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Анализ методов гомозиготизации растений в селекции 
и разрабoтка протоколов культуры изолированных микроспор 

Казахстанских сортов пшеницы

Аннотация. В настоящей работе представлен анализ эффективности методов гомозиготизации селек-
ционного материала пшеницы и отработан первичный протокол культуры микроспор на австралий-
ском коммерческом сорте Гладиус. На основе данного протокола введены в культуру микроспоры, вы-
деленные из казахстанских сортов Казахстанская 19, Казахстанская раннеспелая, Карабалыкская 90, 
Эритроспермум 841 и Целинная 3С. Для всех этих сортов показано деление микроспор, а для сортов 
Казахстанская 19 и Казахстанская раннеспелая получены эмбриоподобные структуры в культуре in 
vitro.
Ключевые слова: гомозиготизация растений, культура изолированных микроспор пшеницы, деление 
микроспор в культуре in vitro.

В настоящей работе представлен анализ эф-
фективности методов гомозиготизации селекци-
онного материала пшеницы и отработан первич-
ный протокол культуры микроспор на австралий-
ском коммерческом сорте Гладиус. На основе дан-
ного протокола введены в культуру микроспоры, 
выделенные из казахстанских сортов Казахстан-
ская 19, Казахстанская раннеспелая, Карабалык-
ская 90, Эритроспермум 841 и Целинная 3С. Для 
всех этих сортов показано деление микроспор, а 
для сортов Казахстанская 19 и Казахстанская ран-
неспелая получены эмбриоподобные структуры в 
культуре in vitro.

Пшеница является стратегической зерновой 
культурой Казахстана. Поэтому создание новых 
сортов, устойчивых к неблагоприятным клима-
тическим условиям, представляется первосте-
пенной научной и важнейшей экономической за-

дачей. К числу наиболее важных абиотических 
стрессов в Республике Казахстан относятся за-
суха и засоление почв. Более 50% сельскохозяй-
ственных угодий, занятых посевами пшеницы, 
подвержены засухе и засолению. 

Введение удвоенных гаплоидов (дигаплои-
дов) позволяет значительно ускорить, и сократить 
до 3-5 лет, долгосрочный процесс создания и вне-
дрения новых сортов.  Вместо инбридинга на про-
тяжении нескольких поколений (обычно шести), 
этот метод быстро приводит к настоящим гомози-
готным растениям (т.е. с идентичными аллелями) 
в одном поколении. Это гарантирует стабильную 
наследуемость генетических признаков внутри 
сорта, дополнительно к ускорению сортового вы-
хода.

Цель настоящего исследования заключалась 
в оптимизации параметров ведения культуры 
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микроспор и регенерации растений in vitro для 
мягкой пшеницы сортов Казахстанская 19, Ка-
захстанская раннеспелая, Карабалыкская 90, 
Эритроспермум 841 и Целинная 3С, характери-
зующихся максимально стабильной массой 1000 
зерен по годам и репродукциям. Эти сорта были 
выделены по срокам созревания, и по сочетанию 
соле- и засухоустойчивости с высоким значением 
длины последнего подколоскового междоузлия и 
развитием первичных корней.

Наиболее важным и сложным этапом куль-
туры микроспор, является регенерация растений 

in vitro, после переноса выросших эмбриодопо-
добных структур на твердую регенерационную 
среду для получения гаплоидных или удвоенно-
гаплоидных растений регенерантов пшеницы, в 
т.ч. в исследованиях по казахстанскому материа-
лу, (таблица 1). Результаты наших экспериментов 
показывают необходимость создания и усовер-
шенствования новых протоколов для гомозиго-
тизации генетического материала и определения 
критических этапов развития культуры in vitro 
для увеличения выхода гаплоидных растений ка-
захстанских сортов пшеницы.

Таблица 1 - Регенерационная способность генотипов пшеницы и ячменя в экспериментах, проведенных в Казахстане
 за 2001-2010 гг. [1-9]

Автор Виды пшениц, генотип Регенерация, %
1 2 3

[1]

яровая мягкая 11,62 ± 0,09
озимая мягкая 14,35 ± 0,13
яровая твердая не получена
озимая твердая 6,67 ± 0,67

пшеница

[2]
Казахстанская 30 39,2 ± 0,3
Казахстанская 17 28,0 ± 0,2
Казахстанская 10 61,1 ± 0,3

 

Акмола 2 45,4 ± 0,3
Ишимская 92 35,5 ± 0,3
Пиротрикс 28 19,2 ± 0,2

[3]

Целинная 3С 40,0 ± 0,3
Целиноградка 40,9 ± 1,7

Целинная юбилейная 41,5 ± 1,7
Пиротрикс 28 40,3 ± 0,9

Эритроспермум 841 34,3 ± 1,7
Целинная 60 30,2 ± 2,3
Саратовская 29 33,9 ± 1,5
Иртышанка 10 29,6 ± 1,2
Омская 17 22,0 ± 1,7

Акмолинка 1 32,1 ± 1,6
Жана-Кызыл 22,4 ± 0,9

ячмень

[4]

Днепровский 435 12,8 ± 0,05
Одесский 100 4,3 ± 0,09

93/80-1 6,0 ± 0,03
93/80-3 6,0 ± 0,03
30/83-4 17,4 ± 0,06

[9]

БГ 1-3/98 26,09 ± 0,93
БГ 1-4/98 38,80 ± 1,40
БГ 357 36,36 ± 1,52
БГ 367 50,0 ± 2,80

БГ 204/98 50,0 ± 5,0
БГ-Л3 42,70 ± 2,0
БГ-Л9 37,30 ± 1,70

БГ 7-2/97 15,01 ± 0,08
БГ 6-7/97 22,22 ± 0,15
БГ 6-8/97 12,0 ± 0,07
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 Продолжение таблицы 1
1 2 3

пшеница

[5]

Каз.10 х T.timopheevi 26.0
Каз.раннесп. х T.timopheevi 28,0

Каз.10 x T.militinae 26.0
Каз.раннесп. х T.militinae 21,0

[6]

Каз. раннеспелая 29,6
Казахстанская 10 40,9

Актюбе 92 32,1
Альбидум 97 40,3

[8]

Алма-Атинская полукарлик. 60,0

Алма-Атинская высокоросл. 50,0
Южная 12 52,0
Алмалы 49,0
Безостая 1 51,0
Береке -
Прогресс 70,0
Карлыгаш 61,0

твердая пшеница

[6] Каргала 3 40,3
Каргала 9 30,2

[7]

Алтайка 13,0
Оренбургская 2 6
Казах.янтарная 23

№16470 19
№16253 18

В наших исследованиях наибольший выход 
регенерантов был получен для сорта Казахстан-
ская 10 – 61,1 ± 0,3% [2]; БГ 367 50,0 ± 2,80%, 
БГ 204/98 50,0 ± 5,0% [9]. Отмечены сорта, такие, 
как – Оренбургская 2, которые характеризовались 
низким выходом растений-регенерантов [7].

Использование методов дигаплоидизации 
(ДГ) является наиболее эффективным для ускоре-
ния селекционного процесса и получения новых 
гомозиготных форм. ДГ-методы – это культивиро-
вание репродуктивных органов растений с целью 
получения гаплоидных растений. Использование 
гаплоидных технологий расширяет генетическую 
основу селекции пшеницы, т.к. они позволяют 
увеличить частоту новых генных комбинаций. 
Однако следует отметить, что при крайней при-
влекательности, сама методика получения гапло-
идных, а затем и дигаплоидных линий сопряжена 
со значительными трудностями теоретического и 
методологического характера. Наиболее успеш-
но, особенно для злаков, применяется методика 
культивирования пыльников. Именно эта техно-
логия стала основной при получении большин-
ства дигаплоидных линий в Казахстане. 

Однако многие проблемы экспериментальной 
гаплоидии остаются открытыми, и это является 
сдерживающим фактором для практического ис-
пользования дигаплоидных форм в селекционных 

программах и их регламентации по этапам селек-
ционного процесса (таблица 2).

Одним из приоритетных направлений биотех-
нологии растений является экспериментальная 
гаплоидия. Эта технология позволяет за короткое 
время получать в культуре изолированных пыль-
ников и микроспор гомозиготные линии, исполь-
зование которых в селекционных программах 
значительно сокращает время выведения новых 
высокопродуктивных сортов. Использование га-
плоидии ограничивают такие факторы, как низ-
кая частота эмбриоидогенеза и регенерации рас-
тений, высокий процент альбиносов среди полу-
чаемых регенерантов, а также потеря каллусом 
морфогенетической потенции при длительном 
культивировании. Метод дигаплоидизации с ис-
пользованием пыльников пригоден в целом, но не 
удовлетворяет по масштабности и выходу, так как 
его эффективность составляет в среднем 25-30%, 
а максимально 40% по сравнению с культурой 
микроспор. 

Решение проблем экспериментальной гаплои-
дии непосредственно связано с изучением цито-
эмбриологических, физиологических и биохими-
ческих закономерностей процессов морфогенеза 
и регенерации растений в культуре репродуктив-
ных клеток зерновых злаков. В ряде работ по ре-
зультатам цитоэмбриологических исследований 
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Таблица 4 - Использование дигаплоидов злаковых культур в селекции

Гибриды первого и второго поколения

В  старших звеньях 
селекционного 

процесса
На уровне сортов Использование в генетике

Максимальный эффект при культи-
вировании пыльников и микроспор 
ячменя и пшеницы отмечен для 
гибридных форм и для повышения 
эффективности получения гаплоидов 
предлагается использование техники 
дигаплоидов не из F1, а из F2, хотя при 
этом наблюдается некоторый проигрыш 
во времени, но повышается вероятность 
отбора лучших рекомбинантов. Макси-
мальный выход андрогенных структур  
при культивировании пыльников 
и микроспор у ячменя и пшеницы 
наблюдается на поздней одноядерной 
или ранней двуядерной стадии развития 
микроспор. При этом существенное 
значение имеет плотность посадки 
пыльников на питательные среды. 
К повышению частоты андрогенеза 
приводит культивирование пыльни-
ков и микроспор пшеницы и ячменя 
в жидкой питательной сре де с 
различными органическими добав-
ками и оптимальным сочетанием 
фитогормонов. Для ячменя характерна 
высокая индукция андрогенных 
структур, но низкая регенерационная 
способность и высокий процент 
альбиносов среди полученных 
регенерантов.

Наиболее предпо чти-
тельно для селекции.           
Среди гаплоидных 
ре генерантов из F6 
и F7 немало раз но-
образного и цен ного 
материала (т.к. при 
этом повы шает ся 
час тота воз ник  но ве-
ния ре ком би нантных 
гено типов). 
Нет необходимости 
получать большое 
коли чество дига-
плоид ных линий.

Дигаплоиды пред-
став  ляют собой кон-
стант  ные, нерасще-
пля ю  щиеся формы, 
при  годные для ис-
поль зования в каче-
стве сортов или как 
исход ный материал 
для дальнейшей рабо-
ты.

Гаплоидные растения позво-
ляют легко обнаружить рецес-
сив ные генные мутации, пос-
кольку они не маскируются 
доминантными аллелями. Это 
резко ускоряет селекционный 
процесс, т.к. облегчает отбор 
полезных генов. 
При этом вероятность полу-
чения желаемой генной ком-
би нации у гаплоидов выше, 
чем у диплоидов. Из гап-
лоид ных растений путем 
колхицинирования получают 
удвоенные гаплоидные линии 
или дигаплоиды (doubled 
haploid, DH). 
Для анализа изменений в гено-
мах дигаплоидных линий ис-
поль  зуются различные моле  -
кулярные методы, в том чис-
ле и RAPD метод (RAPD, 
Random Amplifi ed Poly-
morphis DNA), основанные на 
анализе полиморфизма длины 
фрагментов ДНК, ампли фи-
цируемых с помощью случай-
ных праймеров.

описаны основные морфологические пути, при-
водящие к регенерации растений в культуре изо-
лированных пыльников и микроспор у злаков. 
Однако нет единого мнения о возможных путях 
деления микроспор, эмбриоидогенеза, о фазах 
(этапах) андрогенеза, на которых возможна ре-
генерация зеленых гаплоидных или дигаплоид-
ных проростков. Также до конца не выяснен во-
прос о возникновении регенерантов-альбиносов 
и принципиальной возможности восстановления 
у них фотосинтетического аппарата до или после 
колхицинирования. Остается открытым вопрос о 
генетической детерминации микроспор по реали-
зации спорофитной программы in vitro.

В настоящее время существует необходи-
мость разработки протоколов на базе других про-
грессивных методологий, таких, как культуры 
микроспор, по которым есть мировые результаты 
на других злаках, прежде всего на ячмене, и от-

дельные положительные результаты отмечены на 
австралийской и германской гермоплазме пшени-
цы.

Использование этих технологий в Казахстане 
усложняется тем, что казахстанские сорта пше-
ницы генотипически отличны от австралийских 
и европейских, поэтому разработка протоколов 
культуры изолированных микроспор казахстан-
ских сортов пшеницы весьма актуальна для раз-
вития селекции в нашей стране.

Производство гаплоидных растений через 
культуру изолированных микроспор является 
очень важным орудием для ускорения селекции 
растений [10, 11]. Растения-гаплоиды, получен-
ные из микроспор обеспечивают самый быстрый 
способ получения гомозиготных и гомогенных 
линий важных сельскохозяйственных культур. 
Эта технология позволяет также выделение ре-
цессивных мутантных линий в гаплоидных ми-
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кроспорных эксплантах для их изучения в гомо-
зиготных растениях. Культурa изолированных 
микроспор является, кроме того, и отличной си-
стемой для изучения механизмов микроспорной 
индукции и процессов эмбриогенеза, обеспечивая 
платформу для постоянно расширяющегося спек-
тра молекулярных исследований.

Культура изолированных микроспор, на сегод-
няшний день, представляет собой самый надеж-
ный и эффективный метод получения удвоенных 
гаплоидов. В отличие от культуры пыльников, в 
которых присутствие стенок пыльников может 
привести к развитию диплоидных соматических 
каллусов и растений, культура микроспор про-
изводит только гаплоидные или дигаплоидные 
линии. В то же время, пока не существует уни-
версальных и отработанных протоколов, которые 
позволяли бы использовать этот метод для широ-
комасштабного производства удвоенных гаплои-
дов пшеницы. В связи с этим данный совместный 
проект по созданию протоколов культуры микро-
спор для казахстанских сортов пшеницы весьма 
актуален и для австралийских ученых.

Разработка протокола культуры изолирован-
ных микроспор для получения удвоенных га-
плоидов казахстанской пшеницы базируется на 
отработке процедур стрессовой предобработки 
пыльников, изолирования и очищения микро-
спор, индукции деления и регенерации гаплоид-
ных и дигаплоидных растений для казахстанских 
сортов пшеницы.

Согласно литературным данным, для того, 
чтобы «заставить» микроспоры делиться и впо-
следствие получить гаплоидные и дигаплоидные 

растения, необходимо создать определенные ус-
ловия их культивирования. Во-первых, было по-
казано, что микроспоры должны быть в стадии 
поздней одноядерной или ранней двуядерной 
стадии развития. Во-вторых, для индукции де-
ления микроспор и дальнейшего формирования 
колоний и зародышеобразных структур, которые 
способны регенерировать в растения, культуры 
необходимо подвергнуть стрессу. Именно под 
воздействием экстремальных стрессовых усло-
вий, таких, как холодовая обработка пыльников, 
«голодание», термальный шок можно добиться 
изменения генетической программы микроспор, 
как половых клеток и «превратить» их в сома-
тические клетки, способные делиться и произ-
водить впоследствие фертильные гаплоидные /
гомозиготные растения [12].

Хотя протоколы для изолирования и куль-
тивирования микроспор злаковых различаются 
от лаборатории к лаборатории, основные этапы 
выращивания растений доноров, как подготовка 
цветочных органов, выделение микроспор, куль-
тивирование делящихся микроспор, регенерация 
эмбрионов, так и удвоение хромосом, остаются 
неизменными.

Первичная отработка протокола культуры ми-
кроспор проводилась на австралийском коммер-
ческом сорте Гладиус, который выращивается в 
теплицах АЦФГР в течение всего года. Были про-
тестированы условия предобработки, изолирова-
ния и очищения микроспор в градиенте мальтозы. 
Культура изолированных микроспор проводилась 
в жидких питательных средах А и В с нашими мо-
дификациями.  

Рисунок 1 – Свежевыделенные (А) и делящиеся (В) микроспоры пшеницы
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Показано, что использованный протокол по-
зволяет получить высокоочищенные культуры ми-
кроспор, которые делятся и развиваются в среде А 
(рисунок 1).

Данный протокол был апробирован на казах-
станских сортах Казахстанская раннеспелая, Ка-
рабалыкская 90, Казахстанская-19, Целинная-3С и 
Эритроспермум-841.

Незрелые соцветия с микроспорами, находя-
щимися в стадии поздней одноядерной или ранней 
двуядерной стадии развития, срезали с донорских 
растений и помещали в колбу с водопроводной во-
дой и ставили в холодильник с дневным освеще-
нием. Температура колебалась в пределах  от -2 до 
+5°С. Сравнивали различное время холодовой об-
работки: от 7 до 28 дней (согласно различным ли-
тературным источникам).

После холодовой обработки соцветий прово-
дили выделение пыльников уже в стерильных ус-
ловиях. Изолированные пыльники помещали в 30 
или 60 мм пластиковые чашки Петри (в зависимо-
сти количества пыльников) со средой В. 

Далее материал подвергался термальной об-
работке – чашки с пыльниками ставили в темный 
термостат на +33°С на 4 полных дня. Параллельно, 
также асептически, выделяли несколько завязей 
(от 10 до 20 штук в зависимости от количества ма-
терила, используемого в том или ином эксперимен-
те). Выделенные завязи культивировали в среде А 
при +25°С также в темноте.

После термального шока проводилось выде-
ление микроспор. Вся процедура осуществлялась 
в стерильных условиях. Пыльники гомогенизиро-
вали, затем осаждали микроспоры центрифугиро-
ванием и далее интактные клетки флотировали в 
градиенте 20% мальтозы.

Было также найдено, что для успешного экс-
перимента необходимо получить и культивировать 

не менее 100 000 живых микроспор на 1 мл среды. 
Для этого рекомендуется брать не менее 10-12 здо-
ровых соцветий.

Предварительно нами были протестированы 
несколько вариантов протокола по оптимизации 
времени и условий по предварительной обработке 
микроспор и определены подходящие параметры, 
которые проверены на двух казахстанских сортах 
– Казахстанская 19 и Казахстанская Раннеспелая. 
Получены делящиеся колонии и эмбриоподобные 
структуры (рисунок 2). Выделены микроспоры 
и введены в стерильную культуру с первичным 
делением микроспор сорта Карабалыкская 90, 
Целинная-3С и Эритроспермум-841.

Следующим, наиболее важным и сложным 
этапом является регенерация растений in vitro, 
после переноса выросших эмбриодоподобных 
структур на твердую регенерационную среду для 
получения гаплоидных или удвоенно-гаплоидных 
растений регенерантов пшеницы. В наших первых 
экспериментах мы протестировали 10 вариантов 
сред с различными комбинациями фитогормонов 
и питательных добавок. Показано, что для реге-
нерации растений важна стадия развития эмбри-
оидоподобных и каллусных структур, а также и 
баланс в среде фитогормонов, таких, как зеатин и 
гибберелловая кислота. Разработка эффективной 
системы регенерации казахстанских сортов, в на-
стоящее время, находится в стадии отработки.

Очень важным моментом является удвоение 
хромосом в микроспорах. Показано, на примере яч-
меня, что до 70% микроспор могут, в процессе куль-
тивирования, спонтанно удваивать число хромо-
сом. Для пшеницы процент спонтанного удвоения 
хромосом ниже. В наших экспериментах удвоение 
произошло в 64% растений регенерантов. Анализ 
плоидности производился с использованием дав-
ленных препаратов из кончиков корней (рисунок 3).

Рисунок 2 – Делящиеся колонии и эмбриоподобные структуры, полученные в культуре изолированных микроспор 
казахстанской пшеницы сортов Казахстанская 19 (А) и Казахстанская Раннеспелая (В)
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Рисунок 3 – Оценка плоидности растений регенерантов. А-диплоид, Б-гаплоид

Таким образом, оптимизированы условия 
культивирования микроспор и регенерации рас-
тений in vitro для сортов мягкой пшеницы Казах-
станская 19, Казахстанская раннеспелая, Караба-
лыкская 90, Эритроспермум 841 и Целинная 3С, 
районированных в различных посевных зонах 
Республики Казахстан.

На основе проведенных работ разработан пер-
вичный протокол получения гаплоидов пшеницы 
из культуры изолированных микроспор.
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А. Исмагул, Г. Искакова, C.С. Елибай, Б. Башабаева, А.И. Абугалиева
Қазақстандық бидай сорттарының жекеленген микроспора мəдениетінің хатамасын өңдеу жəне 

селекцияда өсімдіктерді гомозиготизациялау əдістерді талдау

Австралиялық Гладиус коммерциялық сортының микроспорына алғашқы рет хаттама жасалды. Соның негізінде 
Қазақстан сорттарынан Казакстанская 19, Казакстанская раннеспелая, Карабалыкская 90, Эритроспермум 841, 
Целинная 3С жасанды микроспоралар енгізілді. Барлық бес сорттан микроспоралар алынды, Казакстанская 19, 
Казакстанская раннеспелая сорттан эмбрио-ұқсайтын бөлшектер пайда болды.

Түйін сөздер: өсімдіктерді гомозиготизациялау, бидай жекеленген микроспора мəдениеті, in vitro жағдайында 
микроспоралардың бөлінуі.
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A. Ismagul, G. Iskakova, S.S. Elibay, B. Bashabaeva, A.I. Abugalieva
Analisis of plants homozygocity methods in breeding and developmen of microspore culture protocols

 for Kazakhstan wheet breedes

In the current work analysis of methods of inducing homozygocity in plants as well as the primary protocol of micro-
spore culture for the Australian commercial wheat cv. Gladius are presented. Microspore cultures of the Kazakh cultivars 
Kazakhstanskaya 19, Kazakhstanskaya rannespelaya, Karabalykskaya 90, Erytrospermum 841, Celinnaya 3С were es-
tablished based on the new protocol. Microspore divisions could be induced for all tested wheat cultivars. Embryo-like 
structures were obtained for cvs Kazakhstanskaya 19 and Kazakhstanskaya rannespelaya.

Keywords: homozygocity of plants, isolated microspore culture, in vitro microspore division.


