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Поиск новых, эффективных методов расширения генетического полиморфизма исходного селекционного материала остается одной из важных 
проблем селекции гибридной кукурузы. Мировая селекция коммерческих сортов и гибридов Zea mays L. ведется на диплоидных генотипах, 
тогда как тетраплоидные источники исходного материала кукурузы и её дикие сородичи слабо вовлекаются в селекционный процесс. Прямые 
гетероплоидные скрещивания между диплоидными и тетраплоидными генотипами приводят к формированию слабо фертильных либо 
полностью стерильных триплоидных гибридов, которые цитологически нестабильны в последующих репродукциях. Тетраплоидная кукуруза 
(2n=40), как и ее некоторые дикие сородичи с тетраплоидным геномом Zea perennis Hitchk. (2n=40) и Tripsacum dactiloides (L.) L. (2n=72), 
привлекательны для селекционеров как источники для улучшения хозяйственно ценных признаков. Привлекательность ресинтезированных 
диплоидных линий объясняется тем, что у тетраплоидов в результате неравного кроссинговера между гомологичными хромосомами, 
образующими поливалентные ассоциации хромосом, накапливается больше хромосомных перестроек, чем у диплоидных генотипов, 
хромосомы у которых образуют биваленты. Тетраплоидные синтетические популяции кукурузы и её тетраплоидные дикие сородичи обладают 
большим потенциалом изменчивости для улучшения диплоидной кукурузы. Авторами предложен прямой метод ресинтеза дигаплоидных 
линий с помощью гаплоиндукции и косвенный метод получения диплоидных линий путём гетероплоидного скрещивания и последующего 
расщепления гибридного потомства триплоидного гибрида. Метод ресинтеза диплоидного генома кукурузы из тетраплоидного служит 
идеальной моделью для изучения процессов кроссинговера между гомологичными хромосомами при их мультивалентных ассоциациях 
в мейозе; он перспективен для получения диплоидных линий с повышенной частотой рекомбинации между гомологичными хромосомами 
разных геномов, объединенных в один общий, а также может служить источником получения серии анеуплоидов.
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The search for new, effective methods for broadening the genetic polymorphism of the original breeding material remains one of the important problems 
of hybrid maize breeding. Globally, breeding of commercial maize varieties and hybrids is carried out using diploid genotypes, whereas tetraploid 
sources of initial material and wild relatives of maize are poorly involved in the breeding process. The direct heteroploid crosses between diploid 
and tetraploid genotypes lead to the formation of weakly fertile or completely sterile triploid hybrids, which are cytologically unstable in subsequent 
generations. Tetraploid maize (2n=40), as well as some wild relatives with tetraploid genome, such as Zea perennis Hitchk. (2n=40) and Tripsacum 
dactiloides (L.) L. (2n=72), are attractive to breeders as sources for improving economically valuable traits. The attractiveness of rediploid lines is 
due to the fact that they originate from tetraploids, which accumulate more chromosome rearrangements as a result of unequal crossingover between 
homologous chromosomes forming polyvalent chromosomal associations, rather than  diploid lines in which chromosomes form only bivalents. 
Synthetic tetraploid populations of maize and its tetraploid wild relatives have great potential of variability for improving diploid maize. The authors 
proposed a direct method for the resynthesis of doubled haploid lines using haploid induction and an indirect method for obtaining diploid lines by 
heteroploid crossing and subsequent segregation of a triploid hybrid in the progeny. The method of resynthesizing the tetraploid maize genome to 
diploid serves as an ideal model for studying the processes of crossing over in meiosis between multivalent associations of homologous chromosomes; 
it is promising for obtaining diploid lines with an increased frequency of recombination between the homologous chromosomes of different genomes, 
combined into a common one, and can serve as a source for obtaining aneuploid series.
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Словарь использованных терминов

Редиплоид – диплоидная линия, полученная путем ресин-
теза из полиплоидной формы
Дигаплоид – линия, полученная методом удвоения гено-
ма гаплоидного растения
Редигаплоид – линия, полученная путем ресинтеза гапло-
идной формы из полиплоидной с последующим удвоени-
ем гаплоидного генома до диплоидного

Введение

Кукуруза (Zea mays  L.)  – одна из важнейших зерно-
вых культур в мире. Доля кукурузы в мировом зерно-
вом балансе составляет более 30%. В 2017 году мировой 
рынок кукурузы составил 1112 млн тонн зерна, при этом 
средний доход производителей этой культуры вырос на 
3,4% за последние десять лет (Ministry of Agriculture of 
the Russian Federation, 2020). На протяжении последних 
трёх лет в России наблюдается рост объемов производ-
ства кукурузы на зерно.

Установлено, что разнообразие растений коррелирует 
с высокой степенью изменчивости общего размера гено-
ма, уровня плоидности и числа хромосом (Bennett, Leitch, 
2003; Kellogg, Bennetzen, 2004). Размер генома Z.  mays 
составляет 2,3 миллиарда пар оснований (Schnable et al., 
2009). При этом не менее 85% всего генома приходит-
ся на долю различных мобильных элементов. В настоя-
щее время генетическое разнообразие возделываемой 
кукурузы, представленной в производстве в основном 
инбредными линиями и их гибридами различной степе-
ни сложности, значительно меньше, чем было во време-
на широкого внедрения гибридов в производство. Сниже-
ние генетического разнообразия кукурузы как культуры 
неизбежно влечет за собой возрастание генетической уяз-
вимости вида.

Исторически сложилось так, что подавляющее боль-
шинство линий первого цикла гибридной селекции было 
заложено на сортах ‘Lancaster’, ‘Iowa Dent’ и синтетиче-
ской популяции Iowa Stiff Stock Synthetic (SSS), которые 
были широко распространены в начале прошлого века 
в «кукурузном поясе» США. Синтетическая популяция 
Iowa Stiff Stock Synthetic, ставшая основой для гетеро-
зисной группы SSS, создана Джорджем Спрэгом в Уни-
верситете штата Айова в 1930-х годах и состоит из 16 
инбредных линий, выделенных из сорта ‘Reid’s Yellow 
Dent’ с  последующими несколькими циклами возврат-
ной селекции (Troyer, 1999). В процессе селекции линий 
второго и особенно третьего поколений были использо-
ваны лучшие гибриды от скрещиваний этих источников, 
что значительно сузило генетическое разнообразие полу-
чаемых популяций. Этот процесс усугублялся жёстким 
инбридингом, отбором по хозяйственно ценным призна-
кам и подбором родительских линий с повышенной ком-
бинационной способностью, что привело к резкому суже-
нию генетического полиморфизма у коммерческих сортов 

и гибридов кукурузы (Shcherbak, 1984).
Поиск эффективных методов, способствующих рас-

ширению генетического полиморфизма исходного селек-
ционного материала, был, есть и остается актуальным для 
продолжения увеличения урожайности гибридной куку-
рузы в производственных посевах. В задачи селекцио-
неров входит улучшение исходного селекционного 
материала по генам хозяйственно ценных признаков, 
накопленных в геноме исходного материала в результа-
те предшествующей селекции, и сохранение комбина-
ционной способности в отношении аллелей этих генов. 
Игнорирование этих генетических основ селекции может 
привести к снижению уровня гетерозиса гибридной куку-
рузы, что приведет к снижению темпов роста валовых 
сборов урожая.

Существует множество способов увеличения поли-
морфизма исходного селекционного материала, включая 
индуцированный мутагенез, отдалённую и близкород-
ственную гибридизацию, автополиплоидию и аллополи-
плоидию, каждый из которых имеет свои преимущества 
и недостатки (te Beest et al., 2012). Метод создания поли-
плоидных рядов не нашёл широкого применения в случае 
кукурузы по причине снижения зерновой продуктивности 
полиплоидных аналогов вследствие нарушения процес-
сов мейоза, вызывающих стерильность части пыльцевых 
зёрен и яйцеклеток (Shcherbak, Khatefov, 2000; Khatefov, 
2012). Представители полиплоидных рядов Z.  mays, 
как и  её тетраплоидные дикие сородичи (Zea perennis 
Hitchk.), могут оказаться ценным исходным материалом 
для создания улучшенных диплоидных линий c целью 
вовлечения их в гибридную селекцию на уровне дипло-
идных генотипов. Не менее перспективны для редипло-
идизации и аллополиплоиды, полученные с участием 
диких сородичей кукурузы.

Ресинтез диплоидных линий из тетраплоидного селек-
ционного материала можно охарактеризовать как переход 
организма из полиплоидного состояния обратно в дипло-
идное после одного или нескольких циклов репродукции. 
Процесс редиплоидизации может происходить в природе 
спонтанно, либо быть индуцирован в результате селекци-
онной проработки исходного материала. В зависимости 
от способа индуцирования редиплоидные линии могут 
иметь либо генотип, гомологичный исходному родитель-
скому генотипу, либо гибридный. Редиплоидные линии 
с генотипом, идентичным родительскому, характеризуют-
ся сохранением исходного родительского генома. В таких 
линиях, изменения и перестройки происходят между 
гомологичными хромосомами с набором генов одного 
родителя. У редиплоидных линий гибридного происхож-
дения обмены осуществляются между гомологичными 
хромосомами с различным набором аллелей одних и тех 
же генов, пришедших от обеих родительских форм.

Практическое получение диплоидных линий путем 
разложения тетраплоидных популяций было осущест-
влено Э.Б.  Хатефовым в 2010 году (Khatefov, 2017). 
Метод ресинтеза диплоидной кукурузы из тетрапло-
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идной популяции с использованием гаплоиндукто-
ров, а  именно получение дигаплоидов, впервые был 
предложен Э.Б.  Хатефовым и О.А.  Шацкой (Khatefov, 
Shatskaya, 2008), а первые коммерческие дигаплоидные 
линии, использованные в гибридной селекции, получены 
и испытаны Э.Б. Хатефовым с соавторами (Khatefov et al., 
2019).

Традиционно, мировая селекция кукурузы ведет-
ся на диплоидном уровне, и генетический потенциал её 
тетраплоидных культурных и диких сородичей не может 
быть вовлечён в селекционные программы из-за барьера 
нескрещиваемости, либо полной или частичной стериль-
ности триплоидного потомства. В этой связи основной 
задачей расширения генетического полиморфизма куку-
рузы является поиск возможных путей вовлечения всего 
генофонда тетраплоидной кукурузы и её диких сороди-
чей в гибридную селекцию во избежание рисков генети-
ческой эрозии.

Цель исследований  – поиск новых методов расшире-
ния генетического полиморфизма кукурузы путём вов-
лечения генетического потенциала тетраплоидных попу-
ляций и тетраплоидных диких сородичей в гибридную 
селекцию на диплоидном уровне.

Материал и методы

Исследования проведены в период 2008-2015 гг. 
в  Институте сельского хозяйства Кабардино-Балкарско-
го центра РАН (ИСХ КБНЦ РАН). Материалом для иссле-
дований служили тетраплоидная популяция МРПП22 
(к-23427) и диплоидная инбредная линия кукурузы 
(к-23425), а также тетраплоидный и диплоидный гапло-
индукторы кукурузы ЗМК1 селекции Национального 
центра зерна им. П.П. Лукьяненко. Оба индуктора пред-
ставляют собой линии, поддерживаемые сестрински-
ми скрещиваниями (сибсы). Для определения плоидно-
сти растений использовали диплоидный тестер (к-23425) 
и тетраплоидный тестер (к-23427). Посев, гибридиза-
цию, размножение гибридного потомства осуществля-
ли на селекционном участке Научно-производственного 
объединения НАРТАН, (НПО НАРТАН) расположенном 
в предгорной зоне Кабардино-Балкарской Республики. 
Гибридизацию и размножение разных генотипов кукуру-
зы осуществляли в полевых условиях, с использовани-
ем пергаментных изоляторов; ранжирование гаплоидных 
и редиплоидных зерновок из гибридных зерен, завязав-
шихся на початке, проводили в лабораторных услови-
ях. Перед цветением триплоидных растений кукурузы, 
метёлки и початки (мужские и женские соцветия) изо-
лировали пергаментными изоляторами. Во время цвете-
ния, в утренние часы, с триплоидной метёлки собирали 
пыльцу и проводили опыление предварительно изолиро-
ванного початка на том же триплоидном растении (само-
опыление, инцухт); опылённый початок снова закрывали 
изолятором и снабжали этикеткой с указанием типа опы-
ления и даты совершения процедуры. Для удвоения числа 

хромосом у гаплоидных растений использовали раствор 
колхицина согласно методу получения дигаплоидных 
линий кукурузы (Deimling et al., 1997; Khatefov, Asadova, 
2019). Для определения плоидности растений и достовер-
ного выявления дигаплоидов в расщепляющемся потом-
стве триплоидов использовали тесткроссы с диплоидным 
(2n, к-23425) и тетраплоидным (4n, к-23427) тестерами. 
Для этого разделяли пыльцу анализируемых растений 
на три равные части. Первую часть пыльцы использова-
ли для инцухта, а вторую и третью части в тесткроссах 
с 2n- и 4n- тестерами кукурузы. Для цитологического 
анализа использовали меристематические клетки кон-
чиков корешков. Хромосомы окрашивали по Фёльгену 
(Pausheva, 1988) реактивом Шиффа при холодном гидро-
лизе. Мацерацию тканей осуществляли пектиназой от 
Aspergillus niger van  Tieghem  1867. Хромосомные числа 
образцов определяли с помощью световой микроскопии 
в проходящем свете. Для каждого образца кукурузы под-
считывали число хромосом на 15 метафазных пластинках 
под микроскопом Olympus CX43 (Olympus Optical Co., 
Ltd, Япония) в проходящем свете при 1600-кратным уве-
личении с масляной иммерсией. Фотографии метафаз-
ных пластинок получали с помощью фотокамеры Oplenic 
PSC-600-15C (B51) (Oplenic Corp., Hang Zhou, China) при-
соединённой к микроскопу.

Результаты

Процесс получения дигаплоидных линий кукурузы из 
тетраплоидных популяций возможен прямым и косвен-
ным методами (таблица).

Суть прямого метода заключается в получении дига-
плоидных линий из тетраплоидных генотипов с уча-
стием диплоидных и тетраплоидных гаплоиндукто-
ров. В  результате применения этого метода селекционер 
создает ресинтезированные из тетраплоидного гено-
ма диплоидные (дигаплоидные) линии, генотип кото-
рых идентичен исходному источнику. Косвенный метод 
заключается в скрещивании тетраплоидного растения 
с любой диплоидной линией и формировании триплоид-
ного потомства. Расщепляющееся по плоидности потом-
ство самоопылённого триплоида используют далее для 
получения дигаплоидных линий, в кариотипах которых 
будут присутствовать хромосомы обеих родительских 
форм в различных комбинациях. Рассмотрим каждый 
метод по отдельности.

Прямой метод. При использовании прямого метода 
мы получали дигаплоидные линии с помощью диплоид-
ного и тетраплоидного гаплоиндукторов кукурузы. Для 
этого на первом этапе скрестили тетраплоидное материн-
ское растение с тетраплоидным гаплоиндуктором и полу-
чили на початке диплоидные зерновки. На втором эта-
пе растения, выращенные из этих диплоидных зерновок, 
скрестили с диплоидным гаплоиндуктором и получили 
на початках гаплоидные зерновки. На третьем этапе все 
гаплоидные проростки, полученные из гаплоидных зер-
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Таблица. Схема получения дигаплоидных линий кукурузы прямым и косвенным 
методами ресинтеза из тетраплоидных популяций по годам

Table. Flow chart of obtaining doubled haploid maize lines by direct and indirect 
methods of resynthesis from tetraploid populations, year-wise

Годы/
years

Метод/
Method

Прямой/ 
Direct

Косвенный/ 
Indirect

1
♀Тетраплоид (4n) × ♂Гаплоиндуктор (4n)

↓
Диплоид (2n)

♀Диплоид (2n) × ♂Тетраплоид (4n)
↓

Гибрид (3n)

2
Диплоид (2n) × ♂Гаплоиндуктор (2n)

↓
Гаплоид (1n)

Гибрид (3n) + инцухт
↓

Расщепление (4n + 3n + 2n + Хn)

3
Гаплоид (1n) + колхицинирование

↓
Дигаплоидная линия (2n)

Диплоид (2n) × ♂Гаплоиндуктор (2n)
↓

Гаплоид (1n)

4
Гаплоид (1n) + колхицинирование

↓
Дигаплоидная линия (2n)

новок, обработали колхицином в соответствии с методи-
кой получения дигаплоидных линий кукурузы (рис.  1), 
и в результате были получены первые такие линии мето-

дом ресинтеза из тетраплоидной популяции.

Рис. 1. Схема получения гаплоидных зерновок кукурузы с использованием гаплоиндукторов
Отбор гаплоидов ведется по наличию маркера антоциановой окраски на гибридных зерновках, полученных от скрещивания донора с гаплоиндуктором 
и его отсутствию на зародышах. А – схема гибридизации донора и гаплоиндуктора; В – гаплоидные зерновки с немаркированным зародышем на фоне 
гибридных диплоидных зерновок; С – разные типы маркерной окраски выбракованных гибридных диплоидных зерновок в сравнении с окраской 
отобранных гаплоидных зерновок; D – фенотипическая характеристика гаплоидных и диплоидных растений по габитусу и выбраковка высокорослых 
диплоидных растений

Fig. 1. Scheme of producing haploid maize kernels using haploid inducers
The selection of haploid kernels is based on the presence of anthocyanin pigmentation in hybrid kernels from a cross of a donor with a haploid inducer, and its 
absence in embryos. A – scheme of hybridization between a donor and a haploid inducer; B – haploid kernels with unmarked embryo against the background 
of hybrid diploid kernels; C – different marker pigmentation of culled hybrid diploid kernels compared to that of selected haploid ones; D –phenotypic 
characterization of haploid and diploid plants according to their habitus and culling of tall diploid plants
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Для облегчения ранжирования гаплоидных и гибрид-
ных диплоидных зерновок использовали гаплоиндукторы 
с маркерным доминантным геном антоциановой окраски 
зерновки и зародыша R1-nj (Khadzhinov, Chumak, 1978).

При отсутствии у селекционера тетраплоидного 
гаплоиндуктора можно использовать гетероплоидное 

скрещивание, заменив тетраплоидный гаплоиндуктор 
на диплоидный, однако выделить гаплоидные зернов-
ки среди гибридных триплоидных щуплых зерновок без 
эндосперма затруднительно (рис. 2), в отличие от дипло-
идных и тетраплоидных, которые хорошо идентифициру-
ются по верхней части перикарпа зерновки.

Рис. 2. Фенотипическое проявление маркерного гена R1-nj на верхней части перикарпа 
зерновки у диплоидного (А), тетраплоидного (В) и триплоидного (С) доноров
Fig. 2. Phenotypic manifestation of the R1-nj dominant marker gene on the upper 

pericarp of a kernel in a diploid (A), tetraploid (B), and triploid (C) donor

Для успешного проведения скрещиваний кукурузы 
были подобраны гаплоиндукторы одной группы спелости 
с материнской формой. При этом тетраплоидный гапло-
индуктор использовали только в качестве отцовской фор-
мы, а диплоидный донор в качестве материнской. В пер-
вый год делянки с отцовскими и материнскими формами 
были высеяны рядом друг с другом и между ними были 
проведены скрещивания в период массового цветения 
растений. После опыления материнского растения пыль-
цой гаплоиндуктора, початки изолировали и  оставили 
до созревания. После созревания все гибридные почат-
ки были убраны с поля и просушены до 14% влажности 
зерна. Затем все гибридные завязавшиеся зерновки были 
просмотрены с торца початка с отбором предполагаемых 
диплоидов. Отбирали диплоидные зерновки с гетерози-
готным генотипом, которые идентифицировали по нали-
чию окрашенного перикарпа на верхушке («шапочка») 
и отсутствию антоциановой окраски на щитке (отсут-
ствию окраски у зародыша) (см.  рис.  1). На следующий 
год был проведен посев в поле всех отобранных с гибрид-
ных початков диплоидных (редиплоидных) зёрен. Рядом 
были расположены делянки с диплоидным гаплоиндук-
тором для второго этапа гибридизации, а также диплоид-
ный и тетраплоидный тестеры. При достижении у реди-
плоидных растений кукурузы фазы цветения, они были 
предварительно изолированы пергаментными изолятора-
ми до выхода рылец. После наступления фазы цветения 

мужских и женских соцветий, с утра собирали в перга-
ментный изолятор пыльцу с гаплоиндуктора и проводи-
ли опыление рылец на початке редиплоидного растения. 
Сразу после опыления початка изолятор снабжали эти-
кеткой, указывая дату опыления и формулу гибрида. 
После созревания зерновок и уборки урожая, все гибрид-
ные початки просматривали и отбирали зерновки с нали-
чием маркерного признака на верхней части перикарпа 
и с неокрашенным зародышем (см.  рис.  1). Отобранные 
зерновки были отнесены к предполагаемым гаплоидным 
зерновкам для последующего проращивания и обработки 
колхицином. Гаплоидные растения характеризуются кар-
ликовым ростом, узкими листьями, маленьким размером 
метелки и початка, полной или частичной стерильностью 
мужских соцветий. Рыльца гаплоидных растений куку-
рузы способны принимать пыльцу любой плоидности и 
завязывать полноценные зерновки разной плоидности на 
гаплоидном початке. Для перевода гаплоидов в диплоид-
ное состояние, то есть для увеличения числа хромосом 
вдвое, проводят процедуру колхицинирования, в резуль-
тате которой образуются фертильные растения нормаль-
ного размера.

Для удвоения числа хромосом колхицином у гапло-
идов нами был использован метод Даймлинга (Deimling 
et  al., 1997). У проростков длиной 3–4  см были удале-
ны кончики шилец (гипокотиля) и первичного корешка 
(рис.  3). Укороченные проростки погружали на 12 часов 
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в 0,06% раствор колхицина с добавлением 0,5% раство-
ра диметилсульфоксида (DMSO). После этого пророст-
ки промывали холодной проточной водой в течение двух 
часов и высаживали в поле. Для удобства обычно приме-
няют другой метод обработки проростков: прямо в поле 

раствор колхицина в концентрации 0,03–0,012% вводят 
инсулиновым шприцем в точку роста (зону апекса) рас-
тения, находящегося в фазе 3-4 листьев, дважды в сутки 
в утреннее и вечернее время.

Рис. 3. Подготовка гаплоидных проростков кукурузы к колхицинированию 
по методу Даймлинга и соавторов (Deimling et al., 1997)

Fig. 3. Preparation of haploid maize seedlings for colchicine treatment 
according to the method of Deimling et al. (1997)

Рядом с делянками колхицинированных гаплоидных 
растений высевали тетраплоидный и диплоидный тесте-
ры. Линии кукурузы, полученные в результате обработ-
ки гаплоидных проростков колхицином, были фертиль-
ными и во время цветения хорошо пылили. Все початки 
фертильных растений были самоопылены, а часть пыль-
цы была перенесена на рыльца початков диплоидного 
и тетраплоидного тестеров, высаженных по соседству. 
Плоидность полученных растений определяли цитоло-
гически, путем подсчета числа хромосом на метафазных 
пластинках в делящихся клетках корешков проростков 
кукурузы (рис. 9), либо методом тесткроссов в гетеропло-
идных скрещиваниях (рис. 6).

Анализ плоидности тестируемых линий проводили 
после созревания и сушки початков от тесткроссов. Для 
этого все початки располагали по группам в соответствии 
со схемой проведенных скрещиваний и просматрива-
ли выполненность зерновок на початках. Критерии оцен-
ки плоидности были следующими: если на диплоидном 
тестерном початке завязались полноценные зерновки, 
а на тетраплоидном плохо выполненные, то пыльцевой 

донор относили к дигаплоидной линии (редигаплоид). 
Если на диплоидном тестерном початке формировались 
плохо выполненные зерновки, а на тетраплоидном нор-
мальные, то в этом случае источник пыльцы, колхици-
нированное гаплоидное растение, имело тетраплоидный 
геном и его относили к автотетраплоидной линии. В том 
случае, если на початках обоих тестеров завязывались 
разнокачественные по выполненности зерновки, то пыль-
цевой донор относили к триплоидным или анеуплоидным 
растениям и выбраковывали (рис. 4).

Результаты проведенных тест-скрещиваний показа-
ли, что дигаплоидные линии, выделенные прямым мето-
дом из тетраплоидных популяций, свободно скрещивают-
ся с диплоидными тестерами с образованием гибридных 
зерновок и с тетраплоидными с образованием триплоид-
ных зерновок, что является характерной особенностью 
второго скрещивания. Этот метод может быть использо-
ван для предварительного анализа большого числа расте-
ний в поле с последующим подтверждением результата 
определения плоидности тестируемых линий путем пря-
мого подсчета числа их хромосом.
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Рис. 4. Зерновки триплоидной (А), диплоидной (В) и гетероплоидной 
(С) кукурузы сформировавшиеся на початках тестеров

Fig. 4. Triploid (A), diploid (B), and heteroploid (C) maize kernels formed on the cobs of testers

Косвенный метод получения редиплоидных линий 
заключается в скрещивании донора с тетраплоидным 
гаплоиндуктором в качестве второго родителя в гибрид-
ной комбинации, при этом в качестве донора используют 
любой диплоидный образец, не являющийся гаплоиндук-
тором. В результате такого скрещивания на початке фор-
мируются гибридные зерновки с триплоидным зароды-
шем, независимо от того, выступает ли диплоидная линия 
в качестве материнского или отцовского родителя (рис. 5). 
В данном исследовании в качестве материнской формы 
был использован диплоидный сорт кукурузы, а в качестве 
отцовской  – тетраплоидный (см. рис.  6). Все сформиро-
ванные на початке гибридные зерновки имели триплоид-
ный зародыш и редуцированный эндосперм, что харак-
терно для такого скрещивания, поскольку эндосперм 

в  таком случае будет иметь два набора хромосом отцов-
ского родителя вместо одного, что обусловлено меха-
низмом двойного оплодотворения у растений. В ранних 
работах по исследованию развития эндосперма у кукуру-
зы в гетероплоидных скрещиваниях было показано, что 
эндосперм, в котором нарушено соотношение численно-
сти родительских хромосом – 2  (материнские):1  (отцов-
ские), претерпевает аномальное развитие, либо он абор-
тивен (Lin, 1984).

Выраженность редукции эндосперма, помимо соотно-
шения численности родительских хромосом, зависит от 
генотипа обоих родителей, и в гетероплоидных скрещи-
ваниях бывают редкие случаи почти полной выполненно-
сти триплоидных зерновок.

Рис. 5. Зерновки с триплоидным (3n) зародышем, сформировавшиеся 
в результате гетероплоидного скрещивания 2n×4n кукурузы
Fig. 5. Kernels with a triploid (3n) embryo resulting from crosses 

between diploid (2n) and tetraploid (4n) maize
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Рис. 6. Схема гетероплоидных скрещиваний 
для получения гаплоидных зерновок 

кукурузы косвенным методом
Fig. 6. Scheme of heteroploid crossings for producing 
haploid maize kernels by means of indirect method

Триплоидные гибридные зерновки высеяли в поле, 
где они успешно проросли несмотря на недоразвитие 
эндосперма, и в период цветения дали мощные трипло-
идные растения. Пыльца триплоидного растения кукуру-
зы слабо фертильна и на самоопыленном початке завязы-
вает зерновки различной плоидности, различающиеся по 
выполненности и размеру (рис. 7).

Рис. 7. Самоопыленный початок 
триплоидного растения кукурузы 

с зерновками различной плоидности
Fig. 7. A cob from self-pollination of a triploid 

maize plant with kernels of different ploidy

После созревания початки были убраны и высуше-
ны, после чего была осуществлена разборка и сортиров-
ка завязавшихся зерновок, которые были рассортированы 
по размеру на предполагаемые тетраплоидные, триплоид-
ные, диплоидные и анеуплоидные (рис. 8).

Рис. 8. Распределение сформировавшихся на самоопылённом триплоидном 
початке зерновок по размеру на предполагаемые тетраплоидные (4n), 
диплоидные (2n), триплоидные (3n) и анеуплоидные (Xn±1) зерновки

Fig. 8. Size distribution of kernels in a self-pollinated triploid cob into putative 
tetraploid (4n), diploid (2n), triploid (3n) and aneuploid (Xn±1) kernels
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Подсчет числа хромосом в кончиках корешков про-
ростков позволил точно установить плоидность полу-
ченных растений (см. рис. 9). Такой способ установления 
хромосомных чисел растений кукурузы высокоэффекти-

вен, но при работе с большой выборкой этот метод ста-
новится довольно трудоёмким, поскольку сопряжён 
с  проблемой последующего сохранения проростка, его 
укоренения и получения потомства.

Рис. 9. Метафазные пластинки диплоидной (2n), триплоидной (3n) и тетраплоидной 
(4n) кукурузы, окрашенные реактивом Шиффа по Фёльгену

Fig. 9. Metaphase plates of diploid (2n), triploid (3n), and tetraploid (4n) 
maize stained with Schiff's reagent according to Feulgen method

Альтернативным способом первичного определе-
ния плоидности отобранных зерновок является метод 
тесткроссов. В посеве были использованы только пред-
полагаемые редиплоидные зерновки, рядом с которы-
ми высеяли диплоидный и тетраплоидный тестеры 
одной группы спелости. Перед цветением материнских 
форм их початки изолировали пергаментными изолято-
рами. Перед цветением отцовских растений  – предпола-
гаемых редиплоидов – с раннего утра мужские соцветия 
были изолированы пергаментными изоляторами для сбо-
ра пыльцы. Собранную пыльцу распределяли между соб-
ственным початком (инцухт) и початками диплоидного 
и тетраплоидного тестеров (тесткросс). Все самоопылён-
ные и гибридные (от тесткроссов) початки изолировали 
пергаментными изоляторами. После созревания почат-
ков они были собраны и просушены до 14% влажности 
зерна, после чего каждый початок был проверен на каче-
ство завязавшихся зерновок. В первую очередь зерновки 
проверяли на однородность по форме и размеру и, если 
зерновки на початке не были однородными, то самоопы-
лённое растение относили к триплоидным и выбрако-
вывали. Если на самоопылённом початке зерновки были 
типичными по форме и размеру, то растение и початок 
считали диплоидным или тетраплоидным. Для точно-
го определения, является ли растение диплоидным или 
тетраплоидным, переходили к анализу початков, получен-
ных с его участием в тесткроссах. Все гибридные ком-
бинации с  диплоидными и тетраплоидными тестерами 
располагали параллельно на столе и просматривали пара-
ми. Если на початках диплоидного тестера обнаружива-
ли триплоидные щуплые зерновки, а на тетраплоидном 

полноценные нормальные, то отцовское растение счита-
ли тетраплоидным. В случае, если на диплоидном почат-
ке завязались ровные нормальные зерновки, а на тетра-
плоидном триплоидные, то отцовское растение считали 
диплоидным (редиплоидным) (см.  рис.  4). Полученные 
косвенным методом редиплоидные линии являются гете-
розиготными носителями аллелей генов от обоих роди-
телей и фенотипически значительно различаются между 
собой.

После установления истинности диплоидного геноти-
па у редиплоидных линий кукурузы методом тесткроссов 
вся дальнейшая работа селекционера сводится к накопле-
нию в редиплоидной линии гомозиготных аллелей мето-
дом инцухта. Для сокращения времени полевой работы, 
направленной на выравнивание линии, мы рекомендуем 
использовать на этом этапе метод гаплоиндукции с при-
менением диплоидного гаплоиндуктора и стандартной 
методики дигаплоидизации выделенных гаплоидных зер-
новок. Это позволит сократить время на получение 100% 
гомозиготных редиплоидных линий до 1-2-х лет.

Обсуждение

Использование механизма расширения генетического 
полиморфизма посредством редиплоидизации тетрапло-
идных генотипов перспективно для гибридной селекции 
кукурузы в качестве способа создания ценного исходного 
материала. Он также может быть использован при изуче-
нии межхромосомных перестроек в полиплоидном гено-
ме, а также как один из способов получения анеуплоидов. 
Возникновение полиплоидов в процессе эволюции сопря-
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жено с быстрой и значительной перестройкой генома, 
которая включает существенные изменения числа хромо-
сом и их структуры, например вследствие транслокаций 
и делеций. Полиплоидия приводит к активации и пере-
мещению транспозонов, а также связана с эпигенетиче-
скими эффектами, такими как модификация структуры 
хроматина вследствие изменения характера его метили-
рования. Эффекты перестройки хромосом, происходящие 
в результате «геномного шока» (De Storme, Mason, 2014) 
у вновь образовавшихся полиплоидных растений, часто 
приводят к выраженным изменениям экспрессии генов, 
что проявляется на уровне фенотипа, а также к летально-
сти и стерильности. Процесс диплоидизации с одной сто-
роны приводит к восстановлению фертильности, с дру-
гой  – позволяет сохранить в геноме дупликации генов 
(Panchy et al., 2016), которые на начальном этапе не ока-
зывают прямого влияния на продуктивность, что созда-
ёт условия для сохранения вновь возникающих мутаций 
и для увеличения числа комбинаций аллелей. Такой про-
гресс изменчивости генома растений способствует уве-
личению гетерозиготности и сопровождается частичным 
гетерозисным эффектом с последующим повышени-
ем фертильности. Редиплоидизация тетраплоидов также 
приводит к появлению более продуктивных диплоидных 
потомков. Кроме того, у тетраплоидных гибридов, полу-
ченных от скрещивания контрастных по аллелям генов 
и по проявлению признаков тетраплоидных родительских 
форм, частота обменов гомологичными участками хро-
мосом гораздо выше, чем при скрещивании диплоидных 
линий (Yao et al., 2020). Поэтому вероятность получения 
кроссоверных хромосом с разнообразными сочетания-
ми аллелей селекционно-важных генов у тетраплоидных 
гибридов выше, чем у диплоидных аналогов.

Результаты изучения полученных редиплоидных 
линий кукурузы подтвердили их хозяйственную ценность 
и полезность для гибридной селекции (Khatefov et  al., 
2019). В дальнейшем при изучении селекционной цен-
ности 26 редиплоидных линий, выделенных из тетрапло-
идной популяции и скрещенных с 17 стерильными тесте-
рами С- и М- типов ЦМС, были выявлены 34 гибридные 
комбинации с урожайностью на уровне или выше стан-
дартных гибридов. Из них 24 гибрида были отнесены к 
раннеспелой, шесть гибридов к среднеспелой и четы-
ре к позднеспелой группе спелости по FAO (URL: https://
www.fao.org). Из 26 редиплоидных линий удалось выде-
лить гибридную комбинацию (Rf  7c  × КБ  595-10-5)  × 
6199-2, показавшую урожайность зерна 13,58  т/га, 
что выше стандарта на три значения НСР05  = 0,52  т/га 
(Khatefov et al., 2019).

Выводы

Использование метода редиплоидизации тетраплоид-
ных популяций кукурузы прямым и косвенным метода-
ми способствует получению дигаплоидных (редиплоид-
ных) линий кукурузы из тетраплоидных генотипов за 3-4 

года селекционной работы. Полученные этим способом 
дигаплоидные (редигаплоидные и редиплоидные) линии 
могут быть генетически близкими к исходным тетрапло-
идным родительским генотипам, из которых они были 
выделены. С помощью этого метода селекционер может 
получить диплоидные линии как из культурных поли-
плоидных видов рода Zea, так и из диких тетраплоидных 
сородичей, что даёт возможность проводить скрещива-
ния с диплоидной кукурузой и вовлекать их генетический 
потенциал в селекцию диплоидной кукурузы.
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