130 г/л са-
харозы и pH 5,8. Опыт был заложен 
в восьми-двадцатикратной повтор-
ности в чашках Петри диаметром 
90 мм по 10 мл суспензии в каждой 
чашке.

При температуре культивиро-
вания в течение первых двух сут. 
32,5±0,1 °C каллус формировали два 
образца из 4 изученных – Б1 и ДТ 
23/1, а при температуре 1±0,1 °C 
один образец – Б1. При температуре 
24±0,1 °C и 40±0,1 °C каллус не фор-
мировал ни один из образцов.

Гонтаренко и Герасименко [11] 
показали, что предобработка экс-
плантов с использованием низкотем-
пературного стресса (4–8 °C) в тече-
ние 3–15 суток является фактором, 
инициирующим переход микроспор 
свеклы сахарной с гаметофитного на 
спорофитный путь развития, тогда 
как предобработка высокими темпе-
ратурами (30–32 °C) не дает положи-
тельных результатов. В нашем иссле-
довании каллус формировался при 
температуре 1±0,1 °C и 32,5±0,1 °C 
(табл. 2), однако полученных дан-
ных недостаточно для установления 
оптимальной температуры теплово-
го шока для культуры изолированных 
микроспор свеклы столовой, необхо-
димы дальнейшие исследования.

Исследование влияния экспози-
ции температурной обработки при 
32,5 °C на каллусогенез изолиро-
ванных микроспор проведено с ис-
пользованием 3-х генотипов свеклы 
столовой: RC × Д2, Б1, П2 (табл. 3).

Отбирали бутоны длиной 1,2–1,5 мм. 
Микроспоры культивировали на пи-
тательной среде NLN-13 с добавле-
нием 2,4-Д 0,1 мг/л, НУК 0,1 мг/л, 
130 г/л сахарозы и pH 5,8. Опыт был 
заложен в 5–8-кратной повторности 
в чашках Петри диаметром 90 мм, по 
10 мл суспензии в каждой чашке.

Изолированные микроспоры 
формировали каллус во всех вари-
антах опыта, общей закономерности 
при разной продолжительности тем-
пературной обработки не выявлено, 
выделить оптимальную продолжи-
тельность культивирования для всех 
генотипов по результатам исследо-
вания нельзя, в связи с чем требуют-
ся дополнительные исследования.

Выводы
Анализ отзывчивости у шести об-

разцов свеклы столовой в культуре 
изолированных микроспор показал, 
что все генотипы отзывчивы на куль-
тивирование изолированных микро-
спор (формируют каллус). Во всех 
вариантах экспериментов наблюда-
ли только каллусогенез, эмбриоиды 
из изолированных микроспор свеклы 
столовой не развивались. Наиболее 
отзывчивы на культивирование in vitro 
микроспоры, выделенные из буто-
нов длиной 1,2–1,5 мм. Оптимальная 
стадия для культуры изолированных 
микроспор свеклы столовой – од-
ноядерная. Питательная среда NLN 
с добавлением 130 г/л сахарозы, 
0,1 мг/л 2,4-Д и 0,1 мг/л НУК обес-
печивает наибольший выход каллуса 
из изолированных микроспор свек-
лы столовой. Зависимости каллусо-
генеза от температуры культивиро-
вания микроспор в течение первых 
двух суток, а также экспозиции тем-
пературной обработки при 32,5 °C не 
выявлено.

Рис 4 Каллус полученный в культуре изо-
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