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Аннотация. Производство удвоенных гаплоидов in vitro – актуальный биотехнологический способ ускоренного 
создания родительских линий для селекции гибридов F1. В отличие от классического инбридинга время создания 
гомозиготных линий свеклы (Beta vulgaris) с помощью технологии удвоенных гаплоидов сокращается с пяти– шести 
до двух поколений. Гиногенез является наиболее распространенным биотехнологическим методом производства 
удвоенных гаплоидов сахарной и столовой свеклы. Протоколы производства удвоенных гаплоидов для видов 
B.  vulgaris немногочисленны и разработаны в основном для сахарной свеклы (B. vulgaris convar. saccharifera Alef.). 
Наибольший успех достигнут в производстве удвоенных гаплоидов сахарной свеклы гиногенезом в культуре изоли-
рованных семязачатков. Для столовой свеклы (B. vulgaris convar. esculenta Salisb.) проведены единичные исследова-
ния с показанной низкой эффективностью производства гаплоидных растений андро- и гиногенезом. В итоге прото-
колы производства удвоенных гаплоидов столовой свеклы отсутствуют, а протоколы, разработанные для сахарной 
свеклы, неэффективны для столовой, несмотря на принадлежность к одному виду. Исследования производства 
удвоенных гаплоидов путем андрогенеза у представителей рода Beta активно проводились в 70–80-х гг. прошлого 
столетия и не закончились получением растений-регенерантов, однако в настоящее время среди ученых снова воз-
ник интерес к данному методу и в разных странах возобновлены работы по изучению андрогенеза у представителей 
рода Beta. Статья содержит обзор исследований, посвященных созданию удвоенных гаплоидов; обсуждение под-
ходов решения основных проблем при получении удвоенных гаплоидов и методов, позволяющих повысить выход 
эмбриоидов и растений-регенерантов, а также удвоенных гаплоидов у растений вида B. vulgaris.
Ключевые слова: Beta vulgaris; гаплоидные технологии; гиногенез; культура микроспор; эмбриогенез; удвоенные 
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Abstract. The in vitro production of doubled haploids is a biotechnological path of an accelerated development of parental 
lines in F1-hybrid breeding programs. Unlike the traditional inbreeding method requiring 5 to 6 generations to reach a suf-
f icient homozygosity of lines, the number of generations to produce pure lines of beet by haploid technologies is reduced 
to 2. The production of doubled haploids by gynogenesis is the most common biotechnological approach in sugar and red 
beets. Protocols for the production of doubled haploids for B. vulgaris species are few and have been developed mainly for 
sugar beets. There are no protocols for the production of doubled haploids for red beet (B. vulgaris convar. esculenta Salisb.), 
and the protocols developed for sugar beet (B. vulgaris convar. saccharifera Alef.) are ineffective for red beet, even though 
these two crops belong to the same species. The greatest success has been achieved in the production of doubled haploids 
by gynogenesis through isolated ovule culture, especially in sugar beet. Studies on the production of doubled haploids by 
androgenesis were actively carried out in the 1970s and 1980s and did not lead to the production of regenerated plants. 
However, at present, there is renewed interest among researchers in this approach, and scientists in different countries are 
conducting studies of Beta vulgaris androgenesis through isolated microspore culture. This article provides an overview of 
studies devoted to the production of doubled haploids, addressing the main problems of doubled haploid technologies, 
and methods to increase the frequency of embryogenesis and doubled haploid plant formation in B. vulgaris crops.
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Введение
Представители вида B. vulgaris относятся к ценным овощ
ным (свекла столовая), кормовым (свекла кормовая) и 
техническим (свекла сахарная) культурам. В настоящее 
время основным направлением селекции большинства 
сельскохозяйственных растений является создание гете
розисных гибридов F1 на основе подбора и скрещивания 
гомозиготных родительских линий. Традиционный метод 
создания гомозиготных линий для двулетней культуры 
свеклы – самоопыление и отбор на протяжении минимум 
4–6 поколений, что требует 8–12 лет (De La Fuente et al., 
2013). Длительное время получения родительских линий – 
один из существенных недостатков селекции гибридов F1. 
Технологии производства удвоенных гаплоидов позво
ляют сократить процесс создания чистых линий свеклы 
до 3–5 лет (Zhuzhzhalova et al., 2020). Существенное пре
имущество технологии производства удвоенных гаплои
дов – возможность добиться полной гомозиготности в од  
ном поколении. Еще одно преимущество гаплоидных тех
нологий – проявление рецессивных аллелей у гаплоидных 
растений, замаскированных в гетерозиготном состоянии у 
диплоидных растений, что облегчает выявление, оценку 
и отбор растений с полезными признаками (Doctrinal et 
al., 1989; KlimekChodacka, Baranski, 2013). 

Удвоенные гаплоиды сельскохозяйственных растений 
производят in vivo путем партеногенеза или in vitro в куль
туре изолированных микроспор, пыльников, неоплодот
воренных семязачатков и др. (Palmer, Keller, 2005). Среди 
способов производства удвоенных  гаплоидов B. vulgaris, 
в частности свеклы сахарной, наиболее распространена 
технология культивирования не оплодотворенных семя
зачатков (гиногенез). 

Гиногенез – достаточно простая, но трудоемкая техно
логия с выходом эмбриоидов у наиболее отзывчивых ге
нотипов до 15 штук на 100 культивируемых семязачатков 
сахарной свеклы (Wremerth, Levall, 2003). Кроме того, не 
исключено появление клонов материнского растения из 
соматических клеток, окружающих зародышевый мешок, 
что делает необходимым разработку оперативных методов 
дифференциации гомо и гетерозигот с отбором первых 
среди растенийрегенерантов. Технология изолированных 
микроспор позволила бы избежать необходимость генети
ческого анализа, т. к. андрогенные растениярегенеранты, 
полученные из изолированных микроспор, априори име
ют гаплоидный статус.

Технология культивирования изолированных микро
спор и микроспор в пыльниках свеклы долгое время 
счи талась неэффективной, и исследователям удавалось 
по лу чить лишь каллус или проэмбриоидные структуры 
без дальнейшей регенерации либо соматические клоны 
(Ban ba, Tanabe, 1972; Goska, Rogozinska, 1981; Van Geyt 
et al., 1985; Herrmann, Lux, 1988a). В 2017 г. польские 
исследователи получили эмбриоиды свеклы столовой в 
культуре изолированных микроспор и пыльников, однако 
неукоре ненные розетки листьев погибли (Gorecka et al., 
2017).

Цель обзора – обобщить данные о различных подходах 
производства удвоенных гаплоидов культур вида B. vul
garis, обозначить основные проблемы и пути их решения.

Развитие технологий производства  
удвоенных гаплоидов у рода Beta
Первые гаплоиды сахарной свеклы обнаружил в 1945 г. 
A. Levan (1945), позже об аналогичных открытиях сооб
щали K. Zimmermann (1953), H.E. Fischer (1956), Th. But
terfass (1959), A. Kruse (1961) и B.L. Hammond (1966). 
Га плоиды были выделены из четырех видов материала: 
1) потомство растений, обработанных полиплоидизи
рующими агентами; 2) потомство, полученное из семян  
ди или анизоплоидных сортов; 3) потомство, получен ное 
ве гетативным размножением диплоидных, цитоплазма
тически мужскистерильных растений; 4) из растений 
анизоплоидной сахарной свеклы.

Работа по экспериментальному получению гаплоидов 
сахарной свеклы начата N. Bosemark (1971): при опылении 
стерильных диплоидных растений свеклы пыльцой тетра
плоидных растений в потомстве ученый обнаружил около 
0.2 % гаплоидов. К попыткам производства гаплоидов с 
помощью отдаленной гибридизации вернулись в 1983 г. 
в Чехословакии: I. Seman скрещивал мужскистерильные 
растения свеклы сахарной со свеклой салатной, выход га
плоидов составил 0.013 % (Seman, 1983). A. BuchterLar
sen (1986) предложил оригинальный способ производства 
гаплоидов: комбинировал опыление облученной пыльцой 
и последующее спасение зародышей, однако практически 
все растения оказывались гетерозиготными по одному 
или нескольким признакам. Спасение зародышей, полу
ченных от опыления пыльцой других видов Beta, привело 
к относительно большому выходу негаплоидных растений 
(BuchterLarsen, 1986). Так как данный метод обеспечивал 
низкий выход гаплоидов и был крайне трудоемким, ис
следователи оставили попытки производства удвоенных 
гаплоидов in vivo.

Андрогенез – простой и эффективный способ произ
водства гаплоидов in vitro у многих культур, у рода Beta 
исследователи тоже попытались создать га плоиды с при  
менением культуры изолированных пыльников. Пер
вые попытки производства гаплоидов сахарной свеклы 
in vitro предприняты H. Banba и H. Tanabe (1972): при 
культивировании изолированных пыльников они полу
чили одно растение, происхождение (соматический клон  
или гаплоид) которого не указано. M. Goska и J.H. Rogo
zin ska (1981) продолжили исследования по культивиро
ванию изолированных пыльников сахарной свеклы и по
лучили растения, которые были неандрогенными. 

D. Hosemans и D. Bossoutrot (1983) занимались разра
боткой питательных сред для культивирования изоли
рованных семязачатков и проводили цитологические 
ис следования развивающихся на питательных средах 
се мязачатков, которые показали, что наиболее склонны 
к развитию in vitro семязачатки, содержащие зрелый 
7ядерный зародышевый мешок. Исследователи полу
чили 17 гаплоидных растений из 7237 изолированных 
семязачатков  сахарной свеклы из мужскистерильных 
донорных растений. 

Ученые неоднократно возвращались к попыткам соз
дать гаплоидные растения свеклы, культивируя пыльники 
или изолированные микроспоры, однако получить полно
ценные растениярегенеранты либо не удавалось (Van 
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Geyt et al., 1985; Gorecka et al., 2017; Гонтаренко, Гераси
менко, 2018), либо они не были гаплоидами (Herrmann, 
Lux, 1988a). Поэтому главным методом производства 
гаплоидов сахарной и столовой свеклы стал гиногенез.

Основной объем исследований по изучению гиногенеза 
выполнен на сахарной свекле. Исследователи изучали 
влияние на выход эмбриоидов и регенерантов таких фак
торов, как тип и концентрация фитогормонов (D’Halluin, 
Keimer, 1986; Herrmann, Lux, 1988b; Ferrant, Bouharmont, 
1994; Подвигина, 2003; Wremerth, Levall, 2003; Pazuki 
et al., 2018b), холодовая предобработка бутонов и семя
зачатков (Herrmann, Lux, 1988b; Svirshchevskaya, Dolezel, 
2000; Подвигина, 2003; Pazuki et al., 2018b), шоковая сти
муляция повышенными температурами изолированных 
семязачатков (Baranski, 1996; Wremerth, Levall, 2003), 
время введения семязачатков в культуру in vitro (Lux et al., 
1990; Baranski, 1996), расположение бутонов на соцветии 
(D’Halluin, Keimer, 1986; Doctrinal et al., 1989; Подвигина, 
2003) и др.

Гиногенез столовой свеклы менее исследован, изуче
нием этой темы занималcя R. Baranski (1996), который 
анализировал влияние гормонального состава питатель
ных сред и температуры культивирования изолирован ных 
семязачатков на выход эмбриоидов и каллуса, а так же 
влияние сезона года и места выращивания маточников 
(теплица/поле) на выход регенерантов. Ученый показал, 
что выход регенерантов выше из материала, отобранного 
с растений, выращенных в теплице, по сравнению с ма
териалом, полученным от растений в открытом грунте, 
при этом различий между материалом, полученным с 
маточных растений весной и летом, не отмечено. 

Факторы, влияющие на эффективность 
производства гаплоидов  
в культуре изолированных семязачатков
Процесс производства гаплоидов определяется на гене
тическом уровне, но реализуется в зависимости от фи
зио логических условий и индуцирующих факторов, что 
прямо сказывается на проценте выхода регенерантов (Ba
ranski, 1996; Подвигина, 2003). Основными факторами 
яв ляются генотипические особенности растенийдоно ров, 
стадии развития женского гаметофита, расположение бу
тона на соцветии. 

Высокую значимость имеют экзогенные факторы, ока
зывающие влияние на регенерационную способность 
куль тивируемых семязачатков. К таким факторам относят 
процентное соотношение регуляторов роста в питатель
ных средах, сезон и продолжительность выращивания 
(возраст) растенийдоноров, холодовую и рентгеновскую 
обработку бутонов, температуру и условия культивиро
вания изолированных семязачатков (Van Geyt et al., 1987; 
Lux et al., 1990; Gurel et al., 2000).

Среди факторов, влияющих на успех эмбриогенеза, 
ге нотип считается наиболее значимым. Исследователи 
отмечают, что наиболее отзывчивы при введении в куль
туру изолированных семязачатков материалы гибридного 
и линейного происхождения – инцухтлинии, гибриды и 
сибсы, а самую низкую регенерационную способность 
имеют линии на основе ЦМС и сортапопуляции (Gurel 
et al., 2000; Подвигина, 2003). 

У рода Beta исследования количества генов, контро
лирующих склонность генотипов к формированию эм
бриоидов in vitro, не проводили, что, вероятно, связано 
с низкой отзывчивостью генотипов и трудоемкостью 
используемых методов производства гаплоидов. Выявить 
отзывчивые генотипы можно только эксперименталь ным 
путем. Маркерным признаком отзывчивого генотипа 
сахарной свеклы может выступать наличие аномальных 
структур в мужском гаметофите (аномальных пыльцевых 
зерен и микроспор), вызванных нарушением функции 
веретена деления, нерегулярным образованием каллоз
ной перегородки, отсутствием цитокинеза в ходе мейоза 
(Подвигина, 2003). 

Определенное значение при индуцировании гаплои
дов сахарной свеклы имеют месторасположение отбирае
мых бутонов на соцветии и стадии развития зародыше
вых мешков. Наибольшей регенерационной активностью 
характеризуются неоплодотворенные семязачатки из бу
тонов с 1го по 25й снизу вверх от цветка в средней части 
соцветия, кроме того, максимальный выход гаплоидов 
отмечается с центрального побега и побегов первого по
рядка по сравнению с ветвями второго порядка (D’Hal luin, 
Keimer, 1986; Doctrinal et al., 1989; Подвигина, 2003). 
Способность изолированных семязачатков к эмбриоге
незу сохраняется на всех этапах развития женского га
ме тофита, однако 7 и 8ядерные зародышевые мешки 
наиболее отзывчивы к эмбриогенезу и легче переходят с 
гаметофитного пути развития на спорофитный (Van Geyt 
et al., 1987; Подвигина, 2003). Маркерными признаками 
7 и 8ядерной стадий развития зародышевого мешка 
семязачатка для изолирования и введения в культуру 
in vitro являются наличие одноядерных микроспор и 
двух, трехъядерной пыльцы в пыльниках, находящихся 
с семязачатками в одном бутоне (Подвигина, 2003). Обна
ружить бутоны с необходимой стадией развития женского 
гаметофита можно за 1–5 дней до цветения.

Подготовка донорных растений
Выращивание и подготовка донорных растений – один из 
важнейших этапов технологии производства удвоенных 
гаплоидов свеклы. Донорные растения должны быть до
статочно мощными и здоровыми, чтобы давать экспланты 
высокого качества. W.E. Wremerth и M.W. Levall (2003) 
рекомендуют еженедельно вносить растворы макро и 
микроэлементов под донорные растения для формиро
вания мощных маточников. Выращивать растениядо
норы большинство исследователей советуют в условиях 
теплиц или климатических камер, чтобы минимизировать 
воздействие неблагоприятных погодных факторов и пора
жение вредителями (Lux et al., 1990; Baranski, 1996; Gurel, 
2000; Wremerth, Levall, 2003). Однако в исследованиях 
О.А. Подвигиной (2003) наибольшей регенерационной 
способностью обладали семязачатки, отобранные с рас
тений, выращенных в поле.

Выращивать донорные растения рекомендуют  летом, 
семязачатки с таких растений более отзывчивы на куль
тивирование in vitro по сравнению с семязачатками рас
тений, выращенных в осеннезимний сезон (Lux et al., 
1990; Baranski, 1996). О.А. Подвигина (2003) сделала ин  
тересное наблюдение о связи регенерационной способно
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сти семязачатков и погодных условий в период введения 
в культуру – при резких колебаниях дневных и ночных 
температур воздуха увеличивался выход гаплоидных 
проростков. 

Индукция эмбриогенеза  
в культуре изолированных семязачатков
У B. vulgaris для стимуляции эмбриогенеза используют 
тепловую обработку бутонов и изолированных семяза
чатков: чаще всего проводят предобработку бутонов при 
пониженных температурах – 4–6 °С в течение 5 сут, c 
последующим культивированием изолированных семя
зачатков в термошкафу при температуре 28–32 °С (Lux 
et al., 1990; Baranski, 1996; Gurel et al., 2000; Подвигина, 
2003; Wremerth, Levall, 2003). A. Pazuki и коллеги (2018b) 
показали, что обработка соцветий в течение 7 дней при 
4 °С может стимулировать эмбриогенез у семязачатков, 
далее изолированные семязачатки культивировали при 
27 ± 2 °С в климатической камере с 18часовым фотопе
риодом. О.А. Подвигина (2003) культивировала при 4 °С 
в течение 5 сут непосредственно изолированные семяза
чатки сахарной свеклы, что стимулировало их развитие 
даже на безгормональной среде B5, однако наибольший 
выход наблюдался при их культивировании на среде B5 
с добавлением 2 мг/л гиббереллина.

О.А. Подвигина (2003) для стимуляции эмбриогенеза 
использовала предобработку семязачатков рентгенов
скими лучами. Исследования показали, что выход га
плоидных регенерантов зависел от дозы рентгеновского 
облучения, максимальный выход составил 5.3 % при дозе 
обработки 3000 рентген, увеличение дозы облучения до 
5000 рентген стимулирующего эффекта не оказало и при
вело к возникновению нежелательных мутаций.

Культивировать изолированные семязачатки при по
вышенных положительных температурах до появления 
эмбриоидов рекомендуют многие авторы (Lux et al., 1990; 
Baranski, 1996; Wremerth, Levall, 2003), однако встречают
ся исследования о культивировании изолированных семя
зачатков при более низких температурах (Baranski, 1996; 
Подвигина, 2003). О.А. Подвигина (2003) культивировала 
изолированные семязачатки свеклы сахарной при темпе
ратуре 21–26 °С и показала, что оптимальной является 
температура 23–25 °С. W.E. Wremerth и M.W. Levall (2003) 
разработали протокол производства удвоенных гаплоидов 
сахарной свеклы – оптимальной для культивирования изо 
лированных семязачатков, по мнению авторов, следует 
считать температуру 30 ± 2 °С, максимальный выход эмб
риоидов у самых отзывчивых генотипов составил 15 %. 
R. Baranski (1996) проводил исследования по влиянию 
температуры культивирования изолированных семяза
чатков столовой свеклы на выход эмбриоидов. Ученый 
установил, что тем пература 25 °С оказалась наименее 
благоприятной для развития и выход регенерантов из се
мязачатков составил 4 %; между температурой 27 и 32 °С 
значительных различий в выходе регенерантов не на
блюдалось, выход составил 12.7 и 11.3 % соответственно. 

Инкубирование изолированных семязачатков обычно 
проводят в темноте до появления эмбриоидов/каллуса, 
после чего их помещают в отдельные культуральные со
суды и культивируют на свету. 

Состав питательной среды  
для индукции эмбриогенеза
Условия культивирования изолированных семязачатков 
влияют как на количество регенерантов (эмбриоидов и 
каллуса), так и их качество. Правильный подбор питатель
ных сред является важным условием производства гапло
идных растений в культуре изолированных семязачатков.

Исследователи используют различные питательные 
среды для культивирования изолированных семязачатков: 
MS, N6, B5. Чаще всего применяют твердые питательные 
среды MS и B5 с добавлением различных регуляторов 
роста. На жидких средах культивировали семязачатки 
Н. Lux с коллегами (1990) и Е.Н. Васильченко и сотрудни
ки (2017). Е.Н. Васильченко с коллегами при исследовании 
влияния консистенции питательных сред показали, что 
на жидкой питательной среде активизировался процесс 
пролиферации ядер и клеток женского гаметофита, что 
оказывало воздействие на инициацию новообразований, 
а при переносе полученных структур на твердые среды 
наблюдалась индукция гаплоидных регенерантов. 

Для гелирования питательных сред для культуры изоли
рованных семязачатков свеклы обычно используют агар, 
агарозу и фитагель. В основном для культуры изолирован
ных семязачатков применяют среды с добавлением агара 
или агарозы (Baranski, 1996; Подвигина, 2003; Wremerth, 
Levall, 2003). W.E. Wremerth и M.W. Levall (2003) рекомен
дуют использовать агарозу в качестве гелеобразователя 
на эмбриоиндукционной питательной среде в протоколе 
по созданию удвоенных гаплоидов сахарной свеклы и 
агар – для гелирования побего и корнеиндукционных 
сред. В исследованиях (Gurel et al., 2000; Васильченко и 
др., 2017; Pazuki et al., 2017) отмечается положительное 
влия ние фитагеля в концентрации 2–3 г/л на эмбриогенез 
и регенерацию: его преимущество состоит в низких рас
ходе и стоимости при эффекте, аналогичном агару. 

Наиболее существенное влияние на развитие эксплан
тов оказывает гормональный состав питательных сред 
(Se man, Farago, 1990; Gurel et al., 2000; Подвигина, 2003). 
Различают пять направлений развития неоплодотворен
ных изолированных семязачатков: 
1. Из семязачатка формируется один эмбриоид (прямая 

регенерация).
2. Клетки семязачатков неорганизованно делятся, в ре

зультате чего появляется каллусная ткань, из которой 
формируются вторичные эмбриоиды.

3. Перерождение первичного регенеранта в каллусоподоб
ную структуру и дальнейшая вторичная регенерация 
через образование адвентивных побегов.

4. Формирование неморфогенного каллуса.
5. Развитие аморфных структур, перерождение первич

ного регенеранта в каллусоподобное образование без 
дальнейшей регенерации (Seman, Farago, 1990; Подви
гина, 2003).
О.А. Подвигина (2003) и Е.Н. Васильченко с коллегами 

(2017) указывают, что добавление в питательную среду 
гиббереллина (2 мг/л) вызывает эмбриоидогенез, а присо
единение к гиббереллину ауксинов (ИМК) и цитокининов 
(6БАП и кинетина) стимулирует рост каллуса наряду с 
эмбриоидами и морфогенез через все возможные направ
ления развития изолированных семязачатков. 
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W.E. Wremerth и M.W. Levall (2003) рекомендуют ис
пользование ступенчатого культивирования изолирован
ных семязачатков на средах с различными комбинация
ми и концентрациями регуляторов роста. На первых эта
пах культивирования используют среды с добавлением 
0.5 мг/л 2.4Д и 0.3 мг/л 6БАП с целью вызвать эмбрио 
или каллусогенез.

В качестве источника углеводов в питательную среду 
добавляют сахарозу, однако нет единого мнения о необ
ходимом количестве сахарозы в питательной среде – ее 
концентрация варьирует в пределах 30–100 г/л в зависи
мости от технологии. S. Gurel и коллеги предлагают до
бавлять сахарозу в питательную среду для эмбриогенеза 
сахарной свеклы в концентрации 100 г/л (Gurel et al., 2000; 
Pazuki et al., 2018a, b). R. Baranski (1996) использовал 
для индукции гиногенеза столовой свеклы питательные 
среды с добавлением сахарозы в концентрации 60 г/л. 
W.E. Wremerth и M.W. Levall (2003) для производства 
удвоенных гаплоидов сахарной свеклы добавляли 80 г/л 
сахарозы в эмбриоиндукционную среду и 20 г/л в побе
гоиндукционную. H. Lux с коллегами (1990) добавляли 
100 г/л сахарозы в эмбриоиндукционную среду и 20 г/л в 
среду для регенерации. Выход эмбриоидов сильно варьи
рует в пределах каждого исследования, что затрудняет 
выбор оптимальной концентрации углеводов в питатель
ной среде, однако во всех работах прослеживается общая 
тенденция: для индукции эмбриогенеза используют среды 
с повышенным содержанием углеводов, а для регенера
ции – с уменьшенным.

S. Gurel и сотрудники (2000) сообщают, что добавление 
в питательную среду 0.5 % активированного угля суще
ственно увеличивает выход эмбриоидов (в среднем по 
генотипам с 3.3 до 12.8 %), а Е.Н. Васильченко с коллегами 
(2017) указывают, что добавление 3 г/л активированного 
угля негативно влияет на развитие растенийрегенерантов 
сахарной свеклы, что может быть обусловлено адсорбцией 
гормональных веществ из сред. При этом Е.Н. Васильчен
ко рекомендует использование активированного угля на 
этапе укоренения, что позволяет значительно увеличить 
выход укорененных растений благодаря адсорбции фе
нольных соединений, ингибирующих корнеобразование. 

При изучении индуцированного эмбриогенеза столо
вой свеклы R. Baranski (1996) выявил, что наибольший 
выход регенерантов наблюдается на питательной среде 
N6 (by Chu), где при использовании сочетания 0.5 мг/л 
ИУК и 0.2 мг/л 6БАП максимальный выход регенерантов 
составил 8.3 %.

Регенерация растений
Одним из наиболее значимых этапов создания удвоенных 
гаплоидов является регенерация растений из эмбриоидов 
и/или каллуса. Исследователи получают растениярегене
ранты либо на той же питательной среде, на которой куль
тивируют семязачатки (Baranski, 1996), либо используют 
среды с иными концентрациями и видами регуляторов 
роста (Подвигина, 2003; Wremerth, Levall, 2003; Василь
ченко и др., 2017).

О.А. Подвигина (2003) указывает, что гаплоидные рас
тения на первых этапах развития характеризуются сла
быми ростом и жизнеспособностью, что обусловлено их 

гаплоидным статусом. Гибель растений на этом этапе 
может достигать 45.5 % в зависимости от генотипа рас
тениядонора. Для увеличения выхода растенийрегене
рантов предложено ввести этап стабилизации гаплоидов, 
включающий последовательное культивирование реге
нерантов на средах без добавления гормонов и ростовых 
веществ, содержащих гиббереллин, 6БАП и ИМК. Не
сколько пассажей с чередованием культивирования на гор
мональных и безгормональных средах позволило снизить 
избыточную концентрацию гормонов в тканях гаплоидов 
и стимулировать их к дальнейшей регенерации. Также в 
ходе исследования отмечено, что способность гаплоидных 
регенерантов адаптироваться к смене сред зависела от ге
нетических особенностей донорного растения.

W.E. Wremerth и M.W. Levall (2003) для решения проб
лемы жизнеспособности развивающихся растенийреге
нерантов разработали технологию ступенчатого культи
вирования регенерантов сахарной свеклы, полученных из 
изолированных семязачатков. Для регенерации побегов из 
эмбриоидов сахарной свеклы рекомендуют использовать 
питательные среды MS с содержанием кинетина (0.2 мг/л) 
и ИУК (0.1 мг/л), в состав предукореняющей среды MS 
входят кинетин в концентрации 0.5 мг/л и ИМК в кон
центрации 0.55 мг/л. Для укоренения розеток следует 
применять 1/2 среды MS с высокой концентрацией ИМК 
(5.5 мг/л). A. Pazuki и коллеги (2018a) изучили влияние 
добавления антистрессового агента – аминокислоты про
лин – на побего и корнеобразование у растенийрегене
рантов сахарной свеклы, полученных из изолированных 
семяпочек. Добавление в питательные среды 0.2 и 0.3 мМ 
пролина стимулировало активное побегообразование и 
более быстрое укоренение растений в сравнении с полным 
отсутствием пролина или его концентрацией в среде 0.1 
и 0.4 мМ. 

Полиплоидизация
Клетки регенерирующих из семязачатков растений могут 
быть гаплоидными, диплоидными, полиплоидными и 
встречаться в одном регенеранте в различных соотно
шениях. Уровень спонтанной диплоидизации у изучен
ных образцов сахарной свеклы значительно варьирует: 
по дан ным S. Gurel и сотрудников (2000), в проведенных 
иссле дованиях только 5 % растений подверглись спон
танной диплоидизации; M. Goska (1997) получил от 2 до 
10 % диплоидных растений сахарной свеклы, а в работах 
M. TomaszewskaSowa (2010) на средах с добавлением ки
нетина формировалось до 93.8 % диплоидных растений.

Достоверных данных о факторах, влияющих на степень 
спонтанной диплоидизации гаплоидов, нет, поэтому не
обходимо переводить полученные гаплоидные растения 
на диплоидный уровень. Для удвоения хромосомного 
набора гаплоидных растенийрегенерантов, как прави
ло, используют колхицин (Gurel et al., 2000; Подвигина, 
2003). Обработку гаплоидных растений in vivo проводят 
раствором колхицина в точке роста корнеплода или со
цветия, погружением корней в раствор колхицина или в 
условиях in vitro, культивируя на питательных средах, 
содержащих мутаген (Подвигина, 2003). Время обработки 
и концентрация мутагена могут быть разными: S. Gurel 
и колле ги (2000) рекомендуют удваивать количество хро
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мосом, по мещая гаплоидные рас тения на питательную 
среду с добавлением колхицина в концентрации 5 г/л на 
5 мин. По данным О.А. Подвигиной (2003), при добав
лении колхицина в питательную среду в концентрации 
0.05 % с экспозицией двое суток уровень диплоидизации 
составил 83.3 %. 

Миксоплоидность – характерное для меристем сахар
ной свеклы явление (ХаречкоСавицкая, 1940; Yudanova 
et al., 2004; Lukaszewska, Sliwinska, 2007), усложняющее 
определение уровня плоидности полученных растений. 

Уровень плоидности растений можно определить не 
только прямым подсчетом числа хромосом в клетках 
меристем, но и по косвенному показателю – числу хло
ропластов в замыкающих клетках устьиц (Yudanova et al., 
2004). Однако число хлоропластов в замыкающих клетках 
устьиц может зависеть не только от уровня плоидности, 
но и способа размножения (самоопыление или скрещи
вание). Например, у диплоидного гетерозисного гибрида 
сахарной свеклы среднее число хлоропластов может быть 
12–15 шт. на клетку, тогда как у самоопыленных образ цов 
среднее число хлоропластов на клетку составляет около 
18 шт., что делает данный косвенный метод недостовер
ным (Малецкий и др., 2013). 

Проблему определения уровня плоидности растений
регенерантов свеклы решают применением проточной 
ци тометрии (Васильченко и др., 2017; Gorecka et al., 2017) 
или методом абсорбционной цитофотометрии (Yudanova 
et al., 2004). 

Некоторые исследователи (Подвигина, 2003; Toma szew
skaSowa, 2010) считают целесообразным выделять га
плоидные растения по фенотипу: гаплоидные растения 
сильно отличаются от диплоидных – имеют многочис
лен ные мелкие узкие листья и меньший габитус по срав
нению с диплоидами. 

Технология культуры  
изолированных микроспор и пыльников: 
состояние и перспективы
Андрогенез, по сравнению с гиногенезом, является менее 
трудоемким способом, так как не требует изоляции мелких 
семязачатков вручную. Культура изолированных микро
спор позволяет избежать формирования соматических 
клонов – как в случае гиногенеза (из тканей, окружающих 
зародышевый мешок). В связи с этим исследования в 
этой области являются перспективными, однако у рода 
Beta подобные работы проводились редко и были мало  
успешны.

Производство гаплоидов в культуре изолированных 
пыль ников и микроспор успешно применяют у многих 
ви дов растений, однако индукция гаплоидии в культуре 
изо лированных пыльников или микроспор сахарной и 
столовой свеклы приводила только к появлению про
эмбриоидных структур, которые иногда формировали кал
лус и/или корни. Ранние попытки производства гаплои
дов в культуре пыльников сахарной свеклы не привели к 
получению андрогенных растений (Banba, Tanabe, 1972; 
Goska, Rogozinska, 1981; Van Geyt et al., 1985; Herrmann, 
Lux, 1988a). Одной из вероятных причин неудачи всех 
исследователей может являться наличие амилопластов в 
пыльцевых зернах, что ингибирует андрогенез изза повы

шенного содержания крахмала в пластидах одноядерных 
микроспор (Sangwan, SangwanNorreel, 1987). Возмож
ность элиминации крахмальных зерен в микроспорах 
столовой свеклы изучали K. Gorecka и сотрудники (2017), 
для чего исследовали два варианта обработки. В первом 
случае проводили полив растенийдоноров рас твором 
гиббереллина в концентрации 50 мг/л по 250 мл на одно 
растение дважды в неделю, что привело к увеличению 
выхода андрогенных регенерантов только у одного из 
образцов, в то время как у других образцов выход эм
бриоидов не изменился, а у одного генотипа регенерация 
отсутствовала вовсе. Во втором случае изолированные 
пыльники выдерживали в растворе альфаамилазы в 
концентрации 3 мг на 80 мл H2O (из ячменного солода 
типа VIIIA, SigmaAldrich) в течение 2 мин, а затем пере
носили на среду для индукции андрогенеза, что привело 
к формированию двух эмбриоидов у двух генотипов. 
Получить растения исследователям не удалось, так как 
регенерировавшие розетки чернели и погибали. С ана
логичной проблемой столкнулись M. KlimekChodacka 
и R. Baranski (2013) на некоторых генотипах столовой 
свеклы в культуре неоплодотворенных семязачатков, что 
связывают с генотипспецифичностью.

K. Gorecka и коллеги (2017) получили каллус в культуре 
изолированных микроспор и пыльников столовой све
клы. Авторы установили, что бутоны длиной 1.3–1.5 мм 
со держат около 80 % микроспор одноядерной стадии 
развития и около 15 % двуядерной стадии, что наиболее 
оптимально для культуры изолированных микроспор и 
пыльников у большинства культур. Лучшей питательной 
средой для культивирования пыльников и микроспор авто
ры указали B5 с добавлением 100 г/л сахарозы и 100 мг/л 
2.4Д. При цитологическом исследовании полученных 
образцов каллуса и розеток уровень плоидности соста
вил 4x, что говорит о неоднократной эндоредупликации 
в каллусной ткани. 

С.М. Гонтаренко и Г.М. Герасименко (2018) в культу
ре изолированных пыльников у сахарной свеклы смогли 
получить эмбриоиды, выход которых составил 0.15– 
0.92 %. Авторы определили, что оптимальной стадией раз
вития микроспор для культуры пыльников следует считать 
одноядерную. Показали, что предобработка эксплантов 
с использованием низкотемпературного стресса (4–8 °С) 
в течение 3–15 сут служит фактором, инициирующим 
переход микроспор с гамето на спорофитный путь раз
вития, тогда как предобработка высокими температурами 
(30–32 °C) не дает положительных результатов. Наиболее 
подходящей питательной средой для культуры пыльников 
оказалась MS половинной концентрации с добавлением 
ряда витаминов (В1 – 10 мг/л, В6 – 1 мг/л, РР – 1 мг/л, 
С – 1 мг/л) и аминокислот (глутаминовой – 250–500 мг/л, 
аспарагиновой – 30–50 мг/л, тирозина – 1–10 мг/л, арги
нина – 2–10 мг/л, гидроксипролина – 2–4 мг/л).

Заключение
Создание гомозиготных линий с помощью гаплоидных 
технологий востребовано селекционерами по всему миру. 
Главным преимуществом гаплоидных технологий по 
сравнению с методами традиционной селекции является 
сокращение времени производства чистых линий и затрат 
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на многолетнее культивирование и самоопыление расте
ний. Наиболее разработанной технологией производства 
линий удвоенных гаплоидов свеклы на настоящий момент 
следует считать технологию изолированных семязачатков, 
которая протестирована преимущественно на сахарной 
свекле. Данная технология создания чистых линий более 
трудоемкая по сравнению с технологией культуры изоли
рованных микроспор, однако последняя практически не 
применима при получении удвоенных гаплоидов свеклы 
в силу недостатка исследований на эту тему. В связи с 
этим можно рекомендовать проведение исследований и 
разработку технологии создания удвоен ных гаплоидов 
сахарной и столовой свеклы в культуре изолированных 
микроспор. 
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