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В статье представлен обзор литературы по получению гаплоидных 
растений у злаков методом отдаленной гибридизации и механизмы, 
лежащие в основе селективной элиминации хромосом одного из 
родительских геномов во время раннего развития зародыша. Эли-
минация хромосом – распространенный феномен у отдаленных 
гибридов, который проявляется в разной степени в различных ком-
бинациях: от потери одной или двух хромосом до элиминации пол-
ного набора хромосом одного из родителей. В последнем случае 
возникают гаплоидные растения, удвоение числа хромосом которых 
приводит к получению удвоенных гаплоидов (DH-линий). Гомози-
готность удвоенных гаплоидов послужила основой для их широ-
кого использования в генетике и селекции растений. Использование 
данного подхода позволяет сократить время получения гомозигот-
ных линий в среднем на пять лет, что приводит к экономии людских 
ресурсов и посевных площадей. Разработка «bulbosum» метода 
получения гаплоидов ячменя оказала революционное влияние 
на хромосомную инженерию злаков и ее использование в селек-
ции растений. Однако разработанный на этой основе метод не мог 
эффективно использоваться для получения гаплоидов пшеницы, 
тритикале и других злаков из-за чувствительности пыльцы Hordeum 
bulbosum L. к генам-ингибиторам скрещиваемости пшеницы (Kr-ге-
нам). Эффективным опылителем для различных видов злаков 
явилась кукуруза. Скрещивания с дикорастущим злаком Imperata 
cylindrica (L.) Raeusch. выявили преимущества по сравнению со 
скрещиваниями пшеница × кукуруза и тритикале × кукуруза благо-
даря длительной продолжительности цветения этого вида и высо-
кой частоте формирования зародышей и регенерации гаплоидных 
растений.

Ключевые слова: колосовые злаки, отдаленная гибридизация, 
гаплоидия, селективная элиминация хромосом, селекция.

Elimination of chromosomes is a phenomenon widespread in distant 
hybrids. It ranges from the loss of one or two chromosomes to 
elimination of whole chromosome complement of one of the parents. 
Such elimination leads to the production of haploid plants, which 
then are treated with colchicine to double the chromosome number 
and to develop DH-lines. Homozygosity of doubled haploids serves 
as a basis for their wide use in plant genetics and breeding. The use 
of this approach reduces the time required for obtaining homozygous 
lines by 5 years on the average. It leads to savings in human resources, 
energy and acreage. The development of the “bulbosum” method for 
haploid barley production had a strong influence on the chromosome 
engineering in cereals and its implementation in plant breeding. 
However, the method developed on that basis could not be used 
effectively for producing haploids of wheat, triticale, etc. because of 
Hordeum bulbosum L. pollen sensitivity to genes inhibiting wheat 
crossability (Kr genes). The crosses with Imperata cylindrica (L.) 
Raeusch. is an efficient alternative to the widely used wheat × maize and 
triticale × maize crosses due to abundant pollen supply within a longer 
time period, significantly higher frequency of embryos formation and 
haploid plants regeneration.

Key words: cereals, distant hybridization, selective chromosome 
elimination, haploidy, breeding.
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Гаплоиды (от греч. гаплос – простой, одиночный) – 
cпорофиты, в соматических клетках которых содержит-
ся половинное (гаплоидное) число хромосом (n вме-
сто 2n), причем из каждой пары гомологичных хромосом 
представлена одна. Удвоенные гаплоиды (DH) – геноти-
пы, возникшие в результате удвоения числа хромосом 
гаплоидного организма. Основное селекционное преи-
мущество гаплоидов – одноэтапное получение гомози-
гот, позволяющее быстро фиксировать морфофизиоло-
гические параметры адаптивности и сокращать сроки 
создания сортов, отвечающих всем требованиям совре-
менного рынка. С практической точки зрения наибо-
лее распространенными являются два аспекта их приме-
нения: 1) ускоренное создание сортов у самоопыляемых 
культур и 2) получение гомозиготных линий в селек-
ции на гетерозис, где создание инцухт‑линий занима-
ет 5‑6 лет. Сроки селекции при использовании гапло-
идов сокращаются в среднем на 5 лет (Wedzony et al., 
2009; Dunwell, 2010; Liu et al., 2014; Humphreys, Knox, 
2015). С применением различных гаплоидных техноло-
гий создано около 300 сортов экономически значимых 
сельскохозяйственных культур, 150 из которых относят-
ся к представителям семейства Poaceae Barnhart. Число 
сортов, полученных с применением гаплоидных техноло-
гий, постоянно увеличивается (Dunwell, 2010). В Канаде 
30% всех посевных площадей пшеницы заняты сортами, 
созданными на основе DH‑технологий. Из приведенного 
в обзоре D. Dж. Хамфрис и H. E. Нокс (Humphreys, Knox, 
2015) списка 47‑ми DH‑сортов этой культуры следует, 
что только два из них получены методом культуры пыль-
ников, а остальные – методом селективной элиминации 
хромосом («maize» technique). В то же время в селекции 
ячменя наибольшее применение получил метод культуры 
пыльников – семь сортов из восьми созданы этим мето-
дом.

Для эффективного использования гаплоидов в селек-
ционных программах, они должны удовлетворять сле-
дующим критериям: (1) эффективности получения 
DH‑линий для любых генотипов, (2) DH‑линии долж-
ны отражать спектр генетической изменчивости гибри-
да и (3) DH‑линии должны быть генетически стабильны 
(Snape et al., 1986). Существуют различные методы полу-
чения гаплоидных растений, однако их массовое получе-
ние стало возможным с развитием методов культивирова-
ния растительных тканей in vitro.

Для искусственного получения гаплоидов у злаков при-
меняются два метода: культура пыльников и ее разновид-
ность – культура изолированных микроспор и отдаленная 
гибридизация с последующей селективной элиминацией 
хромосом вида‑опылителя (Chistyakova, 2000; Dyatchouk, 
2003; Devaux, Pickering, 2005; Pratap et al., 2006; Ignato-
va; 2011; Hazarica et al., 2013; Gosal, Wani, 2018; Srivastava, 
Singh, 2018). Одним из основных преимуществ метода 
селективной элиминации хромосом в сравнении с культу-
рой пыльников у злаков является отсутствие альбиносных 

растений и генетическая стабильность DH‑линий (Devaux, 
Pickering, 2005; Chaudhary et al., 2014). 

Несовместимость родительских геномов в отдален-
ных скрещиваниях имеет различные проявления. Важней-
шее из них – кариотипическая нестабильность гибридов. 
Хромосомы одного из родителей, чаще всего отцовские, 
частично или полностью элиминируют из гибридно-
го ядра. Этот феномен, названный «хромосомной элими-
нацией», проявляется в различных межвидовых и межро-
довых скрещиваниях (Davies, 1974; Surikov, Dunaeva, 
1989; Dyatchouk, 2003; Ignatova, 2011; Pratap et al., 2006; 
Chaudhary et al., 2014). В результате в развивающемся 
зародыше остается только гаплоидный набор хромосом 
материнского родителя. Общая схема селективной элими-
нации хромосом при отдаленных скрещиваниях включает: 
скрещивание видов «z» и «y», формирование гибридной 
зиготы, элиминацию хромосом вида «y», получение удво-
енных гаплоидов после диплоидизации хромосом (Houben 
et al., 2011). Исследования аномалий митотического цикла 
предоставляет информацию о процессе элиминации хро-
мосом. Хромосомы опылителя в метафазе располагают-
ся вне экваториальной плоскости. Сестринские хромосо-
мы в анафазе не двигаются к полюсам. Они формируют 
микроядра, и, в конечном итоге, дегенерируют.

Для объяснения причин селективной элиминации хро-
мосом предлагались различные гипотезы: асинхронно-
сти митотических циклов скрещиваемых видов (Gupta, 
1969), асинхронности синтеза ядерных белков, приводя-
щей к потере отдельных хромосом (Laurie, Bennet, 1989), 
пространственного разделения геномов в интерфазе 
(Linde‑Laursen, von Bothner, 1999). Кроме того, существу-
ют гипотезы деградации чужеродных хромосом специ-
фическими нуклеазами хозяина (Davies, 1974), специфи-
ческой видовой инактивации хромосом (Jin et al., 2004; 
Mochida et al., 2004), и нерасхождения хромосом одно-
го из родителей в анафазе (Ishii et al., 2010). Элиминация 
хромосом является выражением одной из форм постгам-
ной несовместимости, обеспечивающей репродуктив-
ную изоляцию видов (Surikov, Dunaeva,1989). По мне-
нию Х. К. Чаудхари с соавторами (Chaudhary et al., 2014), 
клеточные механизмы, вовлекаемые в процесс однороди-
тельской элиминации хромосом, до настоящего времени 
остаются плохо понятными.

Барьеры несовместимости, проявляющиеся на пост-
гамной стадии, ингибируют нормальное развитие гибрид-
ных семян. Одно из проявлений постгамной несовмести-
мости – отсутствие развития эндосперма, приводящее 
к голоданию зародыша и его последующей гибели. Сво-
евременная изоляция зародыша и его культивирование на 
искусственной питательной среде in vitro является осново-
полагающим принципом технологии embryo rescue («спа-
сения» незрелых зародышей), обеспечивающей получение 
жизнеспособных растений в отдаленных скрещиваниях 
(Filippis, 2014; Lulsdorf et al., 2014; Sahijram, Rao, 2015; 
Gosal, Wani, 2018).

Djatchouk T. I., Akinina V. N., Khomyakova O. V., Кalashnikova E. V.

45



Получение гаплоидов в скрещиваниях 
Hordeum vulgare L. × H. bulbosum L.

В селекции ячменя метод селективной элиминации 
хромосом широко используют для получения гаплои-
дов при скрещивании Hordeum vulgare × H. bulbosum (так 
называемый «bulbosum»‑метод). Впервые такой межви-
довой гибрид был получен еще в 1934 году. При скрещи-
вании тетраплоидного H. bulbosum (♀) c тетраплоидным 
H. vulgare (♂) было получено одно стерильное расте-
ние (Kuckuck, 1934). Однако, причина появления в пер-
вом поколении растений, внешне похожих на обыкновен-
ный ячмень, выяснилась гораздо позднее. Эксперименты 
с применением методов цитологии, проведенные одно-
временно в Голландии (Lange, 1971) и Канаде (Symko, 
1969; Kasha, Kao, 1970), объяснили возникновение гапло-
идных растений у межвидовых гибридов ячменя вслед-
ствие элиминации хромосом H. bulbosum. В тех случаях, 
когда в качестве женского родителя авторы использова-
ли как диплоидные, так и тетраплоидные генотипы обык-
новенного ячменя, а в качестве отцовского – диплоидные 
клоны H. bulbosum, было получено большое количество 
схожих с обыкновенным ячменем гаплоидных и дига-
плоидных растений и только единичные гибриды. Авто-
ры установили, что появление гаплоидных растений 
материнского типа не было следствием партеногенеза. 
В этих комбинациях происходило двойное оплодотворе-
ние, а гаплоидный набор хромосом у полученных расте-
ний был следствием селективной элиминации хромосом 
H. bulbosum в чужеродной цитоплазме H. vulgare.

Элиминация хромосом H. bulbosum происходит как во 
время митоза, так и в интерфазе и сопровождается фор-
мированием микроядер и прогрессивной гетерохромати-
низацией. Полная элиминация хроматина луковичного 
ячменя происходит в течение 5–9 дней после опыления. 
Скорость элиминации хромосом зависит от генотипа 
родителей, а также условий их выращивания. Повыше-
ние температуры от +25○С до +30○С ускоряет элимина-
цию хромосом H. bulbosum (Humphreys, 1978; Pickering, 
Morgan, 1985; Gernand et al., 2006). Элиминация хромо-
сом начинается уже в анафазе зиготы, при этом в каждом 
делении теряется до трех хромосом (Bennet et al., 1976). 
Цитоэмбриологические исследования различных стадий 
развития зародышей предоставили новую информацию 
и привели к разработке научных основ метода получе-
ния гаплоидов. Результаты этих исследований не только 
подтвердили элиминацию хромосом луковичного ячменя, 
но и выявили критические периоды развития зародыша, 
сроки гибели эндосперма и необходимость дальнейшего 
культивирования эмбрионов на искусственной питатель-
ной среде для завершения процесса развития и прораста-
ния. Применение технологии embryo rescue обеспечило 
на следующем этапе повышение эффективности метода и 
его дальнейшее использования в селекционном процессе 

(Konzak et al., 1951; Bhojwani, Dantu, 2013; Filippis, 2014; 
Lulsdorf et al., 2014; Sahijram, Rao, 2015).

В работе Sanie с коллегами (Sanie et al., 2011) установ-
лено, что селективная элиминации хромосом H. bulbosum 
опосредована утратой одного из видов гистонового бел-
ка H3(CENH3) в центромере. Потеря функции цен-
тромер приводит к тому, что хромосомы луковично-
го ячменя не прикрепляются к веретену деления, они 
формируют микроядра и дегенерируют. Авторы изучи-
ли механизм, лежащий в основе селективной элими-
нации хромосом на ранних стадиях развития зароды-
шей и роль специфического гистона центромер CENH3. 
Они заключают, что: 1) инактивация центромер в хро-
мосомах H. bulbosum направляет митоз‑зависимый про-
цесс селективной элиминации хромосом в скрещивани-
ях H. vulgare × H. bulbosum; 2) инактивацию центромеры 
вызывает потеря гистона CENH3, а не сайленсинг соот-
ветствующего гена (Sanie et al., 2011).

Элиминация хромосом опылителя может происхо-
дить как во время митоза, так и в интерфазе (Gernand et 
al., 2006; Sanie et al., 2011). Интерфазная элиминация свя-
зана с разделением геномов, «отчуждением» хромати-
на отцовского родителя, формированием микроядер и их 
дегенерацией. Элиминация может сопровождаться струк-
турными перестройками хромосом элиминирующего 
генома, вызывающими нарушение в расхождении хромо-
сом в митозе с последующим формированием микроядер 
(Sanie et al., 2011).

Несовместимость при скрещивании обыкновенного 
и луковичного ячменя контролируется геном(‑ами), лока-
лизованными в 7‑ой хромосоме обыкновенного ячменя, 
который подавляет прорастание пыльцы и рост пыльце-
вых трубок луковичного ячменя. Наблюдается гомеоло-
гичность 7‑ой хромосомы ячменя и хромосом пшеницы 
5‑ой группы сцепления, на которых локализованы три 
доминантных гена, контролирующих несовместимость 
при скрещивании пшеницы с рожью (Pickering, 1983). 
Степень элиминации хромосом H. bulbosum при скре-
щивании с H. vulgare зависит, прежде всего, от соотно-
шения родительских геномов. Реципрокные скрещива-
ния H. vulgare и H. bulbosum одного уровня плоидности 
(соотношение геномов 1v : 1b) приводят, как прави-
ло, к получению гаплоидных и дигаплоидных растений 
культурного ячменя. Растения в потомстве комбинаций 
с соотношением геномов 1 vulgare : 2 bulbosum являются 
стабильными гибридами (Kasha, Sadasivaiah, 1971; Lange, 
1971).

Генотип растения‑опылителя и условия выращива-
ния донорных растений влияют на степень элиминации 
хромосом (Simpson et al, 1980; Pickering, 1983; Thőrn, 
1992; Chistyakova, 2000; Ignatova, 2011). Выход гибридов 
в зависимости от опылителя варьирует от 0 до 50%. Гено-
тип обыкновенного ячменя влияет на степень дифферен-
циации зародышей. В опытах с 13 клонами H bulbosum 
(2n) и 6 сортами обыкновенного ячменя (2n) показа-
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но, что выход гаплоидных растений зависит от геноти-
пов обоих родителей, а также от особенностей их взаимо-
действия между собой. При скрещивании обыкновенного 
ячменя сорта Emir образуются нестабильные гибриды, 
у которых хромосомы H. bulbosum элиминируют в после-
дующих генерациях. В то же время гибридизация сорта 
обыкновенного ячменя Vada приводит к получению ста-
бильных гибридов (Simpson et al, 1980).

В засушливых условиях Поволжья эффективность 
гибридизации обыкновенного и луковичного ячменя свя-
зана не только с обратимыми и необратимыми наруше-
ниями, проявляющимися в отдаленных скрещивани-
ях, но и влиянием температуры и влажности воздуха на 
прохождение всех этапов развития зародыша и элимина-
цию хромосом луковичного ячменя. В условиях низкой 
влажности и повышенных температур, складывающихся 
в период опыления и формирования зародышей, элими-
нация хромосом луковичного ячменя является абсолют-
ной. Гибридные растения выявляли в единичных случаях 
при выращивании донорных растений в теплице (Dya-
tchouk, 2003).

Протоколы получения гаплоидных растений ячме-
ня методом «bulbosum» представлены в работах: Jensen 
(1977), Kasha (2005), Houben, (2011), Ignatova (2011).

Получение гаплоидов пшеницы

Возможность использования метода селективной эли-
минации хромосом для получения гаплоидов у других 
видов при обнаружении у них соответствующих опыли-
телей была предсказана К. Дж. Кейша и К. Н. Као (Kasha, 
Kao, 1970). Об успешном использовании H. bulbosum 
для получения гаплоидов мягкой пшеницы Triticum 
aestivum L. (2n = 6x = 42) сообщил И. Р. Бэркли (Barclay, 
1975). При скрещивании сорта пшеницы Chinese Spring 
с диплоидным или тетраплоидным луковичным ячме-
нем происходило двойное оплодотворение. Спустя 
14–18 суток после опыления фиксировали первые при-
знаки дегенерации эндосперма, в связи с чем возникла 
необходимость применения технологии «спасения» заро-
дышей (embryo rescue). Цитологический анализ 50 расте-
ний из 70 полученных показал, что они имеют гаплоид-
ный набор хромосом, независимо от уровня плоидности 
луковичного ячменя. Однако, скрещивание пшени-
цы с H. bulbosum ограничивается лишь немногими гено-
типами и контролируется локусами Kr1, Kr2, Kr3 и Kr4 
на хромосомах 5A, 5B, 5D и 1A соответственно (Jalani, 
Moss, 1980; Sitch, Snape,1985; Zheng, Luo,1992). Гены‑ин-
гибиторы скрещиваемости не влияют на прорастание 
пыльцы и скорость роста пыльцевых трубок до микро-
пиле. Число пыльцевых трубок, достигших микропиле, 
у «отзывчивых» генотипов было значительно большим. 

Скрещивание пшеницы с H. bulbosum не нашло приме-
нения в селекционной практике из‑за чувствительно-
сти пыльцы к генам‑ингибиторам скрещиваемости. Сорт 
Chinese Spring обладает рецессивными аллелями скрещи-
ваемости kr1 и kr2. Рецессивный аллель гена скрещива-
емости kr1 Chinese Spring был перенесен в европейские 
сорта пшеницы путем получения линий с замещения-
ми хромосомы 5В, что обеспечило получение гаплоид-
ных растений у сортов мягкой пшеницы Highbury, Sicco 
и Sappo (Snape, Simpson, 1980). Однако, длительные вре-
менные затраты по переносу рецессивных аллелей скре-
щиваемости препятствовали широкому использованию 
такого подхода в селекционной практике.

Существенный прогресс в совершенствовании метода 
селективной элиминации хромосом у пшеницы достиг-
нут благодаря подбору других видов‑опылителей. Скре-
щивания (пшеница × кукуруза) явились приемлемой 
альтернативой скрещиваниям пшеница × луковичный 
ячмень из‑за меньшей чувствительности пыльцы куку-
рузы к генам‑ингибиторам скрещиваемости (Laurie, 
Bennet, 1986, 1988a; Morshedi, Darvey, 1995; Lei et al., 
1996; 1988b). Первое сообщение о формировании зароды-
шей при гибридизации пшеницы и кукурузы было при-
ведено в работе (Zenkteler, Nitzsche, 1984). Позднее эти 
результаты были подтверждены Д. А. Лаури и М. Д. Бен-
нетт (Laurie, Bennet, 1986). Цитологические исследова-
ния показали, что пыльца кукурузы успешно прораста-
ет на рыльце пшеницы, достигает зародышевого мешка, 
и происходит оплодотворение. Гибридная зигота содер-
жит 21 хромосому пшеницы и 10 хромосом кукурузы. 
Гибридная зигота кариотипически нестабильна, так как 
хромосомы кукурузы не прикрепляются к веретену деле-
ния. Центромеры не прикрепляются к микротрубочкам 
веретена из‑за прогрессивной потери активности цен-
тромер. В результате хромосомы кукурузы элиминируют 
через три‑четыре митоза, что приводит к формированию 
гаплоидного зародыша пшеницы (2n = 21). Зародыши, 
состоящие из восьми и более клеток, уже не содержат 
хромосом кукурузы. Такие зародыши всегда абортирова-
ны по причине ранней дегенерации эндосперма, если они 
остаются на материнском растении (Laurie, Bennet, 1988a, 
1989; Laurie, 1989a).

Скрещивания пшеницы с кукурузой являются эффек-
тивными для получения гаплоидов у большинства пше-
ничных генотипов, в том числе, у трудно отзывчи-
вых в культуре пыльников in vitro (Chaudhary et al., 
2002; Pratap et al., 2006). Выход гаплоидных эмбрионов 
в отдельных скрещиваниях достигает 53% (Morshedi, 
Darvey, 1995). Регуляторы роста (например, ауксины) 
играют критическую роль в развитии зародыша. Обра-
ботка раствором 2,4‑Д (инъекция в верхнее междоуз-
лие или опрыскивание опыленных колосьев) способству-
ют развитию и дифференциации гаплоидных зародышей 
(Matzk, Mahn, 1994; Suenaga et al., 1997).
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При скрещивании твердой пшеницы с кукурузой зиго-
та имеет 24 хромосомы (14 – от твердой пшеницы и 10 – 
от кукурузы). Уровень плоидности не является барьером 
для получения гаплоидных зародышей (Ahmad, Chow-
dhry, 2005). Однако эффективность применения пыль-
цы кукурузы для получения гаплоидов твердой пше-
ницы в большинстве опытов составила 1‑2 DH‑линии 
на 100 опыленных цветков, что связывают с отсутстви-
ем D‑генома у этого вида (Cherkaoui et al., 2000; Devaux, 
Pickering, 2005).

Более высокая эффективность получения гаплоидов и 
независимость результатов от генотипа материнской фор-
мы в скрещиваниях (пшеница × кукуруза) по сравнению 
с культурой пыльников и техникой «bulbosum» послу-
жили основой их широкого применения в селекцион-
ной практике (Devaux, Pickering 2005; Jauhar et al., 2008; 
Weyen, 2009; Humphreys, Knox, 2015). 

Успешная индукция гаплоидов у мягкой пшени-
цы достигнута при использовании в качестве опылите-
ля африканского проса – Pennisetum glaucum L. (= Pen-
nisetum americana L.). При скрещивании Chinese Spring 
(kr1, kr2) с африканским просом (генотип Tift23BE) завя-
зываемость зерновок составила 28,6% от числа опылен-
ных цветков. Определение чисел хромосом в метафазах 
зигот подтвердило гибридное происхождение зародышей 
(21 хромосома пшеницы + 7 хромосом проса). Гибрид-
ные зародыши были кариотипически нестабильны 
и теряли хромосомы африканского проса в первых четы-
рех делениях. В скрещиваниях сорта Highoury, отлича-
ющегося от Chinese Spring наличием в локусах доми-
нантных аллелей генов скрещиваемости, получено 31% 
завязываемости зерновок, что достоверно не отличалось 
от скрещиваний с Chinese Spring (Laurie, 1989b).

Показана возможность использования пыльцы сорго 
Sorghum bicolor L. для получения гаплоидов мягкой пше-
ницы с применением цитоэмбриологического контроля 
процесса элиминации хромосом. Растения мягкой пшени-
цы сорта Chinese Spring опыляли пыльцой сорго сорта S9B 
(2n = 2x = 20). В 69 из 100 опыленных цветков, зафиксиро-
ванных через 48 часов после опыления, имелся либо заро-
дыш или эндосперм, либо зародыш и эндосперм. Частота 
одинарного или двойного оплодотворения варьировал от 
50 до 91. Зиготы обнаружены в зародышевом мешке через 
25–27 часов после опыления. Они содержали 21 круп-
ную хромосому пшеницы и 10 мелких хромосом сорго. 
Уже в трехклеточном состоянии зародыши имели только 
21 пшеничную хромосому, что указывает на быструю эли-
минацию хромосом сорго (Laurie, Bennet, 1988b). Одна-
ко при скрещивании пшеницы и сорго проявляется сильно 
выраженная генотипическая зависимость, частота сфор-
мировавшихся зародышей зависела от генотипа пшеницы 
(Inagaki, Mujeeb‑Kazi, 1995).

Проводится поиск других видов‑опылителей, повы-
шающих эффективность получения гаплоидных растений 
пшеницы. Дикорастущий вид Императа цилиндрическая 

(Imperata cylindrica (L.) Raeusch.) с успехом использу-
ется для массового получения полигаплоидов пшени-
цы и тритикале (Pratap et al., 2005; Kishore et al., 2011; 
Rather, 2012; Tayeng et al., 2012; Chaudhary et al., 2013, 
2014, 2016). Использование этого вида в качестве опы-
лителя имеет ряд преимуществ по сравнению с кукуру-
зой – длительность цветения, отсутствие необходимости 
ежегодного посева опылителя, нечувствительность к дей-
ствию генов‑ингибиторов скрещиваемости пшеницы 
(Kishore et al., 2011). Хромосомы этого опылителя обна-
ружены только в зиготе, они элиминируют из ядра уже 
во время первого клеточного деления. Возможная при-
чина их элиминации – несовместимость материнского 
и отцовского родителя. Отсутствие активности кинетохо-
ра обусловлено неспособностью чужеродных хромосом 
выстраиваться в экваториальной плоскости. Цитологи-
ческие исследования выявили нарушения формирования 
эндосперма в таких скрещиваниях. Применение молеку-
лярно‑цитогенетического анализа (GISH) показало, что 
сформировавшиеся зародыши были гибридного, но не 
апомиктичного происхождения (Komeda et al., 2007).

Успешность получения гаплоидов зависит как от гено-
типов материнской формы, так и опылителя. Подбор 
«отзывчивых» генотипов пшеницы и генетическое раз-
нообразие I. cylindrica позволили существенно повысить 
эффективность гаплопродукции пшеницы (Chaudhary 
et al., 2013; Rather et al., 2014). Для идентификации роли 
отдельных хромосом, влияющих на успех гаплопродук-
ции в скрещиваниях с I. cylindrica, в качестве материн-
ских форм привлекали представителей различных видов: 
мягкую пшеницу (AABBDD), Aegilops tauschii Coss. 
(DD), линии твердой пшеницы (AABB), линии твердой 
пшеницы с замещениями на хромосомы D‑генома, линии 
тритикале с замещениями AABBD/RD/R, ячмень (Hor-
deum vulgare, HH) и рожь (Secale cereale L., RR). Резуль-
таты скрещиваний показали, что гаплоидные растения 
были получены только у мягкой пшеницы, Aegilops taus-
chii и линий тритикале, содержащих хромосомы D‑ге-
нома. Характерно, что наибольшая частота формирова-
ния гаплоидных зародышей была обнаружена у линий 
с замещениями по 7D хромосоме. Авторы заключают, 
что ключевую роль в индукции гаплоидных растений 
в скрещиваниях с Imperata cylindrica играет геномная 
и генотипическая специфичность. Пусковым механиз-
мом селективной элиминации хромосом и формирования 
гаплоидных зародышей служит D‑геном, а некоторые его 
хромосомы (главным образом, 7D) могут улучшать скре-
щиваемость с I. cylindrica (Mukai et al., 2015).

Получение гаплоидов тритикале

Для получения гаплоидов тритикале успешно приме-
няется метод культуры пыльников (Ignatova, 2011; Dya-
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tchouk et al., 2012; Krzewska et al., 2012; Wedzony et al, 
2015) и изолированных микроспор (Oleszezuk et al., 2004; 
Eudes, Chugs, 2009; Lantos et al., 2014). Существенным 
ограничением для практического использования этого 
метода является высокая частота альбинизма среди реге-
нерантов. Кроме того, в потомствах андрогенных растений 
тритикале были идентифицированы анеуплоиды (в основ-
ном нуллисомики), а также генотипы с другими аберраци-
ями, включая транслокации. Изучение митозов в кончиках 
корней растений‑регенерантов показал, что в соматиче-
ских клетках этих растений геном ржи более часто вовле-
кается в хромосомные преобразования, чем геном пшени-
цы (Charmet et al., 1986; Oleszezuk et al., 2011). Изменения 
уровня метилирования ДНК являются дополнительным 
фактором, влияющим на фенотипическую нестабиль-
ность DH‑линий. Выявлено, что уровень метилирования 
ДНК у DH‑линий, полученных у сорта тритикале Bogo, 
был ниже, чем у донорного растения. Тем не менее, после 
нескольких половых поколений уровень метилирования 
ДНК восстанавливался до исходного (Machezynska et al., 
2014).

Альтернативным методом получения гаплоидов три-
тикале является отдаленная гибридизация. Так, гибриди-
зация с луковичным ячменем оказалась малоэффектив-
ной для большинства генотипов (Lehmann, Krolov, 1991). 
Скрещивания тритикале × кукуруза приводят к селек-
тивной элиминации хромосом кукурузы и получению 
гаплоидных растений тритикале (Rogalska et al., 1996; 
Wedzony, 1998; Pratap et al., 2005). Эффективность полу-
чения гаплоидов в этом скрещивании оказалась ниже, по 
сравнению с культурой пыльников, и зависела от гено-
типа. Тем не менее этот метод рекомендуется использо-
вать в селекционных программах для получения гаплои-
дов у генотипов, слабо отзывчивых в культуре пыльников 
(Wedzony et al., 2001; Pratap et al., 2006).

Высокая эффективность метода селективной элимина-
ции хромосом по сравнению с методом культуры пыльни-
ков выявлена в скрещивании с кукурузой сорта Madgran 
local с двумя типами гибридов: тритикале × пшеница 
и тритикале × тритикале (Pratap et al., 2006). При скре-
щивании с кукурузой частота формирования гаплоид-
ных зародышей была выше как для гибридов тритикале × 
пшеница (20,4%), так и гибридов тритикале × тритика-
ле (17%). Индукция каллусов в культуре пыльников для 
этих гибридов составила всего 1,6% и 1,4% соответствен-
но. Существенно, что четыре гибрида F1 (тритикале × пше-
ница) и три гибрида (тритикале × тритикале) не форми-
ровали эмбриоидов в культуре пыльников. В то же время, 
при скрещивании с кукурузой у всех гибридов формиро-
вались гаплоидные зародыши, а среди регенерантов были 
только зеленые растения. Как и при получении гапло-
идов пшеницы, выявлена эффективность применения 
в качестве опылителя I. cylindrica по показателям часто-
ты формирования зародышей и регенерации растений 
(Kishore et al., 2011).

Возможности оптимизации метода 
получения гаплоидных растений

Для повышения эффективности получения гаплои-
дов злаков методом селективной элиминации хромосом 
используются различные подходы. Применение in vivo 
колхицина (0,02%) положительно влияло на частоту 
сформированных зародышей и выход гаплоидных расте-
ний у мягкой пшеницы (Tayeng et al., 2012). 

При получении гаплоидов мягкой пшеницы в скрещи-
ваниях с кукурузой определена эффективность примене-
ния различных обработок растений регуляторами роста. 
Так, применение раствора 2,4‑Д в концентрации 100 мг/л 
в течение трех суток после опыления (один раз в сутки) 
позволило увеличить частоту гаплоидных зародышей. 
Генотип кукурузы, используемый в качестве опылителя, 
не повлиял на этот показатель (Lei, 1996).

В опытах Д. А. Лаури и М. Д. Беннетт завязи пшени-
цы были помещены на питательную среду МС с добав-
лением 6% сахарозы и 0,1 мг/л 2,4‑D через два дня после 
опыления. Зародыши вычленяли через три недели куль-
тивирования, их выживаемость составила 26,9% в срав-
нении с 0,17% при их формировании in vivo (Laurie, 
Bennet, 1988a).

При культивировании срезанных побегов в контроли-
руемых условиях выявлена высокая эффективность фор-
мирования гаплоидных эмбрионов мягкой пшеницы. 
Побеги с опыленными колосьями культивировали при 
оптимальной температуре (22○С–23○С днем и 16○С–17○С 
в ночное время) и влажности воздуха 70%. Питательный 
раствор содержал 40 г/л сахарозы, 10 мг/л нитрата сере-
бра, 3 г/л фосфата кальция и 8 мл/л сернистой кислоты. 
Зародыши помещали на питательную среду через 14 дней 
культивирования побегов. Выход гаплоидных зародышей 
составлял 31,6% по сравнению с 9,6% в контроле (выра-
щивание интактных растений в неконтролируемых поле-
вых условиях). По мнению авторов, в этих условиях 
фосфат кальция способствует усилению транспорта пита-
тельных вещества из листьев и стебля к завязям и улуч-
шает питание зародышей. Разработанная технология 
успешно используется для получения DH‑линий пшени-
цы в массовых количествах (Jian et al.,2008).

Высокая эффективность метода получения гаплои-
дов ячменя была достигнута при использовании культу-
ры опыленных цветков и побегов на модифицированной 
среде N6, содержащей 0,5 мг/л кинетина и 1,2 мг/л 2,4‑Д. 
Эффективность гаплопродукции составила 41,6% в куль-
туре изолированных цветков и 13,5% для культуры побе-
гов (Chen, Hays, 1989).

Большой вклад в разработку практических и теорети 
ческих основ метода сделан отечественными исследова-
телями.
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Проведены обширные исследования по улучшению усло-
вий опыления и формирования зерновок. Так, обработ-
ка пролином кастрированных колосьев обыкновенного 
ячменя позволяет не только повысить процент завязывае-
мости зерновок, но и выход гаплоидных растений. После 
опыления рекомендовано обрабатывать цветки смесью 
гибберелловой кислоты (ГК) в концентрации 75 мг/л 
и 15 мг/л борной кислоты и пролином (200 мг/л) (Ignato-
va, 2011). Холодовая обработка зародышей in vivo перед 
эксплантацией на питательную среду спустя 8–10 дней 
после опыления ускоряет дифференциацию зародышей 
и улучшает их способность к прорастанию (Chistyakova, 
2000).

Для упрощения процедуры получения гаплоидов пше-
ницы и снижения затрат изучены различные способы 
кастрации и опыления колосьев и их влияние на часто-
ту оплодотворения: а) цветочные чешуи кастрирован-
ных цветков оставляли неповрежденными, б) цветочные 
чешуи подрезали на уровне рылец, в) цветки с неповре-
жденными цветочными чешуями обрабатывали раство-
ром гиббереллина (75 мг/л) через два часа после опы-
ления, г) цветки с подрезанными цветочными чешуями 
обрабатывали раствором гиббереллина (75 мг/л) через 
два часа после опыления. Оплодотворение происходи-
ло во всех четырех вариантах, при этом 20,2% семяпочек 
имели только зародыш, 2,5% – только эндосперм и 9% – 
как зародыш, так и эндосперм. Наибольшая частота опло-
дотворения была обнаружена в цветках с неповрежден-
ными цветочными чешуями (Laurie, 1989a).

Применение пыльцы, хранящейся при ультранизких 
температурах, позволяет проводить работу по получе-
нию гаплоидов мягкой пшеницы при отсутствии свежесо-
бранной пыльцы. Пыльца африканского проса сохраняла 
свою жизнеспособность более стабильно по сравнению 
с кукурузой, а выход зародышей не отличался от таково-
го при опылении свежей пыльцой (Inagaki et al., 1997). 
Использование хранившейся при различных режимах 
пыльцы I. cylindrica обеспечило успешность получе-
ния гаплоидных растений в тех местах, где этот опыли-
тель не произрастает в природных условиях. Среди при-
меняемых режимов (–80°С, –20°С и +4°С) наибольший 
положительный эффект обеспечило хранение пыльцы 
при –20°С. Хранившаяся при таком режиме пыльца мог-
ла быть использована для опыления пшеницы в течение 
месяца (Rather, 2012). 

Проведен сравнительный анализ эффективности полу-
чения гаплоидов пшеницы при использовании различ-
ных опылителей (кукуруза и африканское просо), различ-
ных способов кастрации колосьев (вручную на растении, 
вручную на срезанных побегах, стерилизация пыльцы 
горячей водой). В скрещивании с кукурузой при исполь-
зовании свежесобранной пыльцы частота формирова-
ния зародышей составила 18,9–20,4%, с просом – 19,7–
35,6% (Inagaki et al., 1997). При опылении хранившейся 
пыльцой этот показатель резко снижался при использо-

вании пыльцы кукурузы (до 2,8–8,5%) и не изменялся 
при использовании пыльцы африканского проса, которая 
более устойчива к длительному хранению, и ее исполь-
зование не снижает выход гаплоидных зародышей. Важ-
но отметить, что замена процедуры кастрации цветков 
на стерилизацию собственной пыльцы пшеницы горя-
чей водой не снизила выход гаплоидных зародышей. При 
применении такой методики затрачивается лишь несколь-
ко минут на стерилизацию пыльцы большой партии 
колосьев, тогда как обычная кастрация требует 3–5 минут 
на один колос. Такие технологии позволили усовершен-
ствовать способ массового получения гаплоидных расте-
ний в отдаленных скрещиваниях (Inagaki et al., 1997).

Заключение

Массовое получение гаплоидных растений у эко-
номически значимых зерновых культур основано на 
трех основных методах – культуре пыльников, культу-
ре изолированных микроспор и отдаленной гибридиза-
ции с последующей селективной элиминацией хромосом 
вида‑опылителя. Совершенствование метода селектив-
ной элиминации хромосом позволило создать многочис-
ленные сорта зерновых культур в Европе, Австралии, 
Канаде, США, Китае, Индии и других странах (обзор 
Srivastava, Singh, 2018). Ячмень луковичный Hordeum 
bulbosum успешно используют для получения гаплои-
дов ячменя. У других видов (мягкой и твердой пшени-
цы, тритикале) его применение ограничено чувствитель-
ностью пыльцы к генам‑ингибиторам скрещиваемости. 
Для мягкой пшеницы и тритикале в качестве опылите-
лей успешно используются кукуруза и дикорастущий 
вид Imperata cylindrica. Поиск других видов‑опылителей, 
нечувствительных к генам‑ингибиторам скрещиваемости 
и эффективных по частоте формирования зародышей и 
регенерации растений, может привести к созданию гено-
тип‑независимых гаплоидных технологий и их практиче-
скому использованию.

№ Государственного задания 520-2019-0001.
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