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ТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ ГАПЛОИДНЫХ РАСТЕНИИ РАПСА 
(BRASSICA NAPUS) IN VITRO
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Оптимизированы условия культивирования изолированных пыльников и 
микроспор с целью получения гаплоидных растений рапса в условиях in vitro. 
Установлено, что присутствие в питательной среде В5 гормонов кинетин 1 мг/л 
и НУК 1 мг/л стимулировало процесс прямого эмбриогенеза, а также образова
ние вторичных и третичных эмбриоидов на гипокотильных и листовых сегмен
тах стерильных проростков. Проведенный цитологический анализ растений- 
регенерантов подтвердил их гаплоидную природу.
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Важным направлением совре
менной селекции является создание 
улучшенных и принципиально новых 
генотипов с.-х. растений, обладающих 
единичной, групповой или комплекс
ной устойчивостью к биотическим и 
абиотическим стрессовым факторам 
среды при сохранении и повышении 
их продуктивности и качества. Рацио
нальное сочетание методов классиче
ской селекции с биотехнологическими 
методами позволяет решать постав
ленные задачи в более короткий срок.

Использование методов клеточной 
и тканевой биотехнологии в селекции 
облегчает и ускоряет традиционный 
селекционный процесс создания но
вых форм и сортов растений. Одним 
из таких методов является метод, 
направленный на получение гаплоид
ных растений in vitro, позволяющий 
быстро получать генетически ста
бильные гомозиготные линии. Обычно 
для индукции гаплоидии используют 
традиционные методы — отдаленную 
гибридизацию, обработку фитогормо
нами, создание стрессовых условий 
и др. Однако данные приемы трудо
емки, требуют много времени и не
эффективны вследствие низкого ко

эффициента выхода гаплоидных рас
тений. Для увеличения эффективности 
индуцирования гаплоидов использу
ют следующие методы культивирова
ния in vitro: 1) андрогенез в культуре 
пыльников и пыльцы; 2) гиногенез в 
культуре изолированных семяпочек 
и 3) партеногенез в культуре гибрид
ного зародыша, у которого утрачены 
отцовские хромосомы [2, 5, 6].

Метод культуры изолированных 
пыльников и микроспор — один из 
перспективных способов получения 
гаплоидных растений. Культура ми
кроспор и пыльцы является удобным 
экспериментальным объектом для 
фундаментальных исследований, ка
сающихся регенерации в одноклеточ
ных системах. Кроме того, правиль
ный подбор условий культивирова
ния, обеспечивающих дифференци- 
ровку эмбриоидов из микроспор, и 
сравнение этого процесса с процессом 
формирования соматических и зиго- 
тических зародышей является пред
метом биохимических и морфологи
ческих исследований, а также опытов 
по изучению молекулярных механиз
мов, специфичных для эмбриогенеза. 
Потенциальные возможности теоре-
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тического и прикладного применения 
метода культуры пыльников и микро
спор выходят за рамки гаплоидной 
селекции. Так, удвоенные гаплоидные 
растения могут быть с успехом ис
пользованы при выборе мутантов из 
клеточных структур. Эффективность 
мутагенеза на гаплоидном уровне 
очевидна, так как для диплоидных 
клеток на одном и том же локусе не
обходима двойная мутация, а для га
плоида достаточно сосредоточить му
тацию в одном локусе с последующим 
удвоением хромосом [2].

Получение растения из микроспор 
в культуре пылников является наибо
лее распространенным методом соз
дания гомозиготных линий у многих 
видов Brassica. Авторы, как правило, 
проводили исследования по получе
нию гаплоидных растений на опреде
ленном этапе андрогенеза, а именно 
на условиях выращивания донорных 
растений, предварительной их обра
ботки пониженной температурой или 
биологически активными вещества
ми, изучали зависимость морфоге
неза от генотипических особенностей 
растения-донора, стадии развития 
микроспор в пылнике, состава пита
тельной среды и условий культиви
рования пыльников, а также другие 
условия, стимулирующие андрогенез 
[1, 7, 8]. Результаты исследований
показали, что до сих пор эмбрио
генез в культуре пыльников in vitro 
различных видов Brassica происходит 
спонтанно и предлагаемые техноло
гии трудно воспроизводимы и недо
статочно изучены на каждом этапе 
андрогенеза. Поэтому разработку и 
усовершенствование существующих 
методических подходов необходимо 
проводить для каждого конкретного 
генотипа.

Материал и методы исследований

В работе использовали сорт Hans 
и гибриды F1 рапса Brassica napus 
(WF х F1 Titan, Галиция x TGI). Рас

тения-доноры выращивали в тепли
це Овощной опытной станции имени 
В.И. Эделыптейна РГАУ - МСХА 
имени К.А. Тимирязева в течение года. 
Работу проводили на бутонах, кото
рые изолировали как с главного, так и 
боковых побегов. Соцветия помещали 
в стакан с водой и подвергали Холо
довой предобработке при температуре 
4~6°С в бытовом холодильнике в те
чение 16 ч. После этого бутоны стери
лизовали 0,1%-м раствором сулемы в 
течение 4 мин и многократно отмыва
ли стерильной дистиллированной во
дой. Пыльники асептически извлекали 
из бутонов под бинокулярной лупой и 
переносили на индуцирующую сре
ду В5, содержащую сахарозу 3%, а 
также гормоны, обладающие цитоки- 
ниновой и ауксиновой активностью. В 
качестве цитокининов изучали БАП, 
кинетин, 2ip в концентрации от 0,5 
до 1,5 мг/л, в качестве ауксинов — 
2,4-Д, НУК, ПУК в концентрации 
0,5~2,0 мг/л. Изучали влияние конси
стенции питательной среды (твердая, 
полужидкая и жидкая), а также со
четание жидкой и твердой сред (дву
слойная среда) на процесс эмбриоге
неза. Культивирование полученных 
эмбриоидов и растений-регенерантов 
осуществляли на питательной среде 
МС.

Чашки Петри с растительным ма
териалом помещали в термостат и 
инкубировали при температуре 35°С 
в течение 24 ч с последующим пере
носом их в обычные условия куль
тивирования (температура 25°С, 
16-часовой фотопериод и освещение 
белыми люминесцентными лампами 
с интенсивностью света 5 тыс. лк). 
В опытах придерживались правил 
работы в стерильных условиях, раз
работанных на кафедре с.-х. биотех
нологии [3]. Цитологические исследо
вания по подсчету хромосом и числа 
хлоропластов в замыкающих клетках 
устьиц проводили в соответствии с 
практикумом по цитологии и цитоге
нетике растений [4].
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Результаты и их обсуждение

Проведенные исследования показа
ли, что культивирование пыльников 
и микроспор на среде, содержащей 
кинетин 1 мг/л и НУК 1 мг/л, приво
дило к сильному образованию вакуо- 
лизированных клеток пыльников и 
микроспор. Причем освобожденные от 
соматических тканей пыльника ми
кроспоры на твердой среде начинают 
делиться и формировать эмбриоиды, 
которые в дальнейшем развивались 
в растения (рис. 1). Несмотря на не

высокую частоту соматического эм
бриогенеза, которая составила лишь 
1%, среднее число индуцированных 
эмбриоидов на один пыльник было 
16-25 шт. Причем данный процесс 
присходил асинхронно (рис. 2).

В дальнейшем сформированные 
эмбриоиды отделяли от первичного 
экспланта и друг от друга и переноси
ли в пробирки на среды, содержащие 
минеральные соли по МС, а также 
разные гормоны и концентрации ага
ра: 1) твердая безгормональная среда 
МС с сахарозой — 2%, агар — 8 г/л;

Рис. 1. Процесс формирования эмбриоидов из изолированных микроспор: а — образование 
вакуолизированных клеток, б — образование эмбриоидных структур

Рис. 2. Асинхронное формирование эмбриоидов: 1 — глобулярная стадия, 2 — сердцевид
ная стадия, 3 — стадия торпедо, 4 — проросток
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2) жидкая безгормональная среда 
МС с применением фильтровальной 
бумаги (на мостиках) с сахарозой — 
2%;   3)    твердая    среда    МС    с    саха
розой — 2%, агар — 8 г/л, ИУК — 
0,5 мг/л, БАП — 0,5 мг/л.

Исследования показали, что бы
строе развитие эмбриоидов в пророст
ки происходило на агаризованной 
питательной среде, содержащей гор
моны, в то время как в жидких усло
виях культивирования (на мостиках) 
сначала развивалась корневая систе
ма, а затем гипокотильная часть про
ростка (рис. 3).

При длительном культивировании 
растений в условиях жидкой среды 
наблюдалось вторичное образование 
эмбриоидов, которые формировались 
из эпидермальных клеточных слоев 
гипокотиля и черешков, а также из 
нижней стороны листовых пластинок 
проростков (рис. 4).

Сформированные вторичные эм- 
бриоиды асептически извлекали под 
бинокулярной лупой и переносили на 
индуцирующую среду МС, содержа
щую сахарозу — 2%, а также БАП — 
0,5 мг/л, ИУК — 0,5 мг/л. В этих 
условиях эмбриоиды формировались 
в проростки, которые в дальнейшем 
были перенесены в почву для выра
щивания с целью получения растений- 
регенерантов (рис. 5).

Рис. 3. Формирование растений на разных 
средах выращивания: а — в жидкой среде 

на мостиках, б — на твердой агаризованной 
среде

Для косвенного доказательства 
гаплоидного набора хромосом у по
лученных растений-регенерантов из 
изолированных пыльников рапса 
применен метод подсчета количества 
хлоропластов в замыкающих клетках 
устьиц. Экспериментально установле
но, что количество хлоропластов в 
клетках устьиц гаплоидного растения 
составило от 10 до 15 шт., в то вре
мя как у исходных донорных расте
ний их было от 35 до 45 шт. (рис. 6).

Рис. 4. Формирование вторичных эмбриоидов: 
а — на гипокотильном сегменте, б — в основании листовой пластинки
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Рис. 5. Адаптированные растения-регенеранты

Рис. 6. Хлоропласты в замыкающих клетках устьиц:
1 —гаплоидные растения, 2—диплоидные растения

Уменьшенное количество хлоропла- 
стов было также в растениях, полу
ченных из вторичных и третичных 
эмбриоидов.

Прямым доказательством гаплоид
ной природы растений рапса явля

ется цитологическии метод подсче
та хромосом в меристеме корня. Нами 

установлено, что у растений-регене- 
рантов, полученных в культуре изо

лированных микроспор одинарный на
бор хромосом (п=19) (рис. 7).

Рис. 7. Клетки меристем корня рапса: а — гаплоидных растений, б — диплоидных растений
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SUMMARY

Cultivation conditions of isolated anthers, microspores and ovaries have been 
optimized in order to obtain haploid rape plants under in vitro conditions. It has been 
established that B5 hormone kinetin presence in the nutrient medium (1 mg. per litre) 
stimulates the process of embryogenesis and also stimulates the forming of both 
secondary and tertiary embryos on hypocotyl and leaf segments of sterile sprouts. 
The cytologic analysis of plant regenerants performed proves their haploid origin

Key words: rape, haploid plants, microspores culture, isolated anthers, embryo
genesis, in vitro.
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Таким образом, на основании по
лученных данных нами были по
добраны условия культивирова
ния, обеспечивающие получение

растений-регенерантов рапса из 
изолированных пыльников и микро
спор и доказана их гаплоидная при
рода.
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