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Изучали возможность прогнозирования плоидности клеток, являющихся источниками растений-
регенерантов в культуре пыльников in vitro. На примере льна масличного показано, что таким спо-
собом может быть проведение анализа популяции растений-регенерантов на наличие расщепления 
по маркерному признаку с простым генетическим контролем. Если источником происхождения 
регенерантов являются микроспоры, то в их потомстве наблюдается расщепление по маркерному 
признаку, совпадающее с расщеплением по этому признаку на уровне гамет. В случае если источником 
происхождения растений-регенерантов являются спорофитные ткани, то расщепление не наблюда-
ется. Предлагаемый подход может быть применим при культивировании не только пыльников, но и 
семяпочек, а также на любом виде растений, у которых эти структуры используются для получения 
удвоенных гаплоидов.
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УДК 57.085.2 

ВВЕДЕНИЕ

Такой биотехнологический прием, как 
культура пыльников, уже давно и успешно 
используется для получения константного гене-
тического материала (Ницше, Венцель, 1980). 
При этом создание линий на базе гибридов F1 
с применением биотехнологии достигается в 
течение одного поколения, тогда как при тра-
диционной селекции на это уходит обычно 4–6 
лет. Культура пыльников нашла применение 
и для получения удвоенных гаплоидов льна, 
который является важной культурой во многих 
странах с умеренным климатом и возделывается 
как для получения натуральных волокон, так и 
для производства льняного масла  (Bergmann, 
Friedt, 1997; Поляков, 1998).

При получении дигаплоидных линий в 
культуре пыльников, независимо от изучаемого 
объекта, важно знать плоидность клеток, явля-
ющихся источником их происхождения. Появ-
ляющиеся на пыльниках новообразования либо 

в виде каллуса, либо в виде эмбриоидов могут 
образовываться как из гаметофитной ткани, 
так и из спорофитной (Ницше, Венцель, 1980; 
Rajender, Vaidyanath, 1999). Новообразования, 
полученные из спорофитной ткани, не представ-
ляют практического интереса в плане создания 
дигаплоидных линий, поскольку повторяют 
генетические свойства исходного родителя. При 
получении регенерантов в культуре пыльников 
важны растения, ведущие происхождение от 
гаплоидных структур (микроспор), поскольку 
именно они являются генетически уникаль-
ными и в случае удвоения набора хромосом 
обладают полной гомозиготностью. 

В настоящее время путей определения 
плоидности растений, получаемых при куль-
тивировании пыльников, значительно больше, 
чем способов выявления плоидности клеток, 
являющихся источником новообразований и 
получаемых из них растений. Для установления 
плоидности растений-регенерантов используют 
как прямые, так и косвенные методы. В первом 
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случае непосредственно подсчитывают коли-
чество хромосом на метафазных пластинках 
(Ницше, Венцель, 1980; Паушева, 1988) или 
определяют количество ДНК в клетках на со-
ответствующем оборудовании (Bohanec, 2003; 
Claveria et al., 2005), а во втором – используют 
различные характери стики клеток, тканей 
и растения в целом, тесно коррелирующие 
с плоидностью растительного организма. К 
таковым относят количество хлоропластов в 
замыкающих клетках устьиц и в клетках основ-
ных тканей (Qin, Rotino, 1995; Давыдова, 2008), 
размер клеток тканей, а также их количество на 
единицу площади (Котлярова, 2010; Сорока, 
2013), морфологию цветка и целого растения 
(Муравлев, Кривошеева, 1999; Малецкая и др., 
2009), размер семян и зародышей (Bouvier et 
al., 1992; Kita et al., 2001), флотацию в растворе 
соляной кислоты или в культуральной среде 
(Aalders, 1958; Lotfi , Salehi, 2008).

Отчасти вышеперечисленные методы оцен-
ки плоидности растений-регенерантов могут 
быть использованы и для выяснения природы 
клеток, из которых эти растения были полу-
чены. Однако однозначный ответ может быть 
дан лишь в случае гаплоидности растения-
регенеранта. Когда же растения, полученные в 
культуре пыльников, имеют удвоенный набор 
хромосом, даже метод подсчета количества 
хромосом в клетках тканей не позволяет выяс-
нить плоидность клетки, давшей начало ново-
образованию. Это объясняется тем, что часто 
растения, источником происхождения которых 
были гаплоидные микроспоры, на момент про-
ведения цитологического анализа уже имеют 
удвоенный набор хромосом за счет спонтанного 
удвоения их количества в условиях in vitro, и 
эти растения с помощью такого анализа уже 
невозможно отличить от растений-регенеран-
тов, инициированных из спорофитных тканей. 
Например, при культивировании пыльников 
рапса в определенных условиях лишь 10–15 % 
растений-регенерантов являются гаплоидами, 
остальные же растения – уже спонтанные удво-
енные гаплоиды (Муравлев, Кривошеева, 1999). 
Использование же цитологического анализа на 
самых ранних этапах формирования новообра-
зований ограничено высокой вероятностью их 
повреждения или гибели из-за малого размера 
этих структур.

Ограниченность подходов, позволяющих 
определять плоидность клеток, являющихся 
источниками растений-регенерантов в куль-
туре пыльников, предполагает поиск других 
путей решения этого вопроса. Одним из таких 
путей, по нашему мнению, мог бы быть анализ 
популяции растений-регенерантов на наличие 
расщепления по какому-либо маркерному при-
знаку с простым генетическим контролем. Этот 
подход основывается на том, что регенеранты, 
развившиеся из спорофитной ткани пыльни-
ка, представленной диплоидными клетками, 
фенотипически не отличаются по маркерному 
признаку от растения-донора пыльников. В 
отличие от диплоидной клетки спорофитной 
ткани микроспора имеет гаплоидный набор 
хромосом, получая в процессе мейоза лишь по 
одной из каждой пары гомологичных хромосом. 
Это приводит к тому, что из разных по генотипу 
микроспор образуются и разные по генотипу 
растения-регенеранты. Вследствие этого среди 
растений-регенерантов наблюдается расщеп-
ление по маркерному признаку на несколько 
классов – два класса растений выявляют в слу-
чае детерминирования данного признака одной 
парой генов, четыре класса – двумя парами 
генов (при их независимом наследовании) и 
т. д. Таким образом, если источником проис-
хождения популяции растений-регенерантов 
являются гаплоидные структуры (микроспоры), 
то среди данных растений наблюдается расщеп-
ление по маркерному признаку, совпадающее с 
расщеплением по этому признаку на уровне га-
мет, а в случае если источником происхождения 
растений-регенерантов являются спорофитные 
ткани, расщепления не наблюдается.

Целью данной работы являлось изучение 
возможностей установления плоидности кле-
ток, являющихся источниками растений-регене-
рантов в культуре пыльников in vitro, по анализу 
расщепления по маркерному признаку в образу-
ющейся популяции удвоенных гаплоидов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для выяснения пло-
идности клеток, являющихся источниками 
новообразований в культуре пыльников, ис-
пользовали гибриды F1 льна масличного (Linum 
humile Mill.) двух комбинаций скрещивания – 
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MP485 × Авангард и М12 × М24. Родители гиб-
рида MP485 × Авангард отличались окраской 
цветка: один из них (линия MP485) характе-
ризовался цветками синей окраски, а другой 
(линейный сорт Авангард) – белой, рецессив-
ной по отношению к синей. Обе родительские 
линии гибрида М12 × М24 имели цветки белой 
окраски. Однако одна и та же окраска этих 
линий детерминировалась разными (неал-
лельными) генами с комплементарным типом 
взаимодей ствия (Лях, Сорока, 2008).

С целью получения растений-регенерантов 
пыльники данных гибридов культивировали 
на искусственной питательной среде LMA-1, 
модифицированной нами путем увеличения в 
ней количества сахарозы (Поляков, Пролетова, 
1998; Лях, Сорока, 2008). При культивировании 
пыльников проводили учет новообразований 
относительно места их появления. Новообразо-
вания из нити и связника пыльника доращивали 
отдельно от новообразований, сформированных 
из самого пыльника. Соответственно этому 
образующиеся растения-регенеранты высажи-
вали в почву в виде двух отдельных популяций 
(популяции № 1 и № 2) по каждому гибриду.

Для определения источника происхождения 
новообразований (такими источниками могут 
быть микроспоры или спорофитные ткани пыль-
ника) в культуре in vitro пыльников гибридов F1 
использовали анализ генетической структуры 
популяции полученных растений льна по мор-
фологическому признаку окраски цветка. Этот 
признак использовался как маркерный, посколь-
ку легко визуально идентифицировался на соот-
ветствующей стадии развития растения. Вывод 
об источнике происхождения новообразований 
делали на основании наличия или отсутствия 
расщепления среди растений-регенерантов по 
изучаемому маркерному признаку.

Для выяснения соответствия расщепления в 
популяции растений-регенерантов предполага-
емому расщеплению на уровне гамет использо-
вали метод χ2 (Griffi ths, 1996).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При культивировании пыльников обоих гиб-
ридов было получено по две популяции (№ 1 
и № 2) растений-регенерантов. Популяция № 1 
была представлена растениями, развившимися 

из новообразований, сформированных из самого 
пыльника. Популяция № 2 состояла из растений, 
полученных из новообразований, возникших на 
месте связника или тычиночной нити. 

Одна из родительских линий гибрида F1 
MP485 × Авангард имела белую окраску цвет-
ка, тогда как другая характеризовалась синими 
цветками. Признак белоцветковости, присущий 
линейному сорту Авангард, был рецессивным 
и наследовался моногенно в скрещиваниях 
с синецветковыми генотипами. В силу этого 
гибридные растения имели синюю окраску 
цветка, но продуцировали гаметы как с геном 
синей, так и белой окраски цветка в равном 
соотношении.

В популяции № 1, полученной при культиви-
ровании пыльников данного гибрида, было 24 
растения-регенеранта. Эта популяция состояла 
из 13 синецветковых и 11 белоцветковых расте-
ний, т. е. наблюдалось расщепление, близкое к 
1 : 1 с высокой вероятностью (табл.). Такое рас-
щепление у гибрида должно происходить и на 
уровне гамет. Это свидетельствовало о том, 
что растения проанализированной популяции 
образованы именно из гаплоидных микроспор, 
а не из диплоидных клеток спорофитных тканей 
пыльника.

Результаты анализа всех четырех популяций 
растений-регенерантов, полученных при куль-
тивировании пыльников гибридов F1 MP485 × 
Авангард и М12 × М24, приведены в табл.

Популяция растений № 2, полученная в куль-
туре пыльников гибрида МР485 × Авангард, со-
стояла лишь из 17 синецветковых растений, тог-
да как белоцветковые полностью отсутст вовали 
(табл.). Отсутствие расщепления по признаку 
окраски цветка свидетельствовало о том, что 
данная популяция растений-регенерантов была 
образована из клеток, имеющих спорофитную, 
то есть диплоидную природу. 

Гибрид F1 М12 × М24 был получен от скрещи-
вания двух мутантных линий с белой окраской 
цветка. В данном случае окраску цветка контро-
лировали два  неаллельных гена (обозначенных 
А и В) с комплементарным типом взаимодей-
ствия (Лях, Сорока, 2008). Гибридные растения 
(AaBb), полученные от скрещивания  этих двух 
белоцветковых линий (AAbb и aaBB), характери-
зовались синей окраской цветка и продуцировали 
четыре класса гамет в соотношении 1 часть AB 
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(растения с синим цветком), 1 часть Ab (белый 
цветок), 1 часть aB (белый цветок) и 1 часть ab 
(белый цветок). Схема образования растений-
регенерантов из клеток разной плоидности при 
культивировании пыльников в случае компле-
ментарного взаимодействия генов, детермини-
рующих маркерный признак, показана на рис. 1 
и 2 на примере гибрида F1 М12 × М24.

Популяция № 1, полученная в результате 
культивирования пыльников, была представ-
лена 38 растениями-регенерантами, среди 

которых было 11 растений с окрашенным 
цветком и 27 – с белым, т. е. в соотношении, 
близком к 1 синий : 3 белый. Такое соотноше-
ние совпадало с теоретическим расщеплением 
на уровне гамет. Наличие двух классов фено-
типов по окраске цветка в популяции № 1, а 
также соответствующее соотношение этих 
фенотипов указывало на то, что источником 
происхождения растений были именно гапло-
идные микроспоры, а не диплоидные клетки 
спорофитной ткани (табл., рис. 1).

Таблица
Расщепление по окраске цветка в популяциях растений-регенерантов льна масличного, 

полученных при культивировании пыльников гибридов F1

Номер 
популяции

Фенотип родителей Фенотип гибридов F1, 
у которых взяты 

пыльники

Соотношение 
растений-регенерантов 
по окраске цветка

Модель 
расщепления

P1 P2 синий белый
МР485 × Авангард

1 Синий Белый Синий 13 11 1 : 1*

2 Синий Белый Синий 17 0 –
М12 × М24

1 Белый Белый Синий 11 27 1 : 3**

2 Белый Белый Синий 14 0 –

П р и м е ч а н и е .  χ2
05  (df = 1) = 3,84; * отличия от расщепления 1 : 1 не существенны (χ2 = 0,17; p = 0,68); ** отличия 

от расщепления 1 : 3 не существенны (χ2 = 0,32; p = 0,57).

Рис. 1. Схема образования растений-регенерантов из гаплоидных клеток при культивировании пыльников 
гибрида льна М12 × М24.
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Популяция № 2 состояла лишь из синецвет-
ковых растений, как это видно из таблицы. 
Отсутствие расщепления по окраске цветка 
среди растений-регенерантов говорило о том, 
что источником их происхождения были дипло-
идные клетки пыльников (рис. 2).

Необходимо отметить, что часть растений-
регенерантов в популяциях № 1 обоих гибридов 
имела синюю окраску цветка, т. е. была фено-
типически схожей с растениями из популяций 
№ 2. Это может наводить на мысль, что данные 
растения образовались из диплоидных, а не 
гаплоид ных клеток пыльников гибридов. Одна-
ко, если в отношении синецветковых растений 
вероятность их диплоидного происхождения 
нельзя полностью отрицать, то что касается 
растений с белой окраской цветка, природа 
клеток, из которых они инициированы, не вы-
зывает сомнений. В нашем случае в популяциях 
№ 1 гибридов  MP485 × Авангард и М12 × М24 
соответственно 50 и 75 % растений однозначно 
происходят из микроспор, а не диплоидных 
клеток тканей пыльника. 

В том случае, если плоидность клетки, дав-
шей начало растению-регенеранту, вызывает 
сомнение, в нашем примере это синецветковые 
растения, окончательный вывод может быть 
сделан по анализу расщепления по маркерному 
признаку среди потомков этого растения в сле-
дующем поколении. При наличии расщепления 

растения имеют диплоидную природу проис-
хождения, а при его отсутствии – гаплоидную.

Таким образом, предлагаемый нами подход 
позволяет с достаточно высокой вероятностью 
диагностировать происхождение растений-
регенерантов в культуре in vitro. Очевидно, он 
может быть применим при культивировании 
не только пыльников, но и семяпочек, а также 
на любом виде растений, у которых эти струк-
туры используются для получения удвоенных 
гаплоидов.
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Summary

The possibility to diagnose the ploidy of cells producing regenerated plants in vitro in anther culture has been 
studied. It is shown by the example of oil flax that population analysis of regenerated plants for segregation 
on the basis of a marker trait with a simple genetic control can serve as such a method. When microspores 
are the source of regenerants, segregation of regenerants for a marker that coincides with the segregation 
at the gamete level is observed. If sporophytic tissues are the source for regenerated plants, there is no 
segregation. The proposed approach can be applied not only to anther cultures but also to ovule cultures, 
as well as to any plant species where relevant structures are used to obtain doubled haploids.

Key words: ploidy, anther culture, doubled haploid, segregation, marker trait, oil flax.


