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Plant Biotechnology and Breeding

Уважаемые читатели! 

Представляем вашему вниманию очередной выпуск 
нового рецензируемого научного журнала «Биотехноло-
гия и селекция растений».

Открывают выпуск работы авторов из России и Казах-
стана, посвященные характеристике сортов и перспектив-
ных линий тритикале и пшеницы при помощи белковых 
и ДНК‑маркеров в контексте изучения устойчивости 
к листостебельным болезням.

Полученные результаты могут найти применение 
далее в селекционном процессе. В частности, в работе 
А. С. Рсалиева с соавторами при помощи маркер‑контро-
лируемого отбора получены линии пшеницы, которые 
рекомендованы авторами в качестве доноров для селек-
ции.

В следующей статье представлены результаты иссле-
дований в направлении дигаплоидной селекции куку-
рузы, которые ведутся в Институте генетики, физиологии 
и защиты растений (Республика Молдова). Отмечается, 
что в дигаплоидной селекции кукурузы перспективно 
использование возвратных скрещиваний отобранных 
DH‑линий из разных циклов с исходным материалом или 
с гибридами первого поколения.

Теме дигаплоидов в селекции посвящена и обзор-
ная статья, подготовленная авторами из НИИ сельского 
хозяйства Юго‑Востока. Рассмотрены вопросы получе-
ния гаплоидных растений у колосовых злаков – ячменя, 
мягкой и твердой пшеницы, тритикале – с использова-
нием метода отдаленной гибридизации с последующей 
селективной элиминацией хромосом вида‑опылителя 
и методов культуры in vitro пыльников и микроспор.

Применение биотехнологических методов в селек-
ции крайне актуально сегодня для улучшения не только 
продовольственных, но и технических культур. Изуче-
ние технических культур всегда лежит в плоскости меж-
дисциплинарных исследований, селекционная работа 
ведется рука обо руку с совершенствованием химических 
и физических методов переработки растительного сырья. 
Такой обзор в междисциплинарной плоскости на стыке 
биотехнологии и химии представлен в настоящем выпу-
ске и посвящен растению‑каучуконосу – кок‑сагызу.

Обращаем внимание наших читателей и авторов на 
новый сайт журнала (https://biosel.elpub.ru/jour), пред-
назначенный не только для знакомства с опубликован-
ными работами, но и для подачи рукописей в режиме 
онлайн. Редакция приветствует сопровождение текстов 
статей цветным иллюстративным материалом, дополни-
тельными электронными приложениями, которые могут 
включать объемные таблицы, фото‑ и видеоматериалы. 
Мы работаем над сокращением срока от принятия статьи 
к публикации до ее выхода в печать, для того чтобы науч-
ные достижения наших авторов были как можно скорее 
донесены до читательской аудитории, и предлагаем воз-
можность публиковать статьи с присвоенным индексом 
doi в режиме онлайн (online first) до издания печатного 
номера.

В 2019 г. организация‑учредитель нашего журнала –  
ВИР имени Н. И. Вавилова – отмечает свое 125‑летие. 
К юбилею со дня основания ВИР приурочена Между-
народная конференция «125 лет прикладной ботаники 
в России», которая состоится 25–28 ноября 2019 года 
в Санкт‑Петербурге (https://www.vir.nw.ru/blog/2019/02
/15/125aplbotanyvir/). От лица учредителя приглашаем 
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Регистрация спектров глиадина ценных коллекционных образцов 
из коллекции Всероссийского института генетических ресурсов 
растений им. Н. И. Вавилова (ВИР) в виде «белковых формул» дает 
надежную информацию для составления «белкового паспорта» 
каждого образца, удобна для хранения и компьютерной обработки 
и позволяет контролировать сохранность оригинальности образцов 
в процессе репродуцирования и использования в селекции. В изу-
чение были вовлечены 17 образцов тритикале, выделенные по 
устойчивости к бурой ржавчине. Анализ проводили на единичных 
зерновках оригинальных образцов (выборка 13–26 зерновок) по 
стандартной методике, принятой в ВИР и утвержденной Междуна-
родной ассоциацией по семенному контролю (ISTA). Зарегистриро-
ваны спектры глиадина тритикале в виде «белковых формул», дана 
оценка полиморфизма каждого образца и генетического разноо-
бразия в пределах данной коллекции; по маркерным компонентам 
установлена генетическая структура образцов. Обнаружено боль-
шое разнообразие генотипов, что открывает возможность отбора 
образцов, сочетающих устойчивость с другими полезными призна-
ками. Выявлены стабильные и полиморфные образцы, включаю-
щие от двух до семи биотипов. Наличие межбиотипных гибридов 
и рекомбинантных генотипов в составе некоторых полиморфных 
образцов свидетельствует о нестабильности их генетической струк-
туры и продолжающемся формообразовательном процессе. Это 
связано с неоднородностью исходных родительских форм, склон-
ностью к перекрестному опылению и недостаточной селекционной 
проработкой. Данные о структуре генотипов тритикале могут быть 
использованы в интрогрессивной селекции для контроля переноса 
генетического материала ржи в сорта пшеницы с целью повышения 
их иммунитета и устойчивости к неблагоприятным факторам.

Ключевые  слова:  тритикале, устойчивость к бурой ржавчине, 
спектр глиадина, регистрация, генетическое разнообразие, марки-
рование.

The gliadin banding patterns of important accessions from the collec-
tion of the N. I. Vavilov All‑Russian Institute of Plant Genetic Resources 
(VIR) registered in the form of “protein formulas” provide reliable 
information for the preparation of a “protein passport” for each acces-
sion and is convenient for storage and computer processing. It helps to 
control originality and integrity of accessions during regeneration and 
their use in breeding. The study involved 17 triticale accessions resistant 
to leaf rust. The analysis was carried out on single grains of the original 
accession (a sample of 13–26 kernels) according to the standard protocol 
adopted by VIR and approved by the International Seed Testing Asso-
ciation (ISTA). The gliadin electrophoretic banding patterns of triticale 
accessions were registered in the form of “protein formulas”; polymor-
phism of each accession and genetic diversity within the collection were 
estimated, and genetic structure of accessions was identified based on 
the marker protein components. A large variety of the revealed geno-
types opens a possibility to identify accessions that combine resistance 
with other useful traits. Stable and polymorphic accessions including 
from 2 to 7 biotypes were found. The discovery of interbiotype hybrids 
and recombinant genotypes in the composition of some polymorphic 
accessions indicates the instability of their genetic structure and the 
ongoing formation process. This is due to the heterogeneity of the orig-
inal parental forms, the tendency to cross‑pollination and insufficiently 
thorough selection. The data on the triticale genotypic structure can 
be used in introgressive breeding to control the transfer of rye genetic 
material to wheat varieties in order to increase their immunity and resis-
tance to adverse factors.

Key words: triticale, leaf rust resistance, gliadin banding pattern, regis-
tration, genetic diversity, marking.
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Введение

В связи с появлением в производственных посевах 
тритикале эпифитотий бурой листовой ржавчины воз-
никла необходимость поиска в мировой коллекции ВИР 
новых источников устойчивости к бурой ржавчине. 
Совместно с Всероссийским институтом защиты расте-
ний был проведен скрининг 416 образцов тритикале на 
ювенильную устойчивость к бурой ржавчине, в результа-
те которого 17 были выделены как источники устойчиво-
сти. (Mikhailova et al., 2009). Данные образцы получены 
с использованием сложных схем скрещивания, в резуль-
тате чего возможно замещение отдельных хромосом 
геномов пшеницы хромосомами ржи, сопровождающееся 
перестройкой хромосомного аппарата. При этом замены 
хромосом и транслокации возникают в основном между 
геномами D и R, иногда встречаются образцы тритикале, 
включающие сегментарные образования и по линии гено-
мов A и B. Хромосомы генома ржи в составе тритикале 
играют определяющую роль в обеспечении устойчиво-
сти к болезням. Число хромосом ржи у вторичных гекса-
плоидных тритикале может быть разным, но, как прави-
ло, присутствует хромосома 1R или ее короткое плечо 
1RS, на котором картированы гены LR26, Sr31, Yr9, опре-
деляющие комплексную устойчивость к бурой, стебле-
вой и желтой ржавчинам, а также ряд генов адаптивности 
(Singh at al., 1990). Анализ наследования устойчивости 
к бурой ржавчине показал, что образцы данной коллек-
ции могут иметь неидентичные гены устойчивости, что 
предполагает наличие у них значительного генетического 
разнообразия (Mikhailova et al., 2010). Для сохранения и 
успешного использования в селекции выявленных источ-
ников устойчивости необходимо изучить и зарегистри-
ровать генетическую структуру каждого образца, опре-
делить особенности геномного и хромосомного состава. 
Это позволит выделить наиболее ценные образцы, соче-
тающие устойчивость к бурой ржавчине с другими полез-
ными признаками и контролировать их сохранность в 
процессе репродукции и на разных этапах семеноводства.

В анализе генетических систем растений наряду с 
полевой апробацией и цитогенетическими методами 
успешно используется маркирование их с помощью ДНК 
и белков. Одной из главных предпосылок такого марки-
рования по белкам (принцип «отпечатков пальцев») явля-
ется структурная и функциональная сопряженность всех 
генетических и морфогенетических процессов в орга-
низме (Konarev, 1983; 1998). В качестве белковых мар-
керов злаков хорошо зарекомендовали себя электро-
форетические спектры проламина – множественного 
генетически полиморфного запасного белка эндоспер-
ма зерновки. Для пшеницы и тритикале это белок – 
глиадин, для ржи – секалин. Высокий полиморфизм, 
детальная изученность генетического контроля спектра 
проламина, простота и доступность стандартного мето-

да электрофореза, не требующего дорогостоящего обо-
рудования, позволяет регистрировать в виде «белковых 
формул» отдельные генотипы, анализировать внутрипо-
пуляционную структуру различных злаков (в том чис-
ле пшеницы, ржи и тритикале), контролировать сохране-
ние целостности и оригинальности образцов в процессе 
репродукции и в семеноводстве (Konarev et al.,1993; 
Konarev et al., 2000; Konarev A.V., 2006; Gubareva et al., 
2015). К настоящему времени выполнен детальный ана-
лиз генетического разнообразия по спектрам глиадина у 
пшеницы и секалина у ржи. Изучению тритикале, устой-
чивых к бурой ржавчине, предшествовала значительная 
работа по идентификации, регистрации и оценке гене-
тической структуры образцов различного происхожде-
ния и уровня плоидности с помощью белковых маркеров 
(Konarev, 2001; Peneva et. al., 1993, 2009, 2016). Показано, 
что спектр глиадина тритикале контролируется первой и 
шестой группами гомеологичных хромосом геномов пше-
ницы и хромосомой 1R ржи. Выявлены компоненты и 
блоки компонентов, маркирующие отдельные хромосомы 
пшеницы и хромосому 1R ржи. Так, компонент α6 марки-
рует длинное плечо хромосомы 6D; дублет ω89 – хромо-
сому 1D (точнее 1DS); ω6γ4 – хромосому 1BS. Для всех 
типов спектра секалина ржи характерно наличие компо-
нентов ω234 или ω234γ5, иногда обозначаемых как бло-
ки GLD1BS или 1B3, кодируемые сложным полигенным 
локусом Sec1, а в случае ω234γ5 – дополнительно локу-
сом Sec4. Последний был идентифицирован на хромо-
соме 1RS вблизи локуса Sec1 и между ними выявлены 
межлокусные рекомбинации (Khmil, 1995). Блоки компо-
нентов ω234 и ω234γ5 представлены различными вари-
антами в зависимости от аллельного состояния коди-
рующих их генов, а также межгенных и межлокусных 
рекомбинаций (Peneva et. al., 1994), что может влиять на 
активность генов устойчивости Lr26, Sr31, Yr9, находя-
щихся в локусе Sec1. В связи с этим анализ и регистрация 
данных блоков в спектрах тритикале, устойчивых к бурой 
ржавчине, имеет особое значение.

В задачи настоящей работы входило: по электрофо-
ретическим спектрам глиадина зарегистрировать в виде 
«белковых формул» 17 образцов тритикале, устойчивых к 
бурой ржавчине; дать оценку генетического разнообразия 
и выявить особенности генетической структуры каждого 
образца для последующего контроля сохранения их ори-
гинальности в процессе репродукции и селекции.

Материал и методика исследования

В исследование были включены 17 наиболее ценных 
сортов и линий тритикале, устойчивых к двум агрессив-
ным (дербентской и рождественской) популяциям бурой 
ржавчины. Это вторичные гексаплоидные тритикале 
(14 озимых и 3 яровых) различного эколого‑географи-
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ческого происхождения. Изученные образцы тритикале 
с указанием оригинаторов и места репродукции пред-
ставлены в таблице, где ОС – материал, полученный от 
оригинатора, ДОС – из Дагестанской опытной станции 
ВИР – филиала ВИР. Выборка составляла 13–26 зерновок 
оригинального материала, а при его отсутствии использо-
вали зерно наиболее ранних репродукций из коллекции 
ВИР. 

Глиадин выделяли из индивидуальных зерновок 
и анализировали методом электрофореза в вертикальных 
пластинах 7,5% полиакриламидного геля (ПААГ) в аце-
татном буфере pH 3,1 по стандартной методике, описан-
ной в книге «Идентификация сортов и регистрация гено-

фонда культурных растений по белкам зерна» (Konarev 
et al., 2000). Идентификацию компонентов и запись спек-
тров в виде «белковых формул» проводили по эталонно-
му спектру в соответствии с принятой номенклатурой. 
В качестве эталона использовали сорт мягкой пшеницы 
Кавказ, так как в спектре глиадина данного сорта благо-
даря наличию транслокации 1BL.1RS, четко представлен 
блок компонентов ω2314γ5, маркирующий короткое плечо 
1RS (Peneva et al., 2002). Спектры с одинаковым составом 
компонентов во всех зонах рассматривали как относящи-
еся к одному биотипу. Интенсивные компоненты подчер-
кивали снизу, слабые сверху. Субкомпоненты отмечали 
подстрочными индексами 1 и 2.

Таблица. Характеристика материала
Table. Characteristics of the material

№ по каталогу 
ВИР

VIR Cat. No.

Сорт/образец
Variety/Accession

Тип развития
Development 

type

Оригинатор
Origin

Место, год 
репродукции

Regeneration place, 
year

к‑454 ПРАГ 72 озимый РФ, Дагестан ДОС, 1978
к‑1568 ПРАГ 126 яровой РФ, Дагестан ДОС, 1981
к‑244 ПРАГ 60/1 озимый РФ, Дагестан ДОС, 1991
к‑1350 ТГИ‑8/1 озимый РФ, Дагестан ДОС, 1988
к‑1364 ТГИ‑17/1 озимый РФ, Дагестан ДОС, 1988
к‑1569 ПРАГ 140/1 озимый РФ, Дагестан ДОС, 1984
к‑3624 КН‑88‑109 Т 40‑43 озимый РФ, Краснодарский край ДОС, 2002
к‑1508 Тальва 100 озимый РФ, Воронежская обл. ОС, 1988
к‑1507 Матырское озимый РФ, Воронежская обл. ОС, 1988
к‑3419 АД 52 озимый Украина ОС, 1977
к‑1672 БГ‑13 озимый Белоруссия ОС, 1988
к‑3612 Kolor озимый Чехия ДОС, 2002
к‑1894 TF‑123 Tj‑1 озимый Румыния ДОС, 2005
к‑1505 Картли 6 озимый Грузия ДОС, 1988
к‑3634 АС Frank яровой Канада ДОС, 1991
к‑2203 Liebre "S" яровой США ДОС, 1986
к‑2336 Tapir "S" яровой Мексика ДОС, 1991

Результаты и обсуждение

На рисунках 1–3 представлены электрофоретиче-
ские спектры глиадина и «белковые формулы» 17 образ-
цов тритикале, устойчивых к бурой ржавчине. Такая фор-
ма представления первичной информации, необходимой 
для составления «белкового паспорта» каждого образ-
ца, удобна для хранения и последующей компьютерной 
обработки. Практически все изученные сорта различают-

ся по компонентному составу спектров глиадина, что сви-
детельствует о генотипических различиях между ними 
и генетическом разнообразии данной коллекции. Анализ 
индивидуальных зерновок позволил определить уровень 
внутрипопуляционного полиморфизма каждого образ-
ца. В зависимости от числа биотипов в выборке выделе-
ны моно‑, ди‑ и полиморфные сорта. Монотипные сорта 
(рис. 1) различаются между собой как по составу отдель-
ных фракций, так и по спектру в целом, что четко отра-
жено в белковых формулах.
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Рис. 1. Электрофоретические спектры глиадина монотипных 
образцов тритикале и их «белковые формулы»

Fig. 1. Gliadin electrophoretic banding patterns of monotypic 
triticale accessions and their “protein formulas”

 
Рис. 2. Электрофоретические спектры диморфных образцов тритикале,  
их «белковые формулы» и доли биотипов (в %) в исследуемых выборках

Fig. 2. Gliadin electrophoretic banding patterns of dimorphic triticale accessions, their 
“protein formulas” and percentage of biotypes within the studied samples
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Исключение составляют Liebre "S" (США) и Tapir "S" 
(Мексика), имеющие идентичную α‑зону, в которой чет-
ко представлены компоненты α5171. Отсутствие внутрипо-
пуляционного полиморфизма у монотипных сортов свиде-
тельствует об их стабильности. Однако такое заключение 
является в некоторой степени условным, так как на дан-
ном этапе были исследованы лишь небольшие выборки и 
при увеличении их размера могут быть выявлены допол-
нительные биотипы. Так, ПРАГ 60/1 сначала был вклю-
чен в группу монотипных сортов, но при анализе большей 
выборки (26 зерновок) выделено еще несколько биотипов, 
один из которых имеет гибридное происхождение.

На рисунке 2 представлены образцы, в составе кото-
рых выявлено по два биотипа. Наряду со спектрами и их 
«белковыми формулами» указана доля каждого биотипа 
в выборке.

Биотипы в пределах образцов различаются по нали-

чию‑отсутствию, а иногда только по интенсивно-
сти одного‑двух компонентов в разных зонах спек-
тра и, как правило, один из биотипов доминирует. Так, 
у АД 52 доминирующий биотип II отличается от биоти-
па I отсутствием слабых компонентов β5, γ2 и γ5, также 
особой структурой маркерного блока ω22314. Аналогич-
ные различия отмечены и у других образцов. Особенно-
стью KH‑88‑109 T 40‑43 является редко встречающееся 
в спектрах глиадина сочетание очень слабых компонен-
тов α347172. У образца ТГИ‑17/1 α‑зона практически 
отсутствует. В составе ПРАГ 126 оба биотипа присут-
ствуют примерно в равном соотношении и отличаются 
только по наличию/отсутствию слабого компонента α5, 
то есть данный сорт близок к монотипным образцам.  
У сорта Тальва 100 биотипы различаются по наличию 
слабого компонента γ4, один из биотипов идентичен 
сорту Матырское.

Рис. 3. Электрофоретические спектры политипных образцов тритикале, их 
«белковые формулы» и доли биотипов (в %) в исследуемой выборке

Fig. 3. Gliadin electrophoretic banding patterns of polytypic triticale accessions, their 
“protein formulas” and percentage of biotypes within the studied sample
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Наиболее полиморфными (число биотипов в выбор-
ке 3–7) оказались сорта Картли 6, ПРАГ 60/1, ПРАГ 72, 
ПРАГ 140/1. Три из них получены на Дагестанской опыт-
ной станции ВИР путем сложных схем скрещивания 
различных образцов тритикале, пшеницы и ржи. При 
создании грузинского сорта Картли 6 использовали або-
ригенные пшеницы Грузии и более 200 разнообразных по 
происхождению образцов тритикале из мировой коллек-
ции ВИР (Mikhailova et al., 2009). На рисунке 3 представ-
лены электрофоретические спектры основных биотипов 
полиморфных сортов и их «белковые формулы». 

Доля доминирующего биотипа сорта Картли 6 состав-
ляет 78%. Два других биотипа отличаются между собой 
и от основного биотипа. В составе ПРАГ 60/1 выявле-
но четыре биотипа. Из них лидирует по частоте (61%) 
биотип I. В спектрах всех биотипов компоненты α‑зо-
ны проявляются в виде следа. Биотип III, по всей вероят-
ности, является гибридом между биотипами II и IV (см. 
рис. 3). ПРАГ 72 по спектрам близок к ПРАГ 60/1. У них 
практически одинакова α‑зона, сходство имеется так-
же по β‑ и ω‑зонам. Доминирующий второй биотип, ско-
рее всего, является межбиотипным гибридом. В выборке 
у ПРАГ 140/1 обнаружено семь биотипов, что свидетель-
ствует о высоком внутрипопуляционном полиморфиз-
ме данного образца. На рисунке 3 представлены спектры 
только четырех основных биотипов, остальные три име-
ют низкую частоту встречаемости и являются межбио-
типными гибридами. Отдельные биотипы ПРАГ 140/1 по 
структуре α‑зоны близки к сортам пшеницы Безостая 1 и 
Кавказ и по данному признаку отличаются от других рас-
сматриваемых полиморфных сортов тритикале. В спек-
трах всех биотипов ПРАГ 140/1 наиболее вариабельна 
γ‑зона. Наличие межбиотипных гибридов и рекомбинант-
ных генотипов указывают на нестабильность генетиче-
ской структуры полиморфных сортов данной коллекции 
тритикале и продолжающийся формообразовательный 
процесс. Причиной этого может быть разнородность 
исходного материала, склонность к перекрестному опы-
лению и недостаточная селекционная проработка. Как 
видно на рисунке 3, спектры отдельных биотипов поли-
морфных сортов имеют несколько смазанный рисунок. 
Вероятно, это связано с незрелостью зерна, либо с про-
растанием его в колосе.

Таким образом, регистрация спектров глиадина инди-
видуальных зерновок образцов тритикале, устойчивых 
к бурой ржавчине, выявила большое разнообразие гено-
типов. Выделены образцы, в спектрах которых присут-
ствуют компоненты, указывающие на их возможное гене-
тическое родство. Так, у Liebre "S" (США), Tapir "S" 
(Мексика) и AC Frank (Канада) в α‑зоне спектра чет-
ко и интенсивно представлены компоненты α5171 (см. 
рис. 1, 2), встречающиеся в спектрах мексиканских тетра-
плоидных пшениц. По‑видимому, использование этих 
пшениц позволило создать стабильные сорта тритикале 
с такой структурой α‑зоны. В спектрах образцов БГ‑13, 

ТГИ‑17/1, ПРАГ 60/1, ПРАГ 72 присутствуют слабые по 
интенсивности компоненты α24. Наличие таких компо-
нентов в спектрах глиадина сортов пшеницы украинской 
селекции Мироновская 808, Одесская и других, отли-
чающихся повышенной морозостойкостью (Gubareva et 
al., 2002), показывает на возможное участие этих пше-
ниц в формировании данных сортов тритикале. Сходство 
сортов Тальва 100 и Матырское, вероятно, связано с осо-
бенностями исходного материала и методами селекции, 
используемыми в Воронежском селекцентре.

Анализ спектров глиадина тритикале по ранее выяв-
ленным маркерам хромосом пшеницы и ржи показал, 
что компоненты α‑зоны, кодируемые локусами Gld6A и 
Gld6D на хромосомах 6A и 6D пшеницы, у образцов три-
тикале представлены по‑разному. Отсутствие компонен-
та α6 в спектрах БГ‑13, KH‑88‑109 T 40‑43, ТГИ‑17/1, 
ПРАГ 60/1 (биотипы I и IV), ПРАГ 72 (биотип II) указы-
вает на элиминацию хромосомы 6D или ее локуса Gld6D. 
В спектрах Liebre "S", Tapir "S" и AC Frank также отсут-
ствует α6, что вполне объяснимо возможным участием в 
их создании тетраплоидных мексиканских пшениц. Про-
явление в виде следов компонентов α‑зоны в спектрах 
многих образцов тритикале (см. рис. 1–3) может быть 
обусловлено подавлением активности глиадин‑кодирую-
щих локусов на хромосомах 6A и 6D.

Компоненты β‑зоны контролируются хромосомами 
геномов пшеницы и хромосомой 1R ржи и по подвижно-
сти в спектре глиадина часто совпадают друг с другом. 
Поэтому данным методом электрофореза невозможно 
определить, из‑за каких хромосомных перестроек про-
исходят изменения интенсивности и сдвиг подвижности 
отдельных компонентов.

Состав компонентов γ‑зоны значительно варьирует. 
У большинства образцов наряду блоком ω6γ4, маркиру-
ющим хромосому 1B, а точнее ее короткое плечо 1BS, в 
спектре присутствуют маркеры хромосомы 1RS – компо-
ненты ω234 или ω234γ5. Это возможно при условии, если 
сорт является гетерозиготным по нормальной пшеничной 
хромосоме 1B и хромосоме, содержащей пшенично‑ржа-
ную транслокацию 1BL.1RS, или включает целую хромо-
сому 1R (Peneva et al., 2002).

Во фракции ω‑глиадина маркерами короткого плеча 
хромосомы 1D (1DS) являются компоненты ω89 и близ-
кие им по подвижности аллельные варианты ω8291, ω8192 
и другие. В спектрах обоих биотипов образца АД 52 при-
сутствуют компоненты ω8191, а у сорта Картли 6 (биоти-
пы I и III) – ω8192 очень слабой интенсивности. Возмож-
но, у этих образцов в незначительном количестве имеется 
материал хромосомы 1D пшеницы. Это важно, так как 
с хромосомой 1D связаны хлебопекарные качества пше-
ницы.

Особое значение в анализе тритикале по спектрам 
глиадина имеет идентификация генетического материа-
ла короткого плеча хромосомы 1R (1RS) ржи с помощью 
маркерного блока GLD1BS или 1B3 (компоненты ω234 
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и ω234γ5). Как видно на рисунках 1–3, данный маркер-
ный блок присутствует в спектрах глиадина всех иссле-
дованных образцов тритикале в нескольких вариантах. 
Всего выявлено более 10 вариантов, различающихся по 
интенсивности отдельных компонентов, сдвигу по под-
вижности или наличию/отсутствию γ5. Основные из них 
имеют следующие формулы: ω234, ω2314, ω2234, ω22314, 
ω234γ5, ω234γ5, ω2314γ5, ω2234γ5. Наличие различных 
вариантов в первую очередь зависит от особенностей 
биотипов ржи, принимавших участие в формировании 
данных образцов тритикале. Играет роль также аллель-
ное состояние генов, возможные межгенные рекомбина-
ции в сложном локусе Sec1, а также межлокусные реком-
бинации между Sec1 и Sec4. Все это может оказывать 
влияние на характер проявления генов устойчивости, вхо-
дящих в локус Sec1. Возможно, этим объясняются коле-
бания по типу устойчивости от 0 до 3 у образцов трити-
кале данной коллекции (Mikhailova et al., 2010). Нельзя 
исключить взаимодействие генов устойчивости, локали-
зованных на хромосоме 1RS, с генами устойчивости на 
других хромосомах ржи. Некоторые различия по типу 
устойчивости к бурой ржавчине можно также объяснить 
эпистатическими взаимодействиями между геномами 
пшеницы и ржи в генотипах тритикале, маркированных 
спектрами глиадина.

Необходимо отметить, что данные по анализу спек-
тров глиадина образцов тритикале с помощью ранее 
установленных маркеров хромосом дают возможность 
контролировать наличие не только генов устойчиво-
сти, но и генов, ответственных за другие признаки. Так, 
в спектрах особенно полиморфных образцов тритика-
ле часто встречаются маркерные блоки ω2234 и ω2234γ5, 
характерные для биотипов ржи, несущих ген доминант-
ной короткостебельности Hl. Наличие таких маркерных 
блоков в спектрах некоторых образцов тритикале, по всей 
вероятности, указывает на эффективное включение это-
го гена от доноров ЕМ‑1, Малыш‑72, Россиянка, исполь-
зуемых в селекции тритикале на Дагестанской опытной 
станции ВИР.

Выводы

Регистрация спектров глиадина образцов тритика-
ле, устойчивых к бурой ржавчине, в виде «белковых фор-
мул» дает надежную информацию для составления «бел-
кового паспорта» каждого образца и удобна для хранения 
и компьютерной обработки. Это позволит контролиро-
вать сохранность генетической структуры образцов в кол-
лекции, при репродукции и в процессе семеноводства.

Выявлено генетическое разнообразие 17‑ти исследо-
ванных образцов тритикале, что открывает возможность 
для отбора образцов c благоприятным сочетанием устой-
чивости с другими полезными признаками. 

Определены образцы тритикале:
• со стабильной генетической структурой – Liebre "S" 

(к‑2203); Tapir "S" (к‑2336); ТГИ‑8/1 (к‑1350); Матыр-
ское (к‑1507); TF‑123 Tj‑1 (к‑1894); БГ‑13 (к‑1672); Kolor 
(к‑3612);

• полиморфные, содержащие от двух до семи биоти-
пов – Тальва 100 (к‑1508); KH‑88‑109 T 40‑43 (к‑3624); 
AC Frank (к‑3634); ПРАГ 126 (к‑1568); ТГИ‑17/1 (к‑1364); 
АД 52 (к‑3419); Картли 6 (к‑1505); ПРАГ 60/1 (к‑244); 
ПРАГ 72 (к‑454); ПРАГ 140/1 (к‑1569). 

Наличие межбиотипных гибридов и рекомбинантных 
генотипов в составе полиморфных образцов свидетель-
ствует о нестабильности генетической структуры и про-
должающемся формообразовательном процессе. Выяв-
ленный полиморфизм по спектрам глиадина указывает на 
необходимость исследования выборок большего размера 
для уточнения состава и исследования свойств отдельных 
биотипов.

Использование электрофоретических маркеров ряда 
хромосом, их плеч и отдельных локусов пшеницы и ржи 
расширяет возможности контроля включения отдель-
ных генных комплексов родителей в гибриды в процес-
се гибридизации. Это позволит повысить эффективность 
селекционного процесса не только у тритикале, но и при 
интрогрессии генетического материала ржи во вновь соз-
даваемые сорта пшеницы с целью повышения иммуните-
та и устойчивости к неблагоприятным факторам.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания ВИР № 0662-2019-0006 «Поиск, под-

держание жизнеспособности и раскрытие потен-
циала наследственной изменчивости мировой 

коллекции зерновых и крупяных культур ВИР для раз-
вития оптимизированного генбанка и рационально-

го использования в селекции и растениеводстве».
Приносим глубокую благодарность сотрудникам 

отдела биохимии и молекулярной биологии ВИР Э. Э. Егги 
и В. В. Васипову за помощь в оформлении рисунков.
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Листостебельные болезни (ржавчина и пятнистости) являются вредо-
носными для яровой пшеницы во всех зонах ее возделывания. Выращи-
вание устойчивых сортов – экологически безопасный способ защиты. 
Целью исследований являлась комплексная оценка 44 перспективных 
образцов яровой мягкой пшеницы по устойчивости к листостебельным 
болезням и идентификация у них генов Lr и Sr. Изучаемый материал 
был получен из Казахстанско‑Сибирской сети улучшения яровой пше-
ницы (КАСИБ) в 2017 и 2018 гг. Полевые оценки устойчивости к бурой 
и стеблевой ржавчине, септориозу и пиренофорозу проводили в Южном 
Казахстане на инфекционном участке НИИ проблем биологической 
безопасности. В лабораторных условиях оценили проростковую устой-
чивость образцов пшеницы к пиренофорозу, бурой и стеблевой ржав-
чине. С использованием фитопатологического теста и молекулярных 
маркеров проведена идентификация генов Lr и Sr. В результате поле-
вой оценки отобраны две линии (Лют. KS 14/09‑2 и СПЧС 69), с высо-
коэффективной групповой устойчивостью к ржавчине и пятнистостям. 
С использованием молекулярных маркеров у линии Лют. KS14/09‑2 
определены кластер генов Lr34/Sr57/Yr18/Pm38, ген Lr1, а также пше-
нично‑ржаная транслокация 1BL.1RS, несущая гены Lr26/Sr31/Yr9/
Pm8. У линии СПЧС 69 выявлена транслокация от пырея с высокоэф-
фективными генами устойчивости к стеблевой (Sr24) и бурой (Lr24) 
ржавчине и транслокация 1AL.1RS от ржи с комплексом эффективных 
генов устойчивости к грибным болезням и вредителям. Устойчивость 
к септориозу и пиренофорозу показали линии Лют. 393/05, Лют. 2028, 
Лют. 261, Лют. 1103, Лют. 22‑17, Лют. 37‑17, л 4‑10‑16, Степная 245, 
к бурой и стеблевой ржавчине – сорта ОмГАУ‑100, Элемент 22 и Силач. 
С использованием молекулярных маркеров выявлено умеренное разно-
образие изученных образцов по генам устойчивости. У них выявлены 
гены Lr1, Lr9, Lr10, Lr19/Sr25, Lr24/Sr24, Lr26/Sr31/Yr9/Pm8, Lr34/
Sr57/Yr18/Pm38, Lr37/Sr38/Yr17, встречающиеся по отдельности или 
в разных сочетаниях. Данный материал может быть рекомендован для 
использования в селекции пшеницы на устойчивость к болезням.

Ключевые  слова: Triticum aestivum, бурая и стеблевая ржавчина, пире-
нофороз, септориоз, устойчивость, Lr-, Sr-гены, молекулярный скрининг.

Leaf and stem diseases (rusts and blotches) are harmful to spring wheat in all 
areas of its cultivation. The use of resistant varieties is an environmentally 
safe way of protection. The objective of the present study was to comprehen-
sively evaluate leaf and stem disease resistance in 44 promising cultivars of 
soft spring wheat, as well as to identify Lr and Sr genes in them. The acces-
sions were obtained from the Kazakhstan‑Siberian Spring Wheat Improve-
ment Network (KASIB) in 2017 and 2018. Wheat resistance to leaf and stem 
rust, to septoriosis and to tan spot was evaluated in field conditions in South-
ern Kazakhstan (infection plot at the Research Institute for Biological Safety 
Problems). Wheat seedlings resistance to septoriosis, leaf and stem rust was 
evaluated under laboratory conditions. The Lr and Sr genes were identified 
using a phytopathological test and molecular markers. Field studies resulted 
in selection of two lines, Lut. KS 14/09‑2 and SPCHS 69, with highly effec-
tive group resistance to rusts and blotches. By using molecular markers, the 
gene cluster Lr34/Sr57/Yr18/Pm38, Lr1 gene, and wheat‑rye translocation 
1BL.1RS carrying genes Lr26/Sr31/Yr9/Pm8 were detected in Lut. KS 14/09‑
2. A translocation from wheatgrass with highly effective genes of resistance 
to stem (Sr24) and leaf (Lr24) rusts, as well as 1AL.1RS translocation from 
rye with a complex of effective genes of resistance to fungous diseases and 
pests were detected in the line SPCHS 69. Eight wheat lines (Lut. 393/05, 
Lut. 2028, Lut. 261, Lut. 1103, Lut. 22‑17, Lut. 37‑17, line 4‑10‑16, Step-
naya 245) appeared to be resistant to Stagonospora nodorum blotch and tan 
spot; and four varieties (OmGAU‑100, Element 22, Stolypinskaya 2, and 
Silach) demonstrated resistance to leaf and stem rust. The molecular marker 
analysis showed moderate genetic diversity of the studied collection in terms 
of resistance genes. The genes Lr1, Lr9, Lr10, Lr19/Sr25, Lr24/Sr24, Lr26/
Sr31/Yr9/Pm8, Lr34/Sr57/Yr18/Pm38, Lr37/Sr38/Yr17, both separately and 
in different combinations, were detected in the tested accessions. The evalu-
ated material may be recommended for the use in wheat breeding for disease 
resistance in Russia and in Kazakhstan.

Key  words: Triticum aestivum, leaf and stem rust, tan spot, septoriosis, 
resistance, Lr, Sr genes, molecular screening.

Rsaliyev A. S.1, Gultyaeva E. I.2, 
Shaydayuk E. L.2, Kovalenko N. M.2, 

Moldazhanova R. A.1, Pahratdinova Z. U.1

CHRACTERISTIC OF PERSPECTIVE COMMON 
SPRING WHEAT ACCESSIONS FOR RESISTANCE  

TO FOLIAR DISEASES

Для  цитирования: Рсалиев А. С., Гультяева Е. И., Шайдаюк Е. Л.,  
Коваленко Н. М., Молдажанова Р. А., Пахратдинова Ж. У. Характери-
стика устойчивости перспективных образцов яровой мягкой пшеницы 
к листостебельным болезням. Биотехнология и селекция растений. 
2019;2(2):14‑23. DOI: 10.30901/2658‑6266‑2019‑2‑14‑23

For citation: Rsaliyev A. S., Gultyaeva E. I., Shaydayuk E. L., Kovalenko N. M., 
Moldazhanova R. A., Pahratdinova Z. U. Chracteristic of perspective common 
spring wheat accessions for resistance to foliar diseases. Plant Biotechnology and 
Breeding. 2019;2(2):14‑23. (In Russ.) DOI: 10.30901/2658‑6266‑2019‑2‑14‑23

Прозрачность  финансовой  деятельности  /  The  transparency  of  the 
financial activities Авторы не имеют финансовой заинтересованности в 
представленных материалах или методах.

Авторы  благодарят  рецензентов  за  их  вклад  в  экспертную  оценку 
этой работы / The authors thank the reviewers for their contribution to 
the peer review of this work

Дополнительная  информация  / Additional  information Полные дан-
ные этой статьи доступны / Extended data is available for this paper at 
https://doi.org/10.30901/2658‑6266‑2019‑2‑14‑23

Мнение журнала  нейтрально  к  изложенным материалам,  авторам 
и их месту работы  / The  journal’s opinion  is neutral  to  the presented 
materials, the author, and his or her employer 

Все авторы одобрили рукопись / All authors approved the manuscript

Конфликт интересов отсутствует / No conflict of interest



15
Plant Biotechnology and Breeding 2019;2(2)

Введение

Яровая пшеница – одна из основных зерновых куль-
тур в России и Казахстане. Урожайность коммерческих 
сортов значительно варьирует по годам, что вызвано 
неблагоприятными погодными условиями и поражени-
ем болезнями. Листостебельные болезни, к которым 
относится бурая (возбудитель Puccinia triticina Erikss.) 
и стеблевая ржавчина (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici 
Erikss. et Henn.), септориоз (Parastagonospora nodorum 
(Berk.) Quaedvl., Verkley & Crous (= Septoria.nodorum 
Berk.), и пиренофороз (синоним желтая пятнистость) 
(Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechsler), являют-
ся наиболее вредоносными для яровой пшеницы во всех 
зонах ее выращивания (Koyshybaev et al., 2017; Sanin, 
2012). В период 2001–2016 гг. в Казахстане эпифитотий-
ное развитие бурой ржавчины по отдельности или в ком-
плексе с септориозом наблюдали 8 раз. Допущенные 
к использованию сорта пшеницы показали высокую вос-
приимчивость к обеим болезням. Потери зерна составля-
ли более 20% (Koyshybaev et al., 2017).

Создание и использование устойчивых сортов – эко-
логически безопасный способ защиты пшеницы от болез-
ней. В последнее десятилетие в России отмечен очевид-
ный прогресс в создании новых сортов пшеницы, в том 
числе и устойчивых к болезням (Bespalova et al., 2017). 
Для успешной иммуногенетической защиты значимость 
представляет разнообразие сортов. Выращивание генети-
чески однородных сортов в регионах, относящихся к еди-
ной эпидемиологической зоне, предопределяет быструю 
потерю их устойчивости. Подтверждением этому явля-
ется потеря эффективности гена Lr26 на Северном Кав-
казе в 1970 годах, гена Lr19 в Поволжье в 1990 годах и 
гена Lr9 в Западной Сибири и на Урале в 2000‑х годах 
(Sibikeev, Krupnov, 2007; Meshkova et al., 2008).

В целях повышения результативности селекционных 

программ в России и Казахстане в 1999 г. была создана 
Казахстанско‑Сибирская сеть улучшения яровой пшени-
цы (КАСИБ), в которую вошли ведущие научные учреж-
дения. В рамках данной организации проводится изуче-
ние и обмен перспективным селекционным материалом. 
Многие образцы пшеницы, изучаемые в КАСИБ, в даль-
нейшем внедряются в производство и используются 
в селекционных программах. Для предотвращения гене-
тической эрозии, приводящей к быстрой потере эффек-
тивности используемых генов, необходим детальный 
скрининг нового материала. Он должен включать иден-
тификацию генов с использованием молекулярных марке-
ров и оценку устойчивости образцов в фазах проростков 
и взрослых растений. В результате фитопатологического 
анализа уточняется тип устойчивости (ювенильная, воз-
растная) и эффективность идентифицированных генов. 
В современный период для маркер‑опосредованной 
селекции (МАС) пшеницы предложен достаточный 
набор молекулярных маркеров, но большая часть из них 
позволяет провести идентификацию генов устойчиво-
сти к болезням, вызываемым облигатными патогенами – 
бурой (Lr), стеблевой (Sr) и желтой (Yr) ржавчине, а так-
же мучнистой росе (Pm) (https://maswheat.ucdavis.edu). 

Целью данных исследований являлась комплексная 
оценка перспективных образцов яровой мягкой пшеницы 
КАСИБ по устойчивости к листостебельным болезням 
и идентификация у них генов Lr и Sr.

Материалы и методы

Материал исследований включал 12 новых сортов и 
32 перспективных линии яровой мягкой пшеницы рос-
сийской и казахстанской селекции, которые были полу-
чены из КАСИБ в 2017–2018 гг. Характеристика данного 
материала представлена в таблице 1. 

Таблица 1. Характеристика изучаемого материала

Table 1. Characteristic of the studied material
№  
п/п

Образец 
Accession

Родословная 
Pedigree

Оригинатор 
Origin

КАЗАХСТАН
1. Степная 245  Steрnaya 16/Berkut//Аktube 39

Актюбинская СХОС2. Степная 253   Лютесценс С‑2207/Степная 60  
3. Степная 259  Cаратовская 29/Степная 62 
4. ГВК 2127 ВК 4583 (ГВК 1860‑12)/Целинная 3с ВКНИИСХ5. ГВК 2161 ВК 4450 (Лют 20/Лада)
6. Лют. 857 Омская 18/Лютесценс 32 КазНИИЗиР7. Лют. 932 Эритроспермум 287/Казахстанская 17
8. Лют. 248/01 Эритроспермум 893/Целиноградка КазНИИ ЗХ9. Лют. 393/05 Карабалыкская 90/90‑6
10. Линия 4‑10‑16 Молодежная/Мироновская 808

Карабалыкский СХОС11. Линия 22 ЧС (Lut 424/4/Milan/Sha7/3/CROC_1/Ae.squar (224)//Opata/5/Gle)
12. Лют. 48‑204‑03 Лютесценс 4 Башкирская 20
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№  
п/п

Образец 
Accession

Родословная 
Pedigree

Оригинатор 
Origin

13. Лют. 2028 Лютесценс 253‑93‑4/Караганднская 21
Карагандинский НИИРиС

14. Лют. 2102 Лютесценс 1085/Омская 18
15. Лют. 30 Павлодарская 93/WH007850ZAK(WA 7850)

Павлодарский НИИСХ16. Лют. 65 Лютесценс 44/ЮК‑3 (Корея)
17. Лют. 261 Лютесценс 337‑77‑44/Мироновская 808 (РНВ)

РОССИЯ
18. Лют. 1103 Светланка/Александрина Алтайский НИИСХ19. Эритр. 1119 Омская 28/Саратовская 71
20. Лют. 8‑108‑1 И.о. СПЧС 8 №108

Курганский НИИСХ21. Лют. 22‑17 Терция/Жигулевская
22. Лют. 37‑17 Любава 2/Прохоровка
23. Лют. KS 14/09‑2 Омская 32/Соната

Кургансемена24. Лют. KS 140/08‑3 Омская 37/Салават Юлаев
25. Лют. KS 963 Тулайковская 10/Экада 6
26. Лют. 1193 Aubaine/Тулайковская 100

Самарский НИИСХ27. Лют. 1296 AC Karma/Землячка 
28. Лют. 1300 Тулайковская 10/Землячка 
29. Сибирская 21 (Новосибирская 67 × Удача) × Сибирская 17

СИБНИИРС30. Новосибирская 16 Памяти Вавенкова * Новосибирская 15
31. Новосибирская 41 (Тюменская 80*[(Целинная 20 * АНК 102)] F1*Sport
32. Лют. 90‑12 Терция × Нива 2

Омский ГАУ33. ОмГАУ‑100 Лютесценс 444 × Эритроспермум 59
34. Столыпинская 2 Gle/3/KA/NAC//TRCH/4/Омская37
35. Лют. 3/04‑21‑11 Lut. 290/97‑7/292(32) Tam200/Tut(4)

Омский АНЦ36. Лют. 79/04‑11 Lut.248‑97‑11/Омская 38
37. СПЧС 69 Aлтайская530/3/EMB16/CBRD//CBRD/4/Lut  210.99.10
38. Тюменская юбилейная Лютесценс 41‑94 × Терция ГАУ Северного Зауралья39. Тюменочка (Скала × Тюменская 80) × Омская 32) 
40. Лют. 443 Бел/3//Altar84/Ae.squar(224)//Pgo/4/C68 НИИСХ Юго‑Востока41. Лют. 449 Л505*2/Прохоровка//Белянка
42. Силач Лютесценс 210/99‑10 × Эр.23090 Челябинский НИИСХ43. Эритр. 24841 Челяба 75 х АНК‑17В
44. Элемент 22 Эритроспермум 33‑97/Дуэт Омский ГАУ
45. Омская 35 Омская 29/Омская 30 Стандарт 
46. Саратовская 29 Альбидум 24/Лютесценс 55‑11 Стандарт 

Изучение устойчивости в фазе взрослых растений 
проводили на инфекционном участке НИИ Проблем 
Биологической Безопасности (НИИПББ) (Жамбылская 
область, пос. Гвардейский) в 2018 г. Изучаемые образ-
цы пшеницы опрыскивали водной суспензией уредини-
оспор P. triticina и P. graminis с добавлением детерген-
та Твин 80. Инфекционный материал бурой и стеблевой 
ржавчины был получен из коллекции микроорганизмов 
НИИПББ. После инокуляции делянки накрывали полиэ-
тиленовой пленкой на 16–18 часов. Заражение растений 
проводили вечером в безветренную погоду после предва-
рительного полива опытных посевов. Для накопления и 
распространения инфекции в питомнике между ярусами 
сеяли восприимчивые сорта. Для создания благоприят-
ных условий развития болезни опытные делянки регуляр-
но поливали (Rsaliev et al., 2004). Оценку устойчивости 
пшеницы проводили с момента появления первых сим-

птомов (пустул) и далее через 14 дней. Тип инфекции 
к бурой ржавчине определяли по шкале Майнса и Джек-
сона, к стеблевой – Стэкмана и Левина (McIntosh et al., 
1995). Интенсивность поражения оценивали по шкале 
Петерсона с соавторами (Peterson et al., 1948).

Изучение устойчивости к пятнистостям проводи-
ли в условиях естественного инфекционного фона. Для 
определения степени поражения использовали шкалы 
Саари и Прескотта (Saari, Prescott, 1975).

В качестве показателя, характеризующего неспеци-
фическую устойчивость сортов к болезням, использо-
вали критерий скорости нарастания болезни, выража-
емый площадью под кривой развития болезни (ПКРБ) 
(Wilcoxson et al., 1975), который рассчитывали по формуле:

S = 1/2 × (x1 + x2) (t2 – t1) + …+ (xn‑1 + xn) × (tn – tn‑1),
где S – площадь под кривой развития болезни; x1 – интенсивность 
развития болезни на момент первого учета, %; x2 – интенсивность 
развития болезни на момент второго учета, %; xn – интенсивность 
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развития болезни на момент последнего учета, %; (t2 – t1) – количество 
дней между вторым и первым учетом; (tn – tn‑1) – количество дней между 
последним и предпоследним учетами; n – количество учетов.

Во Всероссийском НИИ защиты растений (ВИЗР) 
изучили ювенильную устойчивость образцов к бурой 
и стеблевой ржавчине, и пиренофорозу. Инфекцион-
ный материал P. triticina и P. graminis был размножен 
с использованием методики лабораторного культивиро-
вания патогенов (Mikhailova et al., 1998). Размножение 
культуры гриба P. tritici-repentis выполняли по методике 
Л.А. Михайловой с соавторами (Mikhailova et al., 2012).

Для изучения ювенильной устойчивости использова-
ли 10–14‑дневные проростки (фаза первого листа), кото-
рые опрыскивали водной суспензией изучаемых патоге-
нов с добавлением детергента Твин 80. После заражения 
растения помещали в климатическую камеру Versatille 
Environmental Test Chamber MLR‑352H («SANYO Electric 
Co., Ltd.», Япония) с контролируемыми условиями (тем-
пература 20°С, влажность 70%).

Для изучения устойчивости к бурой ржавчине исполь-
зовали четыре тест‑клона, маркированные вирулент-
ностью к генам Lr9, Lr19 и Lr26, и сборную омскую 
популяцию. Омская популяция была собрана на селек-
ционном посеве Омского государственнного аграрно-
го университета в 2018 году и взята в качестве образца 
азиатской популяции. Используемые клоны и популяция 
были авирулентными к линиям Thatcher (TcLr) с гена-
ми Lr24, Lr23, Lr28, Lr29, Lr39(=41), Lr45, Lr47, Lr50, 
Lr51, Lr53 и вирулентными к генам Lr1, Lr2a, Lr2b, Lr2c 
Lr3a, Lr3bg, Lr3ka, Lr10, Lr11, Lr14a, Lr15, Lr17, Lr18, 
Lr20, Lr21, Lr30. Клоны и омская популяция различа-
лись между собой по вирулентности к линиям с гена-
ми Lr9, Lr16, Lr19 и Lr26. Тест‑клон №1 был вирулент-
ным к Lr9 и Lr26, и авирулентным к Lr19 и Lr16; клон 
№2 вирулентным к Lr19, Lr26, авирулентным к Lr9, Lr16; 
клон №3 вирулентным к Lr26, авирулентным к Lr9, Lr16, 
Lr19; омская популяция вирулентной к Lr9, авирулентной 
к Lr16, Lr19, Lr26; клон №4 авирулентным к Lr9, Lr16, 
Lr19 и Lr26. Оценку устойчивости к стеблевой ржавчи-
не проводили с использованием сборной западносибир-
ской популяции P. graminis, которая характеризовалась 
авирулентностью к сортам и линиям с генами Sr24, Sr25 
и Sr31. Эти гены являются высокоэффективными в защи-
те от болезни в России (Skolotneva et al., 2018).

Оценку устойчивости к бурой и стеблевой ржавчине 
проводили через 8–10 дней после инокуляции с исполь-
зованием шкалы Майнса и Джексона для бурой ржавчи-
ны и Стэкмана и Левина для стеблевой (McIntosh et al., 
1995). Растения с типом реакции 0, 1, 2 относили к устой-
чивым, 3, 4, Х – к восприимчивым.

Для инокуляции возбудителем пиренофоро-
за использовали две сборные популяции – казахстан-
скую и омскую. Вирулентность используемого ино-
кулюма была охарактеризована в предварительных 
исследованиях (Mironenko et al., 2019). Концентрация 
суспензии составляла 2–3*103 конидиоспор/мл. Оцен-

ку устойчивости проводили через 6–7 дней после ино-
куляции по 5‑бальной шкале (Lamari, Bernier, 1989; 
Mikhailova et al., 2012). Растения, пораженность которых 
составила 1 и 2 балла, относили к устойчивым, 3 балла – 
умеренно‑восприимчивым, 4 и 5 – к восприимчивым.

С использованием молекулярных маркеров провели 
идентификацию следующих генов: Lr1 (маркер WR003) 
(Qiu et al., 2007), Lr9 (SCS5) (Gupta et al., 2005), Lr10 
(Fi.2245/Lr10‑6/r2) (Chelkowski et al., 2003), Lr19/Sr25 
(SCS265) (Gupta et al., 2006), Lr20/Sr15 (STS638) (Neu et 
al., 2002), Lr21(Lr21L/R) (https://maswheat.ucdavis.edu/
protocols/Lr21/index.htm), Lr24/Sr24 (Sr24#12, Sr24#50) 
(Mago et al., 2005), Lr25/Pm7 (Lr25F20/R19) (https://
maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr25/index.htm), 1BL.1RS 
(Lr26/Sr31/Yr9/Pm8)/1AL.1RS (SCM9) (Weng et al., 2007), 
Lr28 (SCS421) (Cherukuri et al., 2005), Lr29 (Lr29F24) 
(Procunier et al., 1995), Lr34/Sr57/Yr18/Pm38 (csLV34) 
(Lagudah et al., 2006), Lr35/Sr39 (Sr39=22) (https://
maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr35/index.htm), Lr37/
Sr38/Yr17/Pch2/Cre5 (Ventriup/LN2) (Helguera et al., 2003), 
Lr41 (GDM35) (Pestsova et al., 2000), Lr47 (Helguera et 
al., 2000). ДНК выделяли из листьев 10‑дневных про-
ростков пшеницы по методике Д.Б. Дорохова и Э. Клоке 
(Dorokhov, Kloke, 1996). Амплификацию ДНК проводили 
в реакционной смеси по предложенным в цитированных 
выше источниках протоколам. 

Результаты и обсуждение

Полевая оценка устойчивости в фазе взрослых рас-
тений. В полевых условиях Южного Казахстана высо-
кой устойчивостью к бурой ржавчине (пораженность 
0%) характеризовались линии: Лют. 1300, Лют. 90‑12, 
ОмГАУ‑100, СПЧС 69 и сорт Силач. К группе устойчи-
вых (пораженность от 5% до 10%) относились образцы 
Столыпинская 2, Элемент 22, линия 22 ЧС, Эритр. 1119, 
Лют. 8‑108‑1, Лют. 1193 и Лют. 1296. Умеренная воспри-
имчивость (пораженность от 20 до 30%) отмечена для 
линий ГВК 2127, ГВК 2161, Лют. KS 14/09‑2, Лют. 3/04‑
21‑11, Лют. 79/04‑11, Лют. 443, Лют. 449 и сортов Тюмен-
ская юбилейная, Сибирская 21, Новосибирская 41 
(табл. 2). Число российских образцов пшеницы, устойчи-
вых к бурой ржавчине, было выше (48%), чем казахстан-
ских (5%).

Сходные результаты получены и при изучении устой-
чивости к стеблевой ржавчине. Все казахстанские линии 
пшеницы были восприимчивы к болезни (пораженность 
50–90%). Среди линий российской селекции 44% образ-
цов характеризовались устойчивостью. К группе иммун-
ных относились линии ОмГАУ‑100 и СПЧС 69 (пора-
женность 0%); к среднеустойчивым – Лют. KS 14/09‑2, 
Лют. 443, Лют. 449, Тюменочка, Элемент 22 (поражен-
ность до 5%), Лют. 22‑17, Лют. 37‑17, Лют. KS 140/08‑3, 
Силач (пораженность до 10%).
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Развитие пятнистостей в год исследований в Южном 
Казахстане оценивалось как умеренное. Максимальное 
поражение септориозом восприимчивых сортов состав-
ляло 30%, пиренофорозом – 40% (табл. 2). На линиях 
Лют. 932, Лют. 248/01, Лют. 261, Лют. 1103, Лют. 22‑17, 
Лют. KS 14/09‑2, СПЧС 69 и Эритр. 24841 симптомы 
поражения возбудителем септориоза не обнаружены. 
Пораженность сортов Степная 245, Степная 253, Степ-
ная 259, Тюменская юбилейная, Тюменочка, Элемент 22 
и линий Лют. 857, Лют. 393/05, Линия 4‑10‑16, Лют. 2028, 
Лют. 37‑17, Лют. KS 963, Лют. 3/04‑21‑11, Лют. 79/04‑11 
не превышала 10%. Остальные образцы относились к 
группе восприимчивых, поскольку их поражение было 
на уровне восприимчивого контроля (20–30%). Чис-
ло линий яровой пшеницы, устойчивых к пиренофорозу, 
было существенно ниже. Только на двух линиях СПЧС 69 
и Эритр. 1119 не отмечено симптомов болезни. У 47% 
казахстанских и 37% российских образцов пшеницы 
пораженность не превышала 10%.

В результате полевой оценки устойчивости к комплек-
су листостебельных болезней в условиях Южного Казах-
стана, выявлены две линии СПЧС 69 и Лют. KS 14/09‑
2 с высокоэффективной групповой устойчивостью к 
ржавчине и пятнистостям. Устойчивостью к двум видам 
ржавчины характеризовались сорта ОмГАУ‑100, Силач, 
Элемент 22; к пятнистостям (септориозу и пиренофоро-
зу) – линии Лют. 393/05, Лют. 2028 Лют. 261, Лют. 1103, 
Лют. 22‑17, Лют. 37‑17, л. 4‑10‑16 и сорт Степная 245. 

Лабораторные исследования устойчивости в фазе 
проростков. Проростковой устойчивостью к исполь-
зуемым тест‑клонам и омской популяции возбудителя 
бурой ржавчины (тип реакции 0, 1, 2) характеризовалось 
29% изученных образцов пшеницы (табл. 2), но только 
пять из них (Лют. 1296, Лют. 1300, Лют. 1193, СПЧС 69, 
Силач) не поразились в полевых условиях. Соответ-
ственно эти линии характеризуются высоким уровнем 
ювенильной устойчивости, эффективной на протяже-
нии всего периода вегетации пшеницы. Линии ГВК 2127, 

ГВК 2161, Лют. 22‑17, Лют. KS 140/08‑3, Лют. 3/04‑ 21‑ 11, 
ОмГАУ‑100, Элемент 22 были устойчивы ко всем 
тест‑клонам, за исключением клона №3, вирулентного 
к Lr26; сорт Сибирская 21 к клону №1, вирулентному к 
Lr9; линия Лют. 443 к клону №2, вирулентному к Lr19. 
Таким образом фитопатологический анализ указывает на 
наличие у них этих генов.

Устойчивый тип реакции (0, 1, 2) при инокуля-
ции омской популяцией стеблевой ржавчины пока-
зали 59% линий (см. табл. 2), но только 25% из них 
(Лют. KS 14/09‑ 2, Лют. KS 140/08‑3, ОмГАУ‑100, 
Лют. 3/04‑21‑11, СПЧС 69, Лют. 443, Лют. 449, Силач 
Столыпинская 2, Тюменочка, Элемент 22) были устойчи-
вы в полевых условиях. 

Устойчивость (балл поражения 0, 1, 2) к двум попу-
ляциям возбудителя пиренофороза (омской и казахстан-
ской) выявлена у 20% образцов (ГВК 2127, ГВК 2161, 
Лют. 1103, Эритр. 1119, Лют. 8‑108‑1, Лют. 90‑12, 
СПЧС 69, Силач, Новосибирская 41). Для большин-
ства из них устойчивость в фазе проростков коррелиро-
вала с устойчивостью в полевых условиях (за исклю-
чением образцов ГВК 2161, Силач, Новосибирская 41). 
Число образцов, устойчивых к казахстанской популя-
ции P. tritici-repentis, было значительно выше (22%), чем 
к Омской (см. табл. 2). 

Согласно предварительному анализу (Mironenko et al., 
2019), омская популяция P. tritici-repentis была представ-
лена расами 1 и 3, продуцирующими токсины Ptr Tox A, 
Ptr Tox C и Ptr ToxC соответственно, а казахстанская – 
расой 7, продуцирующей токсины Ptr ToxA, Ptr ToxB. 
Токсин ToxA на восприимчивом сорте индуцирует 
некроз, а токсины ToxB и Ptr ToxC – хлороз.

По результатам фитопатологического анализа, 75% 
изученных образцов пшеницы, оказались устойчивыми 
к одной или нескольким болезням (рис. 1). Представлен-
ность устойчивых образцов в российском материале была 
существенно выше, чем в казахстанском.

Рис. 1. Соотношение (в %) различающихся по устойчивости к листостебельным 
болезням образцов в изученной коллекции яровой мягкой пшеницы.

Fig. 1. Accessions (in %) with resistance to leaf and stem diseases in the studied common spring wheat collection
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Идентификация генов устойчивости с использова-
нием молекулярных маркеров. Гены устойчивости, иден-
тифицированные у образцов яровой пшеницы КАСИБ, 
представлены в таблице 2. У линии Лют. KS14/09‑2, 
высокоустойчивой к обоим видам ржавчины, определе-
ны кластер генов Lr34/Sr57/Yr18/Pm38, ген Lr1, а также 
пшенично‑ржаная транслокация 1BL.1RS, несущая гены 
Lr26/Sr31/Yr9/Pm8. У линии СПЧС 69 выявлена трансло-
кация, переданная от пырея обыкновенного с высокоэф-
фективными в России генами устойчивости к стеблевой 
(Sr24) и бурой (Lr24) ржавчине и транслокация 1AL.1RS 
от ржи, несущая комплекс эффективных генов устой-
чивости к грибным болезням. Для выявления пшенич-
но‑ржаных транслокаций 1BL.1RS и 1AL.1RS исполь-
зован универсальный мaркер scm9. Ампликон размером 
207 п.о. указывает на наличие транслокации 1ВL.1RS, 
а 228 п.о. – на транслокацию 1AL.1RS (Weng et al., 2007).

Показана широкая представленность у изученно-
го материала пшенично‑ржаной транслокации 1BL.1RS. 
Она обнаружена у 25% изученных образцов (например, 
ГВК 2127, ГВК 2161, Лют. 22‑17, Лют. 37‑17, Лют. KS 
14/09‑2, Лют. KS 140/08‑3, Элемент 22), а в ряде случа-
ев – в сочетании с другими генами (Lr10, Lr1 Lr9). Все 
эти образцы с транслокацией 1BL.1RS характеризовались 
высоким уровнем устойчивости к стеблевой ржавчине 
на протяжении всего периода вегетации. Ген Sr31, лока-
лизованный в транслоцированной хромосоме 1BL.1RS, 
является классическим примером эффективной и дол-
говременной генетической защиты растений пшеницы 
от стеблевой ржавчины. Его широкое распростране-
ние в сортах пшеницы обеспечивало защиту от болез-
ни, начиная с 1970 годов. Вирулентность к Sr31 впервые 
была отмечена в 1999 году в Уганде. Данный единичный 
случай оповестил мир о появлении новой расы стеблевой 
ржавчины, получившей имя Ug99. В 2006 году раса Ug99 
обнаружена в Йемене, в 2007 году – в Иране, в 2009 – 

в Пакистане. В России и Казахстане ген Sr31 до настоя-
щего времени остается эффективным (Scolotneva et al., 
2018), но территориальная близость Казахстана со стра-
нами, где обнаружена раса Ug99, предполагает возмож-
ность ее заноса.

Гены устойчивости к бурой ржавчине Lr1, Lr10, Lr26 
и Lr34, широко представленные в изученном материале, 
относятся к группе малоэффективных в России и Казах-
стане, а ген Lr9 – к частично эффективным. Он утратил 
свою эффективность в западноазиатских регионах Рос-
сии и Северном Казахстане, но остается эффективным 
на Северном Кавказе и Северо‑Западе (Gultyaeva et al., 
2011; 2018). Показано, что сочетание этих генов в одном 
сорте может способствовать повышению уровня поле-
вой устойчивости (Dakouri et al., 2013). В данном иссле-
довании это подтверждается для линии KS 14/09‑2, несу-
щей гены Lr26, Lr34, Lr1 и сорта Силач с генами Lr9, 
Lr26, Lr10. У сорта Столыпинская 5, устойчивого к бурой 
ржавчине, идентифицирован только один ген – Lr34. Дан-
ный факт указывает на наличие у него дополнительных 
Lr‑генов.

Транслокация от Aegilops ventricosa Tausch. с гена-
ми устойчивости к бурой Lr37, стеблевой Sr38 и жел-
той Yr17 ржавчине, церкоспореллезной корневой гнили 
Pch2 и злаковой цистообразующей нематоде Cre5 опре-
делена у линии 22 ЧС. В полевых условиях она показа-
ла восприимчивость к стеблевой и устойчивость к бурой 
ржавчине. Транслокация от пырея обыкновенного с гена-
ми Sr25 и Lr19, идентифицирована у линий Лют. 79/04‑11 
и Лют. 443. В полевых условиях эти линии были высоко-
устойчивы к стеблевой ржавчине (5R) и умеренно вос-
приимчивы к бурой ржавчине (20MR). 

Проведенный молекулярный анализ выявил уме-
ренное генетическое разнообразие изученной коллек-
ции пшеницы. Представленность в изученном материале 
идентифицированных генов показана на рисунке 2. 

Рис. 2. Соотношение (в %) образцов, защищенных различными генами устойчивости к 
листостебельным болезням, в изученной коллекции яровой мягкой пшеницы

Fig. 2. Accessions (in %) protected by different genes of resistance to leaf and 
stem diseases in the studied common spring wheat collection
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Заключение

В результате проведенных исследований охарактери-
зована устойчивость коллекции пшеницы КАСИБ к ком-
плексу листостебельных болезней. Выделено два образца 
с групповой устойчивостью к бурой и стеблевой ржав-
чине, септориозу и пиренофорозу; 3 образца, устойчи-
вых к бурой и стеблевой ржавчине и 8 образцов, устой-
чивых к септориозу и пиренофорозу. С использованием 
молекулярных маркеров проведена идентификация генов 
устойчивости к бурой и стеблевой ржавчине. Выделен-
ные линии яровой пшеницы с групповой устойчивостью 
к болезням и высокоэффективными генами могут быть 
рекомендованы для селекции в качестве доноров.
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Дигаплоидные (DH) линии, получаемые удвоением генома гапло-
идов, широко применяются в селекции многих культур, так как 
позволяют в сжатые сроки переводить варианты генов в гомози-
готное состояние. Однако в селекции кукурузы преимущества 
дигаплоидов используются еще не в полной мере. В настоящей 
работе дана оценка эффективности метода возвратных скрещи-
ваний и получили дальнейшее развитие оригинальные авторские 
схемы, направленные на создание максимально продуктивной 
гомозиготной линии кукурузы на основе DH‑линий, полученных 
из межлинейного гибрида F1. Исходный материал – линии куку-
рузы Rf7 и Ку123. Цикл селекции состоял в получении гаплоидов 
из выбранного генотипа (матроклинная гаплоидия с применением 
индуктора), последующем удвоении хромосом (с помощью колхи-
цина или спонтанном) и размножении полученных дигаплоидов 
для получения нового набора DH‑линий. В первом цикле DH‑линии 
получали из гибрида F1 (Rf7 × Ку123), а в следующих циклах − из 
генотипов, полученных скрещиванием выбранной DH‑линии пре-
дыдущего цикла с F1, P1 или P2. Выполнены три цикла селекции 
на продуктивность, в 2017 году проведено одновременное полевое 
испытание DH‑линий всех циклов. Селекционный прогресс оце-
нивали по приросту продуктивности первого початка в сравнении 
с лучшим родителем Rf7 (103,9 г/растение в 2017 году). В резуль-
тате первого цикла селекции на основе гибрида F1 получены 43 
DH‑линии, продуктивность лучшей из них (rk‑5) составила 112,5 г/
раст. Три линии (rk‑6, rk‑5 и rk‑22), отобранные для следующего 
цикла, затем были скрещены с F1 либо с родительской линией Rf7. 
Во втором цикле селекции получены серии из 41, 49 и 16 линий 
соответственно. Продуктивность лучших генотипов составила 
121,2, 117,0 и 107,1 г/раст. Третий цикл включал популяции из 24 
и 8 линий, полученных на основе возвратных скрещиваний с лини-
ями Rf7 и Ку123 соответственно. Лучшие генотипы этих серий 
характеризовались продуктивностью 135,6 и 97,7 г/раст. В резуль-
тате селекции получена линия rk‑433, на 30,5% превосходящая по 
продуктивности лучшего родителя Rf7. Селекционный прогресс 
составил в среднем 10,2% за цикл. В дигаплоидной селекции куку-
рузы перспективно использование возвратных скрещиваний ото-
бранных DH‑линий из разных циклов с исходным материалом или 
с F1. При таком методе заметный прогресс возможен и при неболь-
шом объеме циклов, включающих от 20 до 50 DH‑линий.

Ключевые  слова: удвоенные гаплоиды, кукуруза, дигаплоид-
ная селекция, благоприятные аллели, продуктивность, инбредные 
линии.
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The doubled haploid (DH) lines, obtained by doubling the haploid 
genome, are now widely used in breeding many crops, since they allow 
to transfer gene variants to the homozygous state in a short time. How-
ever, the advantages of doubled haploids are not fully utilized in maize 
breeding. The present work is devoted to the evaluation of the back-
crossing method efficiency and to further development of the original 
schemes of creating highly productive homozygous maize lines on the 
basis of DH lines originating from an interline F1 hybrid. Rf7 and Ku123 
maize lines were used as the initial material. The breeding cycle con-
sisted of producing haploid plants in the selected genotype (matroclinic 
haploidy using an inducer), subsequent chromosome doubling (colchi-
cine‑induced or spontaneous), followed by multiplication of the dou-
bled haploids for obtaining a new set of DH lines. In the first cycle, the 
DH lines were obtained from the F1 hybrid (Rf7 × Ku123), while in the 
subsequent cycles they were obtained from the genotypes obtained by 
crossing a DH line selected from the previous cycle with F1, P1 or P2. 
Three cycles of selection for productivity were performed, and in 2017 
the DH lines obtained in all cycles were simultaneously tested in the 
field. The breeding progress was estimated by the increase in the first ear 
productivity compared to the best parent Rf7 (103.9 g per plant in 2017). 
The first selection cycle resulted in 43 DH lines obtained on the basis 
of the F1 hybrid. Productivity of the best line rk‑5 amounted to 112.5 g 
per plant. Three lines (rk‑6, rk‑5 and rk‑22) selected for the next cycle 
were further crossed with F1 or with the parental line Rf7. The second 
selection cycle yielded three series containing 41, 49 and 16 lines, while 
productivity of the best genotypes was 121.2, 117.0 и 107.1 g per plant, 
respectively. The third cycle included populations of 24 and 8 lines 
obtained through backcrosses with Rf7 and Ku123 lines, respectively. 
The best genotypes in these series had productivity of 135.6 and 97.7 g 
per plant. As a result of selection, the obtained rk‑433 line had a pro-
ductivity 30.5% higher than that of the best parent Rf7. The progress 
averaged 10.2% per cycle. In maize breeding using doubled haploids it 
is promising to use backcrosses of the selected DH lines with the initial 
material or with F1. Thanks to such an approach, a noticeable progress 
can be reached with a small number of cycles including from 20 to 50 
DH lines.

Key words: doubled haploids, maize, doubled haploid breeding, favor-
able alleles, grain yield, inbred lines.
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Введение

Дигаплоидные (DH) линии – это гомозиготные 
линии, получаемые удвоением генома гаплоидов. Гапло-
иды получают из мужских или женских гамет исход-
ного диплоидного растения. В отличие от многих дру-
гих видов растений, у которых андроклинные гаплоиды 
получают из культуры пыльников, у кукурузы применя-
ется большей частью матроклинный способ, когда зерна 
с гаплоидным зародышем развиваются из редуцирован-
ной яйцеклетки после опыления пыльцой специальной 
линии – гаплоидного индуктора. Геном гаплоидного орга-
низма затем удваивают и после размножения получают 
полностью гомозиготную дигаплоидную (DH) линию. 
Полученный результат равносилен результату многолет-
него инбридинга. В генетическом отношении DH‑линии 
подобны рекомбинантным инбредным линиям (RILs), 
но выгодно отличаются от них сжатыми сроками получе-
ния и отсутствием остаточной гетерозиготности, харак-
терной для линий, получаемых инбридингом.

В массовом порядке DH‑линии начали использо-
вать сравнительно недавно, начиная с 1990‑х годов. 
В последние десятилетия дигаплоиды широко использу-
ются в селекции наряду с RILs (Melchinger et al., 2013), 
а в селекции кукурузы их роль оценивается даже как 
революционная (Hu et al., 2016). По данным J. Murovec 
и B. Bohanec (2012), на основе дигаплоидных линий 
создано 290 сортов различных сельскохозяйственных 
культур, среди которых рис, пшеница, тритикале, ячмень, 
баклажан, дыня, перец.

Основное применение дигаплоиды кукурузы нашли 
в селекционных программах, в которых DH‑линии 
выступают как замена RILs (например, Bordes et al., 
2006). С помощью дигаплоидов можно быстро перево-
дить варианты генов в состояние полной гомозиготности 
и таким образом экономить время. Согласно A. Barkley 
и F. G. Ghumley (2012), создание сорта пшеницы от 
закладки опыта до выхода на рынок занимает 8–12 лет 
обычными методами и 6–9 лет с помощью дигаплоидов.

Дигаплоиды, по сравнению с RILs, предоставляют 
новые возможности комбинирования генетического мате-
риала и позволяют использовать в практический селек-
ции новые подходы.

T. Lübberstedt и U. K. Frei (2012) предлагали исполь-
зовать дигаплоиды для интрогрессии сразу нескольких 
генов. Обычным методом насыщающего беккроссирова-
ния можно переносить лишь ограниченное число генов, 
но с применением DH‑линий возможности этого мето-
да усиливаются благодаря свойственному им расщепле-
нию. Если, например, в F2, полученном от скрещивания 
диплоидных генотипов, сочетание из 5 генов встречается 
с частотой 1/1024, то среди DH‑линий – с частотой 1/32.

Этот подход следует признать перспективным, хотя 
о практической реализации его у нас сведений нет. Пока 

что дигаплоиды использовали для интрогрессии еди-
ничных генов, например, гена устойчивости к герби-
циду у горчицы (Mithila, Hall, 2007) и гена устойчиво-
сти к желтой ржавчине у пшеницы (Bakhtiar et al., 2014). 
Дигаплоиды в этих случаях использовались лишь на 
завершающем этапе селекции для быстрой гомозиготиза-
ции отобранных вариантов – то есть в том же качестве, 
в каком используются RILs.

Наше внимание привлекла задача создания из гибри-
да гомозиготной линии, в которой было бы накоплено как 
можно большее число полученных от обоих родителей 
аллелей, оказывающих положительное влияние на про-
явление хозяйственно ценных признаков (далее − бла-
гоприятные аллели). В настоящее время в дигаплоид-
ной селекции обычно ограничиваются одним циклом, 
получая из исходной популяции (гибрида, сорта, синте-
тика и пр.) популяцию DH‑линий и выбирая из них луч-
шую. Гаметическое расщепление позволяет создавать 
вторичные популяции DH‑линий (то есть новые циклы) 
от скрещивания лучшей DH‑линии с исходным матери-
алом, используя его, как донор благоприятных аллелей. 
В предыдущей нашей работе (Mikhailov, 2010) показа-
но, как можно таким способом, цикл за циклом, накапли-
вать в DH‑линиях аллели с положительными аддитивны-
ми эффектами. Это, в сущности, и есть упомянутая выше 
интрогрессия групп генов, но проводимая вслепую, без 
генетических маркеров, с отбором только по фенотипу.

В данной работе представлены результаты трех 
циклов дигаплоидной селекции в бипарентальной 
[ред. двуродительской] популяции кукурузы с примене-
нием возвратных скрещиваний DH‑линий с F1, а также 
с родительскими формами (P1 и P2).

Материалы и методы

Исходный материал для селекции − простой гибрид 
кукурузы Rf7 × Ку123, который далее будем для кра-
ткости обозначать как F1. Его урожайность составля-
ет 60−80 ц/га в хорошие годы. Он примерно на четверть 
уступает по урожайности таким районированным в Мол-
дове гибридам, как М291МВ и М450МВ, но выбран 
нами из‑за высокой эффективности получения дигапло-
идов. Линия Rf7 отличается хорошей урожайностью 
(40−45 ц/га), у линии Ку123 урожайность ниже (30 ц/га), 
но она отличается засухоустойчивостью.

Гаплоидные растения получали, применяя создан-
ные в нашем институте индукторы MHI и LHI. При опы-
лении индуктором в большинстве случаев происходит 
нормальное двойное оплодотворение, но некоторые зер-
на развиваются с триплоидным эндоспермом и гаплоид-
ным зародышем, который содержит только хромосомы от 
материнской формы. Оба индуктора несут доминантный 
аллель R1-nj, который в сочетании с другими генами
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антоциановой окраски вызывает пигментацию зародыша, 
что позволяет отличать гаплоиды от диплоидов на стадии 
сухих зерновок. Гаплоидные зародыши не окрашены, так 
как в них отсутствует аллель R1-nj (Nanda, Chase, 1966).

Для удвоения генома гаплоидов применяли разные 
варианты колхициновой обработки. Чаще всего исполь-
зовали метод С. Даймлинга (Deimling et al., 1997): у про-
ростков длиной 3−4 см отщипывали кончики колеопти-
лей и погружали на 12 часов в 0,06% раствор колхицина 
с добавлением 0,5% DMSO, после чего проростки пере-
саживали в поле. Применяли и беспересадочный метод 
с обработкой проростков прямо в поле: раствор колхици-
на концентрации 0,030–0,012% подавали по нитке через 
прокол, проходящий ориентировочно через точку роста. 
В некоторых вариантах отмечалась высокая частота спон-
танного удвоения хромосом, и в таких случаях обходи-
лись без колхицина.

Растения, выжившие после обработки, впоследствии 
самоопыляли. Это было возможно для тех растений, у кото-
рых в результате обработки произошло удвоение хромосом 
в клетках хотя бы небольшого сектора зародышевой метел-
ки. Каждая семья, полученная от самоопыления обработан-
ных колхицином растений, представляла собой DH‑линию. 
Как правило, они были малочисленны (многие представле-
ны только одним зерном), поэтому в следующем сезоне их 
размножали. Каждый цикл получения DH‑линий, включал, 
таким образом, три этапа: 1) получение гаплоидов, 2) удвое-
ние хромосом, 3) размножение.

Первичная популяция состояла из 43 DH‑линий, полу-
ченных непосредственно из гибрида F1 и получивших 
обозначения с rk‑1 по rk‑60, а вся первичная популяция 

обозначена как «серия rk‑0». От трех линий этой серии 
получены три популяции второго цикла, и от двух линий 
второго цикла получены две популяции третьего цикла 
(схема на рис. 1).

Дигаплоидные линии испытывали по мере их получе-
ния. Самое полное испытание проведено в 2017 году, ког-
да испытывались одновременно представители всех трех 
циклов. Испытание проводили в трех повторностях по 
5 растений в каждой, при густоте стояния 3 раст./м2. Кон-
трольные генотипы (Rf7, rk‑5, rk‑6, rk‑22, rk‑138, rk‑148 
и F2) высевали в 6 повторностях. Продуктивность оцени-
вали после сушки початков, при влажности зерна около 
10%. Проводили отбор на продуктивность первого почат-
ка. Во‑первых, агрономически предпочтительнее, ког-
да продуктивность зависит в основном от первого почат-
ка. Вторые початки чаще теряются, при ручной уборке 
их часто пропускают, и тогда оценка урожайности может 
оказаться необъективной. Во‑вторых, продуктивность 
второго початка сильно зависит от внешних условий.

Кроме дигаплоидных линий, в тех же условиях, но 
в отдельно расположенных блоках испытывались потом-
ства от тест‑скрещиваний с родительскими формами Rf7 
и Ку123.

Средние значения показателей продуктивности 
у дигаплоидных линий сравнивались с ожидаемыми по 
аддитивно‑доминантной модели, в рамках которой значе-
ние признака определяется только внутрилокусными вза-
имодействиями (аддитивными и доминантными), а неал-
лельные взаимодействия отсутствуют (Mather, Jinks, 
1985). Воспроизводимость результатов по годам оценива-
ли по значениям коэффициента корреляции Пирсона.

Рис. 1. Схема селекционного процесса, использованного в работе
Fig. 1. Diagram of the selection process used in the work
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Результаты

Первый  цикл. Дигаплоидные линии первого цикла, 
полученные непосредственно из F1, испытывали по мере 
их создания в период с 2010 по 2017 год. На рисунке 2 
представлено графически распределение этих линий по 
продуктивности первого початка в разные годы изучения.

В первом цикле DH‑линии распределились не вокруг 
среднего родительского значения, как ожидалось по адди-
тивно‑доминантной модели, а вокруг худшего родите-
ля Ку123. Около половины линий имели продуктивность 

ниже, чем Ку123, тогда как отдельные линии достига-
ли или превышали по продуктивности уровень лучше-
го родителя Rf7. Для 2017 года реконструирована ожи-
даемая продуктивность первого початка у линии Ку123, 
которая составила 75 г/раст.

Распределение DH‑линий по продуктивности явно 
несимметрично, в распределениях хорошо заметны 
растянутые «нижние хвосты» (рис. 2). Асимметрич-
ность распределения и сдвиг его в нижнюю сторону 
свидетельствует о неаллельных взаимодействиях ком-
плементарного типа, когда эффект суммы генов больше 
суммы эффектов. 

Рис. 2. Значения продуктивности первого початка у линий серии rk-0. Линии на диаграмме обозначе-
ны точками, по оси ординат отложены значения их продуктивности. Крупными точками обозначены 

исходные родительские формы Rf7 и Ку123
Fig. 2. The first ear grain yield in DH lines of the rk-0 series. Lines marked by dots in the diagram; grain 

yield values are plotted on the y-axis. Large dots indicate the original parental lines Rf7 and Ku123

Воспроизводимость результатов по годам довольно 
неплохая: корреляции между значениями признака в раз-
ные годы изучения составляют r = 0,74 ÷ 0,76  (рассчита-
ны при сравнении данных 2011−2017  гг. и 2014−2017 гг., где 
оценено много общих линий). Лучшей DH‑линией пер-
вого цикла признана rk‑5, так как по результатам испы-
таний в 2010 и 2017 гг. она превысила по продуктивно-
сти линию Rf7. Остальные линии ни разу не превысили 
по продуктивности первого початка линию Rf7, за исклю-
чением rk‑6, для которой превышение наблюдалось толь-
ко в 2010 году.

Второй  цикл. Согласно схеме, обоснованной нами 

ранее (Михайлов, 2010), второй цикл следовало бы зало-
жить от скрещивания лучшей линии первого цикла rk‑5 
с F1, что и было впоследствии сделано. Но вначале было 
решено отступить от схемы и выбрать линию не по про-
дуктивности, а по комбинационной способности и скре-
стить ее с одним из родителей. Это решение было вызва-
но тем, что в нашем распоряжении оказалась информация 
о продуктивности потомств от тест‑скрещиваний DH‑ли-
ний с родителями, использование которой в схеме не 
предусмотрено, но которая позволяет сделать заключе-
ния о распределении благоприятных (плюс) аллелей меж-
ду родителями.
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При испытаниях потомств от тест‑скрещиваний обна-
ружилась высокая продуктивность гибрида rk‑6 × Rf7, 
почти равная продуктивности F1 (Rf7 × Ку123): 150,2 г/
раст. по сравнению с 156,2 г/раст. у F1 в 2009 г., 131,6 по 
сравнению с 147,0 в 2010 г. и 188,9 по сравнению с 192,8 
в 2011 г. Таким образом, комбинативная способность 
линии rk‑6 почти сравнялась с комбинативной способно-
стью линии Ку123. Второй цикл был заложен от скрещи-
вания этой линии с Rf7, а не с F1. Из гибрида rk‑6 × Rf7 
было произведено 49 DH‑линий, получивших обозна-
чения с rk‑101 и выше, а весь набор был обозначен как 
«серия rk‑100» (рис. 1).

Следующая серия, rk‑200, насчитывающая 41 линию, 
была получена от скрещивания rk‑5 × F1. Линия rk‑5 
выбрана по собственной продуктивности. Предпола-
галось, что в ней накоплено больше всего благопри-
ятных аллелей от обоих родителей, и число их можно 
увеличить, перенеся их из F1 как из оптимального доно-
ра. В качестве примера проследим генотип произволь-
ного локуса A. Линия rk‑5 может иметь генотип AA или 
aa. Если линия имеет генотип AA, то скрещивая ее с F1, 
получаем AA × Aa = AA + Aa. Растения с генотипом AA 
(половина растений в потомстве) дадут затем нача-
ло гаплоидам, несущим аллель A, и далее DH‑линиям 

с генотипом AA. Из другой половины растений с геноти-
пом Aa будут получены гаплоиды, несущие аллели A и a 
и затем DH‑линии AA и aa в соотношении 1:1. Следова-
тельно, ¾ от числа DH‑линий второго цикла будут иметь 
генотип AA и ¼ − aa. И наоборот, если у линии rk‑5 гено-
тип aa, то ¾ линий второго цикла будут с генотипом aa 
и ¼ с генотипом AA. Таким образом, выполнение второ-
го цикла в таком варианте приведет к обновлению гено-
ма линии‑предшественника (в данном случае rk‑5) в сред-
нем на четверть.

Третья серия, rk‑300 (включавшая 15 линий) была 
получена из гибрида от скрещивания rk‑22 × Rf7 и пред-
ставляла собой дублирующий вариант серии rk‑100.

Результаты одновременного испытания линий в 2017 
году приведены в таблице и на рисунке 3. Удачными ока-
зались два варианта их трех: rk‑100 и rk‑200.

Серия rk‑100 испытывалась дважды, в 2013 и 2017 гг., 
и результаты воспроизвелись удовлетворительно, с кор-
реляцией r = 0,69. Серии rk‑200 и rk‑300 тоже испыты-
вались в течение двух лет, один из которых, 2015 г., был 
засушливым и потому нетипичным. Результаты, получен-
ные в 2015 г., очень слабо коррелировали с данными 2017 
года (r = 0,36), поэтому для двух последних серий лучше 
принимать во внимание только результаты 2017 года.

Таблица. Результаты одновременного испытания DH-линий в 2017 г.
Table. Results of DH lines simultaneous test in 2017

Цикл
Cycle

Серия
Series

Число DH-линий
Number of DH lines

Продуктивность, г/раст.
Grain yield, g/plant

общее
total

превосходящих 
по 

продуктивности 
Rf7

With productivity 
above that of Rf7

cредняя
mean

медиана
median

max min

1 rk-0 31 1(3) 71,1 (76,5) 76,2 (86,6) 112,5 (112,8) 18,2 (20,6)

2

rk-100 43 6(11) 85,0 (91,9) 84,4 (93,1) 121,2 (128,6) 31,7 (34,6)

rk-200 40 9(13) 87,1 (93,3) 90,6 (67,4) 117,0 (124,4) 48,6 (50,3)

rk-300 15 1(1) 81,8 (83,2) 82,2 (83,3) 107,1 (108,1) 39,6 (39,6)

3
rk-410 24 4(4) 90,8 (91,0) 93,0 (93,4) 135,6 (135,6) 46,1 (46,1)

rk-440 8 0(0) 59,2 (66,0) 49,0 (68,6) 97,7 (97,7) 22,8 (27,2)

Контроль
Controls

Rf7 103,9 (104,4)

F2 138,8 (155,5)

Примечание. Данные без скобок относятся к первому початку, данные в скобках – к общей продуктивности
Note: The data without brackets refer to the first ear; the total grain yield is given in brackets
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Если судить по данным 2017 года, то средняя продук-
тивность в двух успешных сериях выросла примерно на 
1/5 по сравнению с первым циклом, независимо от того, 
учитывалась ли продуктивность вторых початков или 
нет. Ряд линий превосходили по продуктивности лучше-
го родителя Rf7. Если учитывать продуктивность только 
первого початка, то в серии rk‑100 таких линий было 11 
из 50 в 2013 году и 6 из 43 в 2017, из них четыре линии 
превосходили лучшего родителя по продуктивности в оба 
года изучения. В 2017 году в серии rk‑200 таких линий 
было 9 из 40.

Распределение DH‑линий по продуктивности, судя по 

диаграммам, стало более симметричным, «нижние хво-
сты» стали менее выраженными, за счет чего сократи-
лась абсолютная вариация. Сдвиг центра распределения 
в нижнюю сторону относительно ожидаемого по адди-
тивно‑доминантной модели уменьшился. Если для серии 
rk‑0 он равнялся 18,1 в 2017 году, то для серий rk‑100 иrk‑
200 – 12,4 и 13,8. Значения ожидаемых средних состави-
ли: для серии rk‑0: , для серии rk‑100: 

, для серии rk‑200: . Таким образом 
неаллельная компонента во втором цикле сохранилась, 
хотя и уменьшилась.

Рис. 3. Продуктивность первого початка во всех сериях в 2017 году
Fig. 3. The first ear grain yield for all series in 2017

В серии rk‑300 отмечен меньший прогресс. Средняя 
продуктивность линий по сравнению с первым циклом 
выросла на 15,1%, а если учитывать продуктивность вто-
рых початков – то на 8,8%. В 2017 году среди 15 DH‑ли-
ний только rk‑305 превосходила по продуктивности 
линию Rf7.

Селекционный прогресс можно оценивать и по луч-
шей линии в цикле. Тогда по продуктивности первого 
початка прогресс составит 7,8% и 4,1% для серий rk‑100 
и rk‑200, соответственно, а по общей продуктивности – 
14,0% и 10,3%. Для серии rk‑300 ни по одному из этих 

показателей прогресса не наблюдалось.
Выбрать лучшую линию во втором цикле затрудни-

тельно, из‑за влияния внешних условий и эффекта вели-
чины выборки. Поэтому самые перспективные линии 
испытывали дополнительно. По совокупности всех испы-
таний лучшей линией в серии rk‑100 оказалась rk‑142, 
которая, к сожалению, не была представлена в 2017 году. 
В 2016 году эта линия по продуктивности первого почат-
ка почти вплотную приблизилась F2 (Rf7 × Ку123), хотя 
заметно уступила F2 по общей продуктивности. Пере-
ход за уровень F2 означает состояние, когда использова-
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ние DH‑линии выгоднее, чем пересев семян от F1, и кото-
рое можно назвать частичным закреплением гетерозиса. 
Поэтому на рисунке 3 обозначен, наряду с уровнем линии 
Rf7, и уровень F2 (Rf7 × Ку123).

Третий  цикл. Решение о проведении третьего цик-
ла основывалось на результатах испытания серии rk‑100 
в 2013 году. Предшественник этой серии, rk‑6, был ото-
бран не по продуктивности, а по комбинационной спо-
собности. Результаты 2013 года показали, что этот при-
ем может быть удачным, поэтому было решено повторить 
его в двух вариантах: 1) получить серию дигаплоидов 
из максимально продуктивного тест‑скрещивания с Rf7; 
2) получить серию дигаплоидов из максимально продук-
тивного тест‑скрещивания с Ку123.

По продуктивности был отобран материал от двух 
комбинаций текст‑скрещиваний, на основе которых затем 
получили серии из 24 и 8 линий. Эти серии получи-
ли обозначения rk‑410 и rk‑440. Небольшой объем серий 
вызван тем, что в этом случае было решено обойтись без 
колхицина, полагаясь на спонтанное удвоение. Обе серии 
испытаны в 2017 году, в общем посеве.

Серия rk‑410 оказалась лучшей как по средней про-
дуктивности входящих в нее линий, так и по продуктив-
ности лучшей линии. Средняя продуктивность линий 
серии rk‑410 составила 90,8 г/раст., что на 6,8% выше 
средней продуктивности линий серии‑предшественни-
ка rk‑100 (85,0 г/раст.) (см. таблицу). Значение продук-
тивности первого початка лучшей линии этой серии 
(rk‑433) оказалось на 11,9% выше, чем у лучшей линии 
второго цикла rk‑117 и вплотную приблизилось к значе-

нию F2 (Rf7 × Ку123), хотя из‑за отсутствия вторых почат-
ков показатели общей продуктивности были ниже, чем 
у F2. К сожалению, не было возможности сравнить эту 
линию с rk‑142. Другим преимуществом этой серии явля-
ется почти полное отсутствие вторых початков в состав-
ляющих ее линиях. Неаллельные взаимодействия умень-
шились: сдвиг центра распределения вниз относительно 
ожидаемого среднего  составляет уже 4,9, что 
значительно ниже, чем в предыдущих сериях.

Другая серия – rk‑440 – оказалась явно неудачной. 
Ни одна линия не превысила по продуктивности уровень 
Rf7, а среднее значение продуктивности оказалась даже 
ниже, чем в первом цикле.

Общий  итог подведем по данным одновременного 
испытания линий в 2017 году. Началась селекция с двух 
линий, Rf7 и Ку123, лучшая из которых, Rf7, имеет про-
дуктивность 103,9 г/раст. Это значение считаем старто-
вым. Конечное значение продуктивности (135,6 г/расте-
ние у линии rk‑433) превысило его на 30,5%, что можно 
считать селекционным прогрессом за три цикла или 
в среднем 10,2% за цикл. На рисунке 4 изображен схе-
матически селекционный путь от Rf7 до rk‑433 через два 
промежуточных этапа (серии rk‑0 и rk‑100). Промежуточ-
ные приросты продуктивности выражены двояко: по луч-
шей линии в цикле и по средним значениям в цикле. Вто-
рая величина более устойчивая и точная, но зато первая 
величина важнее практически, так как цель дигаплоид-
ной селекции – получить хорошую линию, а не хорошую 
серию.

Рис. 4. Прогресс в трех циклах селекции по данным одновременного испытания линий в 2017 г.
Fig. 4. Yield improvement achieved in three selection cycles according to the simultaneous test data of 2017
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Обсуждение

Достигнутый результат (увеличение продуктивно-
сти в среднем на 10,2% за цикл) выглядит неплохо на 
фоне других результатов, полученных у кукурузы мето-
дом рекуррентной селекции. Например, J. Bordes et al. 
(2006) сравнивали два способа рекуррентной селекции: 
обычный и с включением дигаплоидных стадий. В обо-
их случаях получен селекционный прогресс по комби-
национной способности около 7% за цикл. Z.‑B. Peng 
et al. (2007) испытывали 3 варианта рекуррентной селек-
ции и достигли уровня селекционного прогресса за 
цикл 5–6% per se и 3–5% по комбинационной способно-
сти. В исследованиях M. M. El‑Rouby et al. (2017) селек-
ционный прогресс за цикл составил 9% per se, а в рабо-
те S. Jenweerawat et al. (2009) – 15% по комбинационной 
способности.

Наши результаты показывают, что в дигаплоид-
ной селекции можно с успехом применять такие прие-
мы, которые в обычной рекуррентной селекции были бы 
рискованными. Если в рекуррентной селекции улучшен-
ный генотип скрестить с исходным материалом с целью 
возврата утраченных в ходе селекции благоприятных 
аллелей, то это приведет не к прогрессу, а к регрессу.

Если в рекуррентной селекции ведется «мягкий» 
отбор, для того, чтобы избежать потери благоприят-
ных аллелей и не потерять генетическое разнообразие, 
то свойственное дигаплоидам расщепление 1 : 1 позво-
лит применять противоположную стратегию: вести пре-
дельно жесткий отбор, а утерянные благоприятные алле-
ли возвращать в геном через скрещивания с генотипами, 
полученными на предыдущих стадиях селекции или при 
скрещиваниях с исходным материалом. При таких скре-
щиваниях будет восстанавливаться и генетическое разно-
образие в популяции DH‑линий.

Наш результат также показывает, что эффективнее 
вести ступенчатую селекцию, пусть и с небольшим чис-
лом вариантов на каждом этапе, чем искать наилучший 
вариант в многочисленном первом цикле (как, например, 
в работе O. Odiyo et al. (2014), где дигаплоидная селек-
ция ограничилась одним циклом, в котором было полу-
чено 806 DH‑линий). Можно приблизительно оценить 
для нашего случая, насколько вероятно найти в цикле 
rk‑0 линию с такой же продуктивностью, как rk‑433, если 
бы мы решили сделать этот цикл более многочислен-
ным. Отклонение продуктивности rk‑433 от среднего rk‑0 
составляет 3,38σ. Для нормального распределения веро-
ятность такого события 1/2800, то есть надо получить 
около 3000 DH‑линий, чтобы найти линию с такой же 
продуктивностью, как rk‑433. В то же время трехступен-
чатая селекция потребовала испытания всего 116 линий: 
43 в серии rk‑0, 49 в серии rk‑100 и 24 в серии rk‑410.

Остается открытым вопрос о лучшем способе выбора 
линии‑предшественника для закладки следующего цик-

ла. В нашем эксперименте этот выбор производился пять 
раз. Один раз (при получении серии rk‑200) предшествен-
ник выбирался по собственной продуктивности, и выбор 
оказался удачным. В остальных четырех случаях, ког-
да предшественник выбирался по комбинационной спо-
собности, два раза выбор оказывался удачным и два раза 
неудачным. Выбор по комбинационной способности, как 
видим, не всегда эффективен, но об эффективности аль-
тернативного способа выбора – по собственной продук-
тивности – нельзя сказать ничего определенного, пока мы 
располагаем только одним примером.

Следует ожидать, что при достаточно большом числе 
благоприятных аллелей, накопленных в геноме дигапло-
идных линий, скрещивание с исходным материалом будет 
уже менее эффективным: теряться плюс‑аллелей будет 
больше, чем приобретаться. В этих случаях дальнейший 
прогресс возможен, если после скрещивания с исходным 
материалом проводить скрещивания с лучшей линией 
предыдущего цикла, используя ее в качестве донора для 
возврата утерянных плюс‑аллелей. В предыдущей нашей 
работе такие скрещивания названы восстановительными 
(Mikhailov, 2010).

Уровень селекционного прогресса при использова-
нии описанного метода в селекции кукурузы предсказать 
сложно. Теоретически таким путем можно повысить про-
дуктивность DH‑линий и до уровня F1, так как, соглас-
но современным представлениям, за продуктивность F1 
отвечают в основном доминантные взаимодействия, а не 
сверхдоминантные (Kaeppler, 2012; Fievet et al., 2018). На 
практике это зависит от того, какое число благоприятных 
аллелей требуется накопить в геноме кукурузы для дости-
жения такого результата. Выяснить это можно лишь экс-
периментально, в процессе дальнейшей дигаплоидной 
селекции.

Выводы

1. В дигаплоидной селекции кукурузы можно приме-
нять метод возвратных скрещиваний, когда материалом 
для очередного цикла является потомство от скрещива-
ния лучшей дигаплоидной линии предыдущего цикла с 
исходным материалом (F1, P1 или P2).

2. При таком методе очередной цикл селекции надо 
выполнять не менее чем в двух параллельных вариантах 
от разных линий‑предшественников, так как при одном 
варианте выбор предшественника может оказаться неу-
дачным.

3. Для эффективной дигаплоидной селекции кукуру-
зы с использованием такого метода достаточно получать 
в цикле 20–50 дигаплоидных линий.

Mikhailov M. Е.
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Натуральный каучук является стратегическим природным сырьем, 
который широко применяется при производстве шин, военной техники, 
в медицине и в других отраслях. Около 90% добычи каучука высокого 
качества приходится на Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Müll. Arg. 
Однако этот природный источник каучука весьма уязвим к грибным 
заболеваниям. Синтетический каучук уступает по физико‑химическим 
и механическим свойствам натуральному, в связи с чем существует 
необходимость в поиске альтернативных источников данного сырья. 
Наиболее перспективным альтернативным гевее каучуконосом является 
одуванчик кок‑сагыз (Taraxacum kok-saghyz Rodin). В его корнях нака-
пливается каучук, не уступающий по качеству гевейному, содержание 
которого у высокопродуктивных линий достигает 27% к сухой массе 
корней. В связи с этим целью данной статьи является описание хозяй-
ственно ценных компонентов T. kok-saghyz, некоторых методов выделе-
ния натурального каучука из корней этого растения, а также подходов 
по микроклональному размножению и генетической трансформации 
кок‑сагыза и близких видов. В СССР в середине XX века в основе про-
мышленного метода выделения каучука из кок‑сагыза лежала пред-
варительная обработка корней 2% раствором щелочи, которая может 
оказывать негативное влияние на качество каучука. Поэтому разработка 
новых, но в то же время недорогих промышленных методов выделе-
ния каучука из корней кок‑сагыза весьма актуальна. Одновременно 
в некоторых странах мира ведется селекционная работа, направленная 
на увеличение как размеров корней кок‑сагыза, так и содержания кау-
чука в них. В связи с этим возникает необходимость в разработке лабо-
раторных экспресс‑методов выделения каучука. Нами был отработан 
и оптимизирован лабораторный метод выделения каучука из сухой рас-
тительной ткани при помощи воды и ацетона, с финальной экстракцией 
гексаном. Разработанный нами протокол экстракции каучука показал 
результаты, сопоставимые с литературными данными. Для выведения 
более продуктивных форм проводятся также эксперименты по микро-
клональному размножению и генетической трансформации кок‑сагыза, 
однако число таких работ пока небольшое, что, видимо, связано с низ-
кими регенерационными способностями данного вида одуванчиков.

Ключевые слова: натуральный каучук, Taraxacum kok-saghyz, инулин, 
экстракция каучука, микроклональное размножение, волосовидные 
корни, трансгенные растения.

Natural rubber is a strategic natural raw material, which is used in the 
production of tires and military equipment, in medicine and other indus-
tries. An alternative to Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Müll. Arg. 
and the most promising rubber plant is the Russian dandelion (Taraxa-
cum kok-saghyz Rodin). The rubber that accumulates in the roots of this 
dandelion is not inferior in quality to the natural rubber from H. brasil-
iensis, and its content reaches 27% of the dry weight of roots. The pur-
pose of this paper is to describe the economically important components 
of T. kok-saghyz roots, the main methods for extracting natural rub-
ber from the roots, as well as the approaches to micropropagation and 
genetic transformation of kok-saghyz and related species. In the mid-
dle of the 20th century, the industrial method of isolating rubber from 
Russian dandelion in the USSR was based on preliminary treatment 
of the roots with a 2% solution of alkali, which could negatively affect 
rubber quality. Therefore, it is important to develop new, rapid, but at 
the same time, inexpensive methods of rubber extraction from T. kok-
saghyz. Some of them are considered in this paper. The breeding of Rus-
sian dandelion should be aimed at both increasing the root size and the 
content of rubber. In this regard, the development of laboratory express 
methods for rubber extraction is also important. The authors have devel-
oped and optimized a method for extracting rubber from dry plant tissue 
using polar solvents (water and acetone), with the final extraction with 
a non‑polar solvent (hexane). The developed rubber extraction proto-
col showed results comparable to the literature data. In order to create 
more productive plant forms, experiments are also being conducted on 
T. kok-saghyz micropropagation and genetic transformation. However, 
the number of such works is still very small, probably due to the low 
regenerative abilities of this dandelion species.

Keywords: natural rubber, Taraxacum kok-saghyz, inulin, rubber extraction, 
micropropagation, hairy roots, transgenic plants.
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Введение

Натуральный каучук на сегодняшний день являет-
ся незаменимым сырьем, прежде всего для шинной про-
мышленности, где его доля в составе смеси для легковой 
покрышки составляет 15–20%, а для грузовой доходит до 
85% (Chaldaeva, Khusainov, 2013). Достоинство натураль-
ного каучука в отличие от синтетического – его высокая 
износостойкость и способность выдерживать серьезные 
вертикальные нагрузки, что особенно важно для авиаци-
онных шин, которые делают исключительно из натураль-
ной резины. Натуральный каучук также широко приме-
няется в военной промышленности, медицине и многих 
других отраслях, поэтому в мире наблюдается постоян-
ное увеличение спроса на данный вид природного сырья 
(Korzinov, 2008).

Основным источником натурального каучука в мире 
является гевея бразильская Hevea brasiliensis (Willd. ex 
A. Juss.) Müll. Arg., которая выращивается плантацион-
ным способом преимущественно в странах Юго‑Восточ-
ной Азии (Kuluev et al., 2015). Российская империя начи-
ная с XIX века, а затем и СССР полностью зависели от 
зарубежных поставщиков гевейного каучука. Но в 1931 
году перед советскими учеными была поставлена задача 
провести поиск растений‑каучуконосов на всей террито-
рии страны. В СССР в течение всего двух лет (1931–1932 
гг.) на каучуконосность было исследовано 1048 видов 
растений из 316 родов, входящих в 95 семейств (Lapin, 
1936). Среди этих растений свыше 50 показали доволь-
но высокое содержание каучука. Наибольший показа-
тель наблюдался у кок‑сагыза (Taraxacum kok-saghyz 
Rodin), крым‑сагыза (T. hybernum Steven) и тау‑сагы-
за (Scorzonera tau-saghyz Lipsch. et Bosse) из семейства 
Asteraceae (Астровые). Из этих трех растений в СССР 
широко возделывался в промышленных масштабах толь-
ко кок‑сагыз. Первые исследования не показали суще-
ственной разницы между накоплением каучука у кок‑са-
гыза и крым‑сагыза, однако следует учесть, что кок‑сагыз 
накапливал то же самое количество сырья за один веге-
тационный цикл, а крым‑сагыз за два (Ignatiev, 1939). 
К тому же, крым‑сагыз оказался более требователен 
к климату, чем кок‑сагыз, так как может расти как мно-
голетнее растение исключительно в средиземноморской 
зоне (Philippov et al., 1948; Polovenko et al., 1950).

Начиная с 2010‑х годов в мире наблюдается новая 
волна интереса к кок‑сагызу, особенно в США и Евро-
пе (Schmidt et al., 2010; Collins‑Silva et al., 2012). Это свя-
зано как с потенциальной уязвимостью плантаций гевеи 
в Юго‑Восточной Азии, прежде всего к грибным забо-
леваниям, так и привлекательной возможностью произ-
водства натурального каучука на больших территориях с 
умеренным климатом, что весьма актуально в условиях 
постоянного роста спроса на данный вид сырья (Garsh-
in et al., 2016; Kuluev et al., 2017). Несмотря на большие 

усилия по доместикации кок‑сагыза (Luo et al., 2018), эти 
работы еще далеки от завершения. Потенциал по уве-
личению урожайности и улучшению качества каучука 
кок‑сагыза пока еще не реализован. В связи с этим воз-
растает актуальность выбора методов выделения каучу-
ка и изучения его основных физико‑химических свойств. 
Эти методы нужны для отбора наиболее продуктивных 
линий кок‑сагыза, получаемых при использовании тради-
ционных методов селекции, химического и радиационно-
го мутагенеза, генетической трансформации и геномно-
го редактирования (Iaffaldano et al., 2016). Целью данной 
статьи является описание хозяйственно ценных компо-
нентов корней T. kok-saghyz, некоторых методов выде-
ления каучука из этого растения, как в лабораторных 
условиях, так и в промышленных масштабах, а также 
подходов по микроклональному размножению и генети-
ческой трансформации кок‑сагыза и близких видов. Так-
же здесь приводится краткое описание разработанного 
нами протокола выделения каучука из корней кок‑сагыза 
при помощи гексана.

Хозяйственно ценные компоненты 
корней кок-сагыза

В корнях кок‑сагыза накапливается высококаче-
ственный каучук, причем содержание его по отноше-
нию к сухой массе корней по данным разных источни-
ков варьирует в довольно широких диапазонах: 12–15% 
(Polovenko et al., 1950), 2,98–27,89% (Keller, 1936), 6–24% 
(Kobelev, 1937), 10–27% (Pavlov, 1942). В 1940‑е годы 
были также получены тетраплоидные формы кок‑сагы-
за (Navashin, Gerasimova, 1941; Warmke, 1945; Navashin, 
Gerasimova‑Navashina, 1951), однако они характеризова-
лись в основном увеличенным размером корней и семян, 
тогда как по содержанию каучука высокие значения не 
были зафиксированы. В одной из недавних работ сообща-
ется, что в однолетнем корне кок‑сагыза (в сухом состоя-
нии) содержится до 7,6% каучука (хлороформенный экс-
тракт), до 35,9% водорастворимых углеводов (главным 
образом инулина), 25% смолы (ацетоновый экстракт) 
и около 54% некаучуковых компонентов (лигнин, белки, 
клетчатка и пр.) (Khairullin et al., 2014). Основным пока-
зателем высокого качества каучука является его молеку-
лярная масса. Лучший растительный каучук с молеку-
лярной массой около 1,3 млн г/моль получают из гевеи 
(Swanson et al., 1979). Такая же высокая молекулярная 
масса каучука (более 1 млн г/моль) характерна лишь для 
нескольких каучуконосных растений (Collins‑Silva et al., 
2012; Bushman et al., 2006), среди которых именно кок‑са-
гыз занимает особое место, так как его каучук характери-
зуется высокой износостойкостью и это растение можно 
культивировать в условиях умеренного пояса.

Вторым по хозяйственной ценности компонентом кор-
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ней кок‑сагыза считается инулин. Это вещество явля-
ется основной составляющей водного экстракта корней 
кок‑сагыза, который можно отделить на первых стади-
ях выделения каучука. Инулин не переваривается в желу-
дочно‑кишечном тракте человека и относится к группе 
пищевых волокон, в связи с этим применяется в меди-
цине в качестве пребиотика (Ladnova, Merkulova, 2008). 
Также инулин служит исходным материалом для про-
мышленного получения фруктозы и этилового спирта. 
Для получения фруктозы инулин обрабатывается кисло-
тами, а фруктоза, в свою очередь, при сбраживании дрож-
жами дает этиловый спирт, способ получения которого 
из корней кок‑сагыза описывается в статье П. К. Бобко-
ва (Bobkov, 1939). Этот метод основан на выделении 
инулина из разрезанных корней путем экстракции на 
диффузионной батарее (водная экстракция). Получен-
ный диффузионный сок смешивают с кислотой, вызы-
вая осахаривание инулина до фруктозы, затем фрукто-
зу сбраживают в этанол. В свою очередь этанол может 
быть использован для производства одного из видов 
синтетического каучука – бутадиенового с формулой 
СН2=СН – СН=СН2. Первый этап – превращение этано-
ла в бутадиен, второй – полимеризация бутадиена. Таким 
образом, корни кок‑сагыза могут быть использованы не 
только для продуцирования натурального каучука, но и 
для получения искусственного каучука (рис. 1). После 
отделения инулина и каучука все растительные остатки 
от корней кок‑сагыза можно использовать для изготов-
ления кормовых добавок. Возможность одновременного 
получения из корней кок‑сагыза каучука, инулина и кор-
мовых добавок способствует повышению рентабельности 
промышленного выращивания данной культуры и перера-
ботки растительного материала. Однако ввиду того, что 
такие технологии обработки корней кок‑сагыза до сих 
пор не реализованы, производство натурального каучу-
ка из одуванчиков как в России, так и в мире до сих пор 
считается менее рентабельным, чем выработка каучука из 
гевеи в тропических странах.

Технологии экстракции каучука  
из кок-сагыза для промышленности

Каучук в корнях кок‑сагыза находится как в жид-
ком некоагулированном состоянии в виде латекса, так 
и в твердом коагулированном состоянии в виде нитей 
(Keller, 1936, Koyalovich, 1939). Существуют методы 
получения каучука как путем его извлечения из латекса, 
так и путем непосредственного выделения из раститель-
ной ткани. Непосредственное выделение каучука из рас-
тительной ткани может быть проведено с помощью обра-
ботки органическими растворителями или разрушением 
клетчатки реактивами и последующей агломерацией кау-
чука. Существуют также механические методы отделе-

ния каучука (Keller, 1936). В кок‑сагызе основная часть 
каучука содержится в млечниках, пронизывающих ткани 
корня. Стенки клеток млечников состоят в основном из 
целлюлозы, гемицеллюлозы (связующие гликаны) и лиг-
нина. При обработке корней кок‑сагыза водой в диффу-
зионной батарее из них выделяется большинство водора-
створимых веществ, в первую очередь, инулин. Процесс 
выделения каучука в таком случае выглядит так: клетчат-
ка и все остальные вещества, которые нужно отделить, 
растворяются, и каучук освобождается от примесей. На 
советских предприятиях для разрушения тканей расте-
ний чаще всего использовали гидроксид натрия (рис. 1). 
Гемицеллюлозы под воздействием щелочи гидролизуют-
ся до молочной, муравьиной и сахарной кислот. Лигни-
ны растворяются в щелочи в виде натриевых соединений. 
При воздействии образующихся в ходе выделения кис-
лот целлюлоза гидролизуется до глюкозы, гемицеллюло-
зы – до сахара. Однако полного растворения кислотами 
и щелочами ненужных частей корня добиться невозмож-
но. Но в целом такого разрушения тканей корня вполне 
было достаточно, чтобы отделить нити каучука. Поэто-
му вышеописанный метод был принят за основу в оте-
чественном производстве. В то же время, по некоторым 
данным (Bobkov, 1939), щелочь все же отрицательно вли-
яла на качество каучука и поэтому были предложены и 
другие подходы для обработки растительного материала.

К примеру, существуют еще методы отделения каучу-
ка, основанные на механическом разрушении тканей кор-
ня при помощи измельчителей и на микробиологическом 
разрушении (сбраживании) (Bobkov, 1939). При микро-
биологическом способе для обогащения сырья вводятся 
специальные микроорганизмы, разрушающие углеводы. 
В таком случае выделение инулина должно предшество-
вать экстракции каучука. В целом же были сделаны выво-
ды о малоэффективности данного метода ввиду его дли-
тельности, примитивности существовавшей в то время 
технологии, а также того, что полученный каучук приоб-
ретал специфический неприятный запах, который невоз-
можно было устранить даже в процессе дальнейшей 
обработки (Kogan, 1939).

В результате использования описанных выше методов 
экстракции после разрушения растительной ткани полу-
чается так называемая пульпа, содержащая каучук. Так, 
в пульпе содержалось углеводорода каучука (в % к сухим 
веществам) при щелочной подготовке – 8,9%, механи-
ческом измельчении – от 12 до 15%, микробиологиче-
ской подготовке (сбраживании) – от 20 до 30% (Bobkov, 
1939). Пульпа состоит из воды (96–97%), смол и каучука 
(до 1%), сухих веществ (2–3%). Каучук и смолы в пуль-
пе содержатся в виде глобул. Удельный вес частиц кау-
чука несколько меньше веса остатков ткани. Однако раз-
ница удельных весов настолько мала, что каучук вместе с 
другими частицами всплывает на поверхность. Для отде-
ления каучука от частиц ткани корня пульпу центрифуги-
руют (см. рис. 1), и она разделяется на три слоя: на стен-

Kuluev B. R., Minchenkov N. D., Gumerova G. R.

35



ках барабана осаждаются частицы тканей корня, затем 
идет слой воды и на ее поверхности скапливается каучук. 
Каучук отделяют от остатков тканей и сушат в термоста-
те и на вальцах.

Таким образом, исходя из приведенной выше инфор-
мации, можно сформулировать общий алгоритм экстрак-
ции каучука из корней кок‑сагыза, применявшийся в про-
мышленности до середины XX века в СССР (см. рис. 1):

1) Промывка корней.
2) Нарезка корней.
3) Отделение латекса, в котором содержится до 30% 
некоагулированного каучука. Пропуск данного этапа 
выделения приводил к большим потерям каучука при 
экстракции. Методики отделения латекса в промыш-
ленности СССР были основаны на разрезании корня 
на тонкие пластинки и естественном стекании латек-
са с периодическим встряхиванием. «Большая энци-
клопедия нефти и газа» (http://ngpedia.ru/) предлагает 
использовать следующий метод более эффективно-
го выделения латекса из кок‑сагыза. Чисто отмытые 
свежие корни кок‑сагыза режут поперек на куски тол-

щиной 1 см. Эти куски помещают в мешалку, напол-
ненную так называемой приемочной жидкостью, 
являющейся 1%‑ным водным раствором аммиака 
NH3 с небольшим количеством защитных веществ – 
декстрина, казеина, агара, альбумина или экстракта 
мыльного корня. Под действием естественного тур-
гора латекс выделяется из нарезки в раствор. Но это 
выделение является неполным, так что приемочную 
жидкость несколько раз меняют, чтобы добиться пол-
ного извлечения латекса. Этот раствор, ввиду малой 
концентрации растворенных веществ, неудобен для 
дальнейшего выделения из него каучука, поэтому он 
подвергается концентрированию в молочном сепара-
торе. Полученный концентрат содержит 40% сухого 
вещества.

4) Четвертый этап заключается в отделении водорас-
творимых веществ, среди которых особое место зани-
мает инулин (см. рис. 1).

5) Разрушение тканей корня щелочью.
6) Центрифугирование и отделение каучука.
7) Сушка каучука на вальцах или в термостате.

Рис. 1. Общая схема получения из корней кок-сагыза натурального каучука, инулина, 
фруктозы, этилового спирта и бутадиенового каучука в промышленных масштабах

Fig. 1. General diagram of natural rubber, inulin, fructose, ethyl alcohol and 
butadiene rubber industrial production from kok-saghyz roots
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Из‑за неблагоприятного влияния щелочи на свойства 
получаемого каучука, еще в 30‑е годы XX века велись 
исследования по разработке методов экстракции каучука 
полярными и неполярными растворителями (Tverskaya, 
Iossa, 1938). Различные органические растворители нача-
ли применять для экстракции каучука еще в XIX веке. 
К примеру, в качестве экстрагентов каучука использова-
ли бензин, сероуглерод, толуол (Keller et al., 1936). При 
этом предлагалась предварительная обработка исходно-
го сырья соляной кислотой, аммиачным раствором оки-
си меди и хлористым цинком для лучшего растворения 
клетчатки. В недавнем исследовании (Rzymski, 2014) для 
выделения каучука из кустарника гваюлы (Parthenium 
argentatum L.) использовали ацетон (полярный раство-
ритель), в котором каучук не растворяется, ацетонитрил 
(среднеполярный растворитель) и циклогексан (неполяр-
ный растворитель), в которых каучук растворяется. Похо-
жий подход был использован также для выделения каучу-
ка из молочая Euphorbia characias L. (Spano et al., 2012). 
Учитывая общую схожесть химических составов клеток 
растений, можно предположить, что эти методы подой-
дут и для кок‑сагыза, к тому же в гваюле каучук, как 
и часть каучука в кок‑сагызе, накапливается в паренхи-
ме. В цитируемом исследовании (Rzymski, 2014) также 
описаны интересные способы сушки растительной тка-
ни, что необходимо для перевода всего каучука в коагу-
лированное состояние. В начале предлагается проведение 
лиофилизации при температуре –80ºС, затем последова-
тельная сушка в печи при температуре 60ºС и при ком-
натной температуре. D. Ramirez‑Cadavid et al. (2017) 
предлагают разрезать корни кок‑сагыза на небольшие 
куски (2 см) и сушить их в течение 4–7 дней в воздуш-
ной печи при температуре 50°С. Благодаря такому спосо-
бу высушивания, из 752 кг свежих корней получалось 188 
кг сухих.

Стоит отметить, что работа с сушеными и со свежими 
корнями имеет как свои достоинства, так и недостатки. 
Работая с сухими корнями, можно миновать этап выде-
ления латекса, так как весь каучук в данном случае нахо-
дится в коагулированном состоянии, что позволяет эко-
номить реактивы и ускорить технологический процесс. 
С другой стороны, на сушку корней уходит довольно 
много времени и энергии для работы воздушных печей 
или термостатов. К тому же повышение температуры 
может неблагоприятно влиять на свойства каучука.

Процесс выделения каучука из сухих корней идет 
в два этапа. В первом пробу ткани смешивают с ацетоном 
(полярный растворитель) и центрифугируют, во втором – 
с циклогексаном (неполярный растворитель). Центрифу-
гирование после обработки ацетоном длится пять минут, 
при этом каучук в ацетоне не растворяется. Исследова-
ния проводились при температуре от 24 до 100°С. Экс-
периментальные исследования W. Rzymski (2014) также 
показали, что ацетон должен быть комнатной температу-
ры, а циклогексан нагрет до температуры 100°С. Кроме 

того, было установлено, что обработка тканей растений 
кипящей водой вызывает деградацию каучука, что явля-
ется еще одним доказательством того, что классический 
щелочной метод экстракции каучука требует альтернати-
вы. Показано, что для более полного разрушения тканей 
и растворения некаучуковых компонентов один и тот же 
растительный материал следует обрабатывать ацетоном 
трижды (Ramirez‑Cadavid et al. 2017).

Еще один способ получения пульпы (блендер-
ный) описан в исследовании (Buranov, Elmuradov, 2010) 
и заключается в следующем. В течение двух дней после 
сборки урожая корни кок‑сагыза разрезали на части мас-
сой примерно 0,5 г. Куски корней помещали в блендер, 
содержащий 90 мл холодного водного экстракционно-
го буфера (0,1% Na2SO3 и 0,2% NH3) и измельчали в тече-
ние 30 секунд. Затем суспензию фильтровали через сет-
ку диаметром 1 мм. Оставшиеся на сетке частицы вновь 
измельчали в таком же растворе и фильтровали. Полу-
ченный гомогенат центрифугировали и осаждение 
частиц происходило так же, как описано в исследовании 
П. К. Бобкова (Bobkov, 1939).

Как говорилось выше, в кок‑сагызе до 30% всего кау-
чука содержится в виде латекса (Koyalovich, 1939), и он 
может теряться в процессе рассмотренного метода выде-
ления при использовании сырых корней. Самый простой 
метод получения каучука из латекса практикуется при 
выращивании гевеи и заключается в следующем: собран-
ный латекс заливают в неглубокий поддон и отстаивают 
в течение одной недели. В результате отстаивания латекс 
превращается в плотную массу, которую потом пропуска-
ют через пресс, чтобы отжать воду. Полученные листы 
каучука сушат несколько часов в тени, в процессе чего 
каучук окисляется и коричневеет.

В настоящее время наибольшее распространение 
получил способ выделения каучука из латекса на лен-
тоотливочной машине, похожей на установку, которую 
используют при производстве бумаги. В этом процес-
се латекс с антиокислителями и коагулянтами (CaCl2, 
CH3COOH и др.) проходит через короткую трубу диаме-
тром 2,5 см при температуре 40°С, в которой и происхо-
дит коагуляция. После этого смесь поступает на крутя-
щуюся стальную ленту с множеством мелких отверстий 
(примерно 400 на 1 см³). Жидкие вещества просачивают-
ся через них, а каучук остается на ленте.

Специально для кок‑сагыза был разработан метод 
радиокоагуляции латекса (Sandomirskij, 1938). Этот метод 
основан на том, что при воздействии на латекс высоко-
частотным электрическим полем, он начинает нагревать-
ся и частицы каучука переходят в быстрые колебатель-
ные движения, в результате чего происходит коагуляция. 
Основным достоинством этого способа является то, что 
он достаточно экономичен и не требует использования 
химикатов, вредных как для структуры глобул каучука, 
так и для работников производства.
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Лабораторные методы определения 
содержания каучука в корнях кок-сагыза

Современная селекция каучуконосов направлена, 
в том числе, на повышение содержания в них каучука. 
Чтобы определить среднюю урожайность растений, нуж-
но взять множество препаратов тканей с разных экзем-
пляров и исследовать их в короткий срок. В 1935 году 
сотрудником Устиновской НИС П. А. Столбиным был 
предложен экспресс‑метод количественного определе-
ния каучука (Koyalovich, 1939). Суть этого метода состо-
ит в обработке сырых отрезков корней весом в 1,2 грамма 
в 3‑процентном растворе щелочи, растиранием отрезков 
на стекле, обработке в течение четырех часов концентри-
рованной H2SO4, нейтрализации кислоты 3% раствором 
щелочи в течение ночи, промывке, сушке пленок в тер-
мостате при температуре 70ºС и взвешивании. Во всех 
случаях проверки этого метода были получены силь-
но заниженные результаты. Во‑первых, это происходи-
ло вследствие того, что автор работал с сырыми отрезка-
ми корней, не учитывая потерю каучука в виде латекса. 
Во‑вторых, H2SO4, используемая для разрушения клет-
чатки, плохо влияет на каучук, окисляя его. В результате 
этого до 93,5% каучука переводится в хрупкий порошок, 
состоящий из двух частей – растворимой и нераствори-
мой в ацетоне. Растворимая часть имеет состав C20H30O, 
а нерастворимая – C10H16 (Koyalovich, 1939).

Все корни кок‑сагыза могут быть разделены на три 
группы – с одним стержневым корнем, со стержневыми 
и боковыми корнями и с мочковатой корневой системой. 
Известно, что разные части корня содержат неодинаковое 

количество каучука, поэтому, чтобы получить наиболее 
точные результаты нужно исследовать такой участок кор-
ня, где содержание каучука наиболее приближено к обще-
му проценту. Поэтому были разработаны методы взятия 
средней пробы, которые сводятся к следующему (Koy-
alovich, 1939):

1) В случае использования корневой системы с выра-
женным стержневым корнем он делится на три части 
и берется средняя.

2) У растений с мочковатой корневой системой берут-
ся 3‑4 корешка, также делятся на три части, и исследует-
ся средняя.

3) Конечный результат представляет собой среднее 
арифметическое из всех проанализированных проб.

Выбор средней части объясняется тем, что участки из 
корневой шейки содержат наименьший процент каучука, 
нижние – наибольший. Кроме того, в боковых корешках 
процент каучука всегда выше (Koyalovich, 1939). Взятые 
изложенным выше способом средние отрезки подвер-
гаются сушке в термостате при температуре 50°С. Суш-
ка является обязательной, так как, во‑первых, вызывает 
полную коагуляцию каучука, оставшегося в виде латек-
са, а, во‑вторых, позволяет хранить пробы неопределен-
но долгое время. Процесс извлечения каучука из высу-
шенных проб состоит из стадий обработки 3% щелочью, 
прогревания в кипящей водяной бане, нейтрализации на 
часовом стекле соляной кислотой, обезвоживания при 
помощи 96% этилового спирта и сушки в термостате при 
50°С. Количество каучука в заданном объеме можно так-
же определять в ацетонитриловом растворе посредством 
метода измерения поглощения УФ‑лучей (Rzymski, 2014).

Исходя из литературных данных следует, что наибо-

Рис. 2. Выращивание кок-сагыза на опытном участке ИБГ УФИЦ РАН: а – розетка 
листьев кок-сагыза; б – общий вид растения; в – корни кок-сагыза.

Fig. 2. Kok-saghyz grown at an experimental plot of IBG UFRC RAS: a – rosette 
of leaves; b – general view of the plant; c – kok-saghyz roots.
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лее подходящими лабораторными методами выделения 
каучука являются технологии последовательного приме-
нения различных растворителей. Нами, к примеру, был 
отработан метод гексановой экстракции каучука из кор-
ней одуванчиков в лабораторных условиях. В течение 
двух лет мы выращиваем кок‑сагыз в опытном участ-
ке Института биохимии и генетики Уфимского Феде-
рального исследовательского центра РАН (ИБГ УФИЦ 
РАН) (рис. 2а, б). Наши исследования проводятся с целью 
доместикации кок‑сагыза, увеличения размеров корней 
и повышения содержания каучука в них методами клас-
сической селекции. В этой связи нами была поставлена 
задача разработать протокол для лабораторного выделе-
ния каучука из корней этого растения.

Для процедуры выделения каучука осенью у расте-
ний кок‑сагыза откапывали корни (рис. 2в) и высушива-
ли их при комнатной температуре в течение трех недель, 
размельчали ножницами, замораживали в фарфоровой 
ступке с пестиком при температуре –80°С. Далее корни 
растирали до порошкообразного состояния и переносили 
в пробирки эппендорф (1,5 мл), затем взвешивали сухую 
массу порошка корней. В растительный порошок добав-
ляли 1 мл дистиллированной воды, перемешивали образ-
цы в течение 30 минут, центрифугировали при 12 тыс. 
об./мин в течение 20 мин., надосадочную жидкость уда-
ляли. Процедуру водной экстракции проводили дважды 
для более полного удаления водорастворимых компонен-
тов. Затем в образцы добавляли по 1 мл ацетона и пере-
мешивали их в течение 3 часов (на встряхивателе «Рота-
микс»), центрифугировали при 12 тыс. об./мин, в течение 
20 мин, надосадочную жидкость удаляли. Таким обра-
зом, из растительного порошка убирали водный и аце-
тоновый экстракты, а каучук благодаря его переходу при 
сушке в коагулированное состояние и нерастворимость 
в полярных растворителях преимущественно продолжал 
оставаться в этих образцах. Последующую экстракцию 
каучука проводили при помощи гексана, который добав-
ляли в количестве 1 мл, образцы перемешивали 16 часов 
(на встряхивателе «Ротамикс»). Затем образцы центри-
фугировали при 12 тыс. об./мин, в течение 20 мин, надо-
садочную жидкость переносили в новые заранее взве-
шенные микропробирки объемом 1,5 мл. Гексановый 
экстракт высушивали в термостате при +50°C в течение 
2,5 часов в вытяжном шкафу. Определяли массу высу-
шенного экстракта. Результаты выражали в виде про-
цента гексанового экстракта к сухой массе растительно-
го материала. При этом надо учитывать, что в гексановом 
экстракте содержание каучука составляет в среднем 80% 
(Keller, 1936), то есть окончательный продукт обычно 
содержит примеси. Также надо иметь в виду, что отра-
ботанный нами метод не подходит для работы с сыры-
ми корнями, так как при этом некоагулированный каучук 
будет теряться вместе с латексом.

Нами было показано, что однолетние растения кок‑са-
гыза, выращенные на опытном участке ИБГ УФИЦ РАН, 

накапливают в корнях в среднем 5% каучука (гексано-
вый экстракт) на сухую массу корней. В целом в рамках 
всего эксперимента содержание каучука в разных кор-
нях варьировало от 3,4 до 10,5%. Согласно литератур-
ным данным, содержание каучука на сухую массу кор-
ня в однолетней культуре кок‑сагыза варьирует от 2,7 
до 11,5% (Filippov et al., 1948). Исходя из этого, мы 
заключили, что используемый нами протокол выделения 
каучука из корней кок‑сагыза дает результаты, довольно 
близкие с описанными в литературе. 

В дальнейшем, используя вышеописанный метод, 
мы выделили каучук из 15‑ти крупных корней кок‑са-
гыза и получили шар диаметром 1,7 см (рис. 3) который 
по всем внешним признакам проявлял качества натураль-
ного каучука: эластичность, пластичность, прыгучесть, 
нерастворимость в воде и этаноле. Модификации предло-
женного нами метода должны быть направлены на умень-
шение количества примесей в выделяемом каучуке, что 
может быть осуществлено дополнительными стадиями 
очистки при помощи этилового спирта, ацетона и дру-
гих полярных растворителей. Таким образом, представ-
ленный нами гексановый метод микровыделения каучу-
ка в будущем (при дальнейших улучшениях) может быть 
предложен для лабораторных исследований каучуконос-
ных растений, однако вряд ли подойдет для промышлен-
ности ввиду относительной дороговизны используемых 
реактивов.

Рис. 3. Шар из гексанового экстракта, получен-
ный из 15-ти корней кок-сагыза. Масштаб: 1 см

Fig. 3. Ball of hexane extracted from 15 
roots of T. kok-saghyz. Scale: 1 cm

Kuluev B. R., Minchenkov N. D., Gumerova G. R.

39



Культивирование in vitro и генетическая 
трансформации растений рода Taraxacum L.

Для успешной доместикации и выведения культур-
ных сортов кок‑сагыза кроме методов экспресс‑анали-
за содержания каучука также существует необходимость 
в разработке методов микроклонального размноже-
ния и генетической трансформации данного вида расте-
ния. Культивирование изолированных тканей и органов 
на искусственных питательных средах в регулируемых 
асептических условиях является важным этапом в био-
технологии каучуконосных растений, поскольку откры-
вает новые возможности для их прикладных и фунда-
ментальных исследований. In vitro системы растений 
являются удобными модельными объектами для изучения 
сложных механизмов, лежащих в основе клеточной диф-
ференциации, органогенеза, соматического эмбриогене-
за и т. д. Возможность получения целых растений (реге-
нерантов) из трансформированной культуры клеток или 
тканей является ключевым этапом в современной генной 
инженерии и биотехнологии растений. В этой связи, спо-
собам легко воспроизводимого in vitro культивирования 
целевых растений уделяется особое внимание. Однако по 
отношению к представителям рода Taraxacum в литерату-
ре имеются весьма немногочисленные данные по культи-
вированию изолированных тканей.

В первых работах по индукции каллусогене-
за использовали изолированные корневые эксплан-
ты T. officinale F. H. Wigg. (Bowes, 1970, 1971; Booth, 
Satchuthananthavale, 1974), на которых изучали влияние 
различных фитогормонов на эффективность каллусоге-
неза и органогенеза (листьев и корней). В большинстве 
случаев из таких каллусов регенерировали тератомато-
зные побеги, поэтому дальнейшие исследования были 
направлены именно на получение здоровых побегов. 
В связи с ограниченностью природного растительного 
сырья, в первую очередь, для биотехнологических целей 
необходима разработка эффективного способа in vitro 
микроразмножения. Так, c использованием оптимально-
го соотношения ауксинов и цитокининов были получены 
регенеранты T. mongolicum Hand.‑Mazz из корневой куль-
туры (Song et al., 1999) и листовых эксплантов (Grout., 
2010), T. platycarpum Dahlst также из корневой культуры 
(Lee et al., 2004) и листовых эксплантов (Bae et al., 2005), 
T. officinale из каллусной ткани (Jamshieed et al., 2010) 
и из листовых и черешковых эксплантов (Knyazev et al., 
2007). Недавно было проведено разностороннее изуче-
ние регенерационной способности разных типов экс-
плантов (листьев, черешков и корней), полученных из 
in vivo и in vitro растений T. officinale в результате воз-
действия различных комбинаций фитогормонов (Rawa’a 
et al., 2018). Результаты этого исследования показали, 
что черешки из in vitro растений являются наиболее при-
годными для прямого органогенеза, в то время как для 

непрямого более предпочтительными являются корневые 
экспланты. Сообщается также о том, что и для кок‑сагыза 
ведутся работы по разработке методов микроклонально-
го размножения (Gavrilova et al., 2015), однако авторы не 
сообщают, какие для этого были использованы питатель-
ные среды и концентрации фитогормонов. По нашим соб-
ственным неопубликованным данным, кок‑сагыз гораздо 
менее отзывчив к стимуляции микроклонального размно-
жения в отличие от T. officinale, T. brevicorniculatum 
Korol. и T. hybernum.

Получение и дальнейшее культивирование трансген-
ных волосовидных (бородатых) корней (hairy roots), 
индуцированных в результате заражения Agrobacterium 
rhizogenes, является особой перспективной технологи-
ей для масштабного биотехнологического производства 
корневых метаболитов. Такой большой интерес обуслов-
лен появлением у трансформированной корневой куль-
туры способности к неограниченному изолированному 
росту на безгормональной среде и сверхпродукции кор-
невых метаболитов. В случае с кок‑сагызом, это в первую 
очередь каучук и инулин. В первых работах по индукции 
волосовидных корней растений рода Taraxacum использо-
вали различные типы эксплантов T. platycarpum, которые 
инфицировали штаммом 15834 A. rhizogenes (Lee et al., 
2004). Выяснилось, что эффективность трансформации 
была наиболее высокой при использовании корневых экс-
плантов по сравнению со стеблевыми или семядольны-
ми листьями. Также было показано, что такие трансфор-
мированные корни активно регенерировали в здоровые 
побеги в три раза лучше, чем интактные корни (Lee et 
al., 2004). В другом исследовании (Mahesh, Jeyachandran, 
2011) для получения волосовидных корней T. officinale 
помимо штамма 15834, использовали штамм А4, инфи-
цирование листовых эксплантов которым оказалось 
более эффективным. Более того, количественный ана-
лиз показал, что эти корни оказались сверхпродуцента-
ми сесквитерпеновых лактонов по сравнению с корнями 
дикого типа. Ранее с успехом осуществлено редакти-
рование генома кок‑сагыза путем доставки с помощью 
A. rhizogenes CRISPR/Cas‑компонентов в составе бинар-
ного вектора для нокаутирования одного из генов био-
синтеза инулина (Iaffaldano et al., 2016). В целях изучения 
возможности биотехнологического продуцирования нату-
рального каучука были разработаны методы индукции 
волосовидных корней не только у T. kok-saghyz, но и у 
T. hybernum (Knyazev et al., 2017a; Knyazev et al., 2017b). 
В данных работах использовали различные типы экс-
плантов, которые инфицировали штаммами А4 и 15834 
A. rhizogenes при разнообразных условиях инокуляции. 
Наибольшая эффективность трансформации обоими 
штаммами наблюдалась при укалывании иглой, содержа-
щей суспензию из агробактерий в область подсемядоль-
ного колена (гипокотилей).

Параллельно с A. rhizogenes-опосредованной индук-
цией корневых культур ведутся работы по генетиче-
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ской трансформации растений рода Taraxacum с помо-
щью A. tumefaciens с целью получения их трансгенных 
форм. Так, Y. H. Song et al. (1999) и S. E. Yeo с K. S. Roh 
(2001) показали возможность агробактериальной транс-
формации T. mongolicum, используя в качестве эксплан-
тов фрагменты листьев. T. platycarpum также был гене-
тически трансформирован вышеописанным способом 
(Bae et al., 2005). В работе T. W. Bae et al. (2005) были 
получены растения T. platycarpum, в геном которых доба-
вили ген 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА редукта-
зы. Продукт этого гена является ключевым ферментом 
в регуляции биосинтеза изопреноидов, сверхэкспрес-
сия которого приводит к увеличению накопления многих 
вторичных метаболитов. В данном случае листовые экс-
планты трансформировали с помощью штамма EHA105 
A. tumefaciens (Bae et al., 2005). В работе А. В. Князева 
и А. В. Чемерис (Knyazev, Chemeris, 2012) показано, что 
T.  officinale может быть трансформирован с использова-
нием также штамма AGL0 A. tumefaciens. Для кок-сагыза 
известны лишь единичные работы в данном направлении, 
к примеру, ранее были созданы трансгенные растения 
кок-сагыза путем трансформации листовых дисков штам-
мом EHA105 A. tumefaciens, где для регенерации расте-
ний использовали 6-бензиламинопурин и индолилуксус-
ную кислоту (Collins-Silva et al., 2012).

Заключение

Значительная часть резины в мире производится из 
искусственного каучука, получаемого полимеризацией 
различных углеводородов. Однако натуральный каучук 
остается незаменимым природным сырьем из-за ряда его 
уникальных свойств и спрос на него во всем мире про-
должает расти (Dykman et al., 2011). Так как натураль-
ный каучук превосходит по некоторым характеристикам 
искусственный, то его используют в местах с повышен-
ной нагрузкой, особенно в военной отрасли. Немаловаж-
но его значение в медицине. Каучук является основой для 
некоторых лекарствосодержащих пластырей, из него и 
его производных делают имплантанты различных орга-
нов человека. Следовательно, натуральный каучук явля-
ется очень ценным стратегическим сырьем для любо-
го государства. Обеспечить нашу страну отечественным 
каучуком вполне возможно, выращивая растение кок-са-
гыз, дающее достаточное количество высококачествен-
ного сырья. Кроме того, это растение является довольно 
неприхотливым к климату и почве, в отличие от дру-
гих каучуконосов юга России и Средней Азии, таких как 
крым-сагыз и тау-сагыз, требующих более теплого кли-
мата, приближенного к средиземноморскому и среднеа-
зиатскому, соответственно. Благодаря этой особенности 
кок-сагыз можно выращивать в средней полосе России, 
в том числе и в Республике Башкортостан, которая была 

одним из лидеров по производству кок-сагыза и нату-
рального каучука в СССР. Более того, учитывая большую 
территорию нашей страны, производство и экспорт нату-
рального каучука и инулина из кок-сагыза в будущем спо-
собно принести бюджету России немалый доход. Однако 
выведение высокопродуктивных линий и сортов кок-са-
гыза сдерживается недостаточной разработанностью 
методов количественного и качественного экспресс-ана-
лиза каучука, а также генетической трансформации дан-
ного вида растения.

Интерес к данной тематике вызван прово-
димыми исследованиями по теме государствен-
ного задания №  AAAA-A19-119021190011-0.
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ОТДАЛЕННАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯ КАК МЕТОД ПОЛУЧЕНИЯ 
ГАПЛОИДНЫХ РАСТЕНИЙ У ЗЛАКОВ

Дьячук Т. И., Акинина В. Н., Хомякова О. В., 
Калашникова Э. В.

Научно-исследовательский институт сельского хозяйства Юго-Востока,
410010, Россия, г. Саратов, ул. Тулайкова, 7;

  cell_selection@list.ru

Agricultural Research Institute of South-East Region,  
7, Toulaikov St., Saratov, 410010, Russia;
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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).
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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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