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Аннотация. Культура изолированных пыльников in vitro – один из перспективных подходов со-
временной биотехнологии для создания гаплоидов и дигаплоидов (удвоенных гаплоидов, гомози-
готных диплоидов), которые являются аналогами «чистых» (инбредных) линий и имеют большое 
значение в селекции на гетерозис, особенно у многолетних лесных древесных растений с длитель-
ным репродуктивным циклом. Проблема заключается и в высокой гетерозиготности древесных рас-
тений, а также в проявлении у них значительной инбридинговой депрессии при получении «чистых» 
линий традиционным способом. Гомозиготные диплоиды представляют ценность для генетических 
и геномных исследований, значительно облегчают клеточную и мутационную селекцию in vitro.

В настоящей работе представлены результаты хромосомного и микросателлитного анализа 
пыльникового каллуса и полученных в нем растений-регенерантов тополя (Populus balsamifera L., P. 
deltoids Marsh.) с целью выяснения их возможной природы.

Пыльники на стадии одноядерной пыльцы инкубировали для образования каллуса на среде Мура-
сиге и Скуга (МС) с добавлением 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2-3 мг/л), β-индолилуксусной 
кислоты (0.5-1 мг/л) и 6-бензиламинопурина (БАП, 0.5 мг/л). В качестве индуктора морфогенеза ис-
пользовали БАП в концентрации 0.5 мг/л, а для укоренения адвентивных побегов – среду 1/2 MС без 
гормонов. Выявлено, что значительную часть первичного каллуса составляли гаплоидные (n=19) и 
гипергаплоидные (с 20-28 хромосомами) клетки (до 90%), что подтверждает его гаметическое про-
исхождение. Показано, что в процессе пассирования каллуса и регенерации растений происходит 
постепенное спонтанное удвоение числа хромосом, что приводит к увеличению содержания дипло-
идных клеток (2n=38). Из 48 вегетирующих в почве однолетних регенерантов тополя бальзамиче-
ского 14 растений (29%) были полностью диплоидные (2n=38). Среди них могут быть дигаплоиды. 
Остальные растения имели миксоплоидную природу с модальным (70-97%) диплоидным набором 
хромосом. Представлены результаты микросателлитного анализа 35-летних деревьев тополя по де-
вяти SSR-локусам. Проанализировано 6 генотипов, из которых для пяти установлено наличие двух 
аллелей. Один образец характеризовался присутствием одного аллеля по исследованным локусам, 
что, по-видимому, свидетельствует о его гомозиготности. По результатам ПЦР-амплификации со-
ставлены молекулярно-генетические паспорта исследованных деревьев, позволившие провести их 
идентификацию.
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Андрогенез (или андроклиния) – процесс воз-
никновения растений в культуре пыльников in 
vitro из микроспоры или пыльцевого зерна через 
гаметический эмбриогенез (прямой андрогенез), 
либо через каллусогенез. В ходе андрогенеза in 
vitro происходит переключение программы раз-
вития гаплоидных клеток пыльника (микроспор) 
с нормального гаметофитного пути на спорофит-

ный [1]. Это один из перспективных и востребо-
ванных подходов современной биотехнологии, 
имеющий значение для фундаментальных и при-
кладных исследований [1-3].

На основе культуры изолированных пыльников 
возможно ускоренное получение гаплоидов, а при 
удвоении у них числа хромосом – дигаплоидов (уд-
военных гаплоидов, гомозиготных диплоидов), ко-
торые являются аналогами «чистых» (инбредных) 
линий и имеют большое значение в селекции на 
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гетерозис, особенно у многолетних лесных древес-
ных растений с длительным репродуктивным ци-
клом (для «преодоления времени в лесоводстве»). 
По мнению Исакова и др. [4] на получение чистых 
линий традиционными методами (самоопылением 
или близкородственным скрещиванием в течение 
нескольких поколений) потребовалось бы как ми-
нимум 100 лет. Проблема заключается и в высокой 
гетерозиготности древесных растений, а также в 
проявлении у них значительной инбридинговой де-
прессии [3, 5]. На примере сельскохозяйственных 
растений показано, что применение технологии 
андрогенеза in vitro дает возможность одноступен-
чатого создания гомозиготных диплоидов из гете-
розиготных растений, что существенно сокращает 
время (на 7-8 половых генераций) и затраты на 
создание новых сортов [1, 2, 6]. Причем создание 
дигаплоидных линий особенно важно для само-
несовместимых видов, к которым относится боль-
шинство представителей древесных.

Использование дигаплоидов значительно об-
легчает клеточную и мутационную селекцию in 
vitro, поскольку все гены (доминантные и рецес-
сивные) сразу проявляются фенотипически. Прак-
тическая значимость метода культуры пыльников 
in vitro связана и с возможностью выявления гене-
тического разнообразия растений за счет наиболее 
полной реализации в условиях in vitro рекомбина-
ционной и гаметоклональной изменчивости (ген-
ной, хромосомной, геномной) генеративных клеток 
(микроспор, пыльцы) и их каллусных культур [7].

Первые гаплоидные растения тополя были 
получены в Китае в 70-е годы XX века в культу-
ре пыльников путем органогенеза из пыльцевого 

каллуса [8]. В эти же годы подобные исследова-
ния на тополе (удобном модельном объекте для 
генетических и прикладных исследований) впер-
вые были начаты нами в России [9, 10]. Получен-
ные в культуре изолированных пыльников расте-
ния-регенеранты были высажены в Семилукский 
лесопитомник (Воронежская обл.). Их возраст в 
настоящее время – 35 лет (рис. 1).

Растения-регенеранты в культуре пыльников 
могут образоваться как из гаметофитной (гапло-
идные микроспоры, пыльцевые зерна), так и спо-
рофитной (диплоидные клетки пыльника) ткани. 
Поэтому для подтверждения гаметного происхож-
дения растений-регенерантов и их отбора целесо-
образно уже с начальных этапов культивирования 
проводить  их цитогенетическую и молекулярно-
генетическую оценку.

Целью настоящих исследований является 
хромосомный и микросателлитный анализ расте-
ний-регенерантов тополя, полученных в культуре 
изолированных пыльников, с целью выявления их 
возможной природы.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Объектом исследования служили каллус-

ная ткань и растения-регенеранты, полученные 
в культуре пыльников тополя бальзамического 
(Populus balsamifera L., 2 дерева) и тополя дельто-
видного (P. deltoids Marsh., 1 дерево) (рис. 1).

Ветви с мужскими генеративными почками 
срезали с дерева (на стадии тетрад и образования 
молодой одноядерной пыльцы), ставили в банки с 
водой и подвергали холодовой обработке (4±1°С) 
в течение 3 суток. 

Рис. 1. Объекты для хромосомного и микросателлитного анализа, где 1– культура пыльников с пер-
вичным каллусом (показан стрелками), 2 – адвентивные почки и побеги в пыльниковых каллусных 
культурах, 3-4 – растения-регенеранты тополя в возрасте одного года (3) и 35 лет (4)
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Хромосомный и микросателлитный анализ

Пыльники изолировали на стадии одноядер-
ной пыльцы, стерилизовали в 2% растворе хло-
рамина (8-10 мин), трижды промывали стериль-
ной водой и помещали на агаровую питательную 
среду Мурасиге и Скуга (МС) [11]. Для индукции 
каллуса в среду добавляли 2,4-дихлорфенокси-
уксусную кислоту (2,4-Д, 2-3 мг/л) в сочетании с 
β-индолилуксусной кислотой (ИУК, 0.5-1 мг/л) и 
6-бензиламинопурином (БАП, 0.5 мг/л). До обра-
зования каллуса пыльники инкубировали в темно-
те при температуре 26°С. Для индукции морфо-
генеза использовали каллус, образовавшийся на 
месте растрескивания пыльников (т.е. возникший 
непосредственно из молодых пыльцевых зерен), 
величиной не менее 0.3 см3. В качестве индуктора 
морфогенеза использовали БАП в концентрации 
0.5 мг/л. Условия культивирования – температура 
25±2°С, фотопериод 16 ч день / 8 ч ночь, освещен-
ность 2.0 клк. Укоренение индуцированных побе-
гов проводили на среде МС с половинным содер-
жанием макросолей (1/2 MС) без гормонов [10]. 
Во всех случаях в питательную среду (MС или 
1/2 МС) добавляли 0.7% агар, 2% сахарозу, 5 мг/л 
глицин, 10 мг/л глутамин, 100 мг/л мезо-инозит, 2 
мг/л тиамин, 0.5 мг/л аскорбиновой кислоты, 0.5 
мг/л никотиновой кислоты и 0.5 мг/л пиридоксина 
при рН 5.7. В каждом опыте использовали не ме-
нее 30 культур в 2-3 повторностях. 

Хромосомный анализ (определение плоид-
ности) проводили в динамике: сначала в клетках 
каллуса 0-го (первичного) и 1-го пассажей (переса-
дочного), в образовавшихся в каллусе морфострук-
турах (адвентивных почках). Затем – в корневой 
меристеме 3-месячных и однолетних растений-ре-
генерантов тополя бальзамического пыльникового 
происхождения, высаженных в почвенный суб-
страт (ex vitro). Материал (каллусную ткань, кон-
чики корешков, молодые листья из распускающих-
ся почек) фиксировали в уксусном алкоголе (3:1) с 
предобработкой 0.002-молярным раствором 8-ок-
сихинолина при температуре 10-14°С в течение 3 
часов. Давленые препараты, окрашенные ацетоге-
матоксилином, изготавливали по методике [12].

Просмотр микропрепаратов осуществляли на 
микроскопе МБИ-6 при увеличении 40×1.5×10 и 
60×12.5. Микрофотосъемку проводили с исполь-
зованием пленки Микрат-300. В каждом образце 
анализировали не менее 30-40 метафазных пла-
стинок. Критерием для отнесения растения к тому 
или иному уровню плоидности являлось преобла-
дание (свыше 60%) клеток с определенным чис-
лом хромосом.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием пакета стати-
стических программ «Stadia». Сравнение выбо-
рок осуществляли с использованием t – критерия 
Стьюдента.

Микросателлитный анализ проводили у 
35-летних деревьев тополя, полученных в куль-
туре изолированных пыльников. Экстракцию 
ДНК осуществляли из молодых листьев CTAB-
методом [13]. Исследование генетической струк-
туры образцов проводили по девяти микросател-
литным локусам (ORPM: 30 и 344; PMGC: 2060, 
2163, 2571, 2679, 2852; WPMS: 5, 14) [14, 15]. 
Реакцию амплификации образцов ДНК исследуе-
мых объектов осуществляли на приборе «C1000» 
(Bio-Rad, США) по протоколам, подобранным для 
каждой группы праймеров. Разделение амплифи-
катов производилось в электрофорезной горизон-
тальной камере «Power Pac TM Universal» (Bio-
Rad, США) в однократном ТАЕ буфере. Детекцию 
продуктов ПЦР осуществляли методом электро-
фореза в трёхпроцентном агарозном геле с ис-
пользованием интеркалирующего красителя Sybr 
Green I (Lumiprobe, США) на трансиллюминаторе 
TFP (Vilber Lourmat, Франция). Определение длин 
амплифицированных фрагментов выполнялось по 
сравнению с ДНК-маркерами 100 bp Ladder DNA 
marker (100-3000 bp) (Axygen, США)

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Предварительно проведенное нами изучение 

мейоза при микроспорогенезе у всех трех дере-
вьев тополя бальзамического и дельтовидного 
показало, что этот процесс у них протекает в ос-
новном правильно. Отклонения от нормы незна-
чительны и составили 2.2-8.7% [16]. Мейоз за-
канчивается формированием тетрад микроспор, а 
затем одноядерных гаплоидных пыльцевых зерен 
с 19 хромосомами (рис. 2). Это свидетельствует 
о цитогенетической однородности материала, ис-
пользуемого нами в экспериментах по культиви-
рованию пыльников. 

Цитологический контроль пыльников перед 
введением в культуру in vitro показал преобла-
дание в них одноядерных пыльцевых зерен (бо-
лее 80%, остальные 20% – двуядерные), большая 
часть из которых характеризовалась достаточно 
высокой степенью вакуолизации цитоплазмы 
(рис. 2).

Многочисленными исследованиями показано, 
что успех получения гаплоидов зависит от ста-
дии развития микроспор (пыльцевых зерен) в мо-
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мент введения в культуру in vitro. Для большин-
ства видов растений наибольшей способностью 
к андроклинной гаплоидии обладали сильнова-
куолизированные микроспоры [17], одноядер-
ные микроспоры [18, 19]. Есть мнение [20], что 
оптимальным для индукции андрогенеза in vitro 
является диапазон начиная с фазы G1 микроспо-
ры до фазы G1 двухклеточного пыльцевого зерна, 
который в свою очередь зависит от вида и гено-
типа донорного растения [6, 20]. Эффективным 
триггером для переключения развития микроспор 
с гаметофитного на спорофитный путь является 
холодовое стрессовое воздействие [1, 6], что под-
тверждают и наши исследования.

Для установления происхождения пыльни-
кового каллуса (из мужского гаметофита или со-
матических клеток пыльника) определение пло-
идности мы начали проводить на ранних этапах 
его формирования (табл. 1, рис. 3). Выявлено, 
что значительную часть первичного каллуса (ну-
левой пассаж) и пересадочного (первый пассаж) 

Рис. 2. Цитогенетические критерии, подтверждающие правильность микроспорогенеза и гаплоид-
ную природу образовавшейся пыльцы у исходных деревьев тополя, где 1 – тетрады гаплоидных микро-
спор, 2 – одноядерные пыльцевые зерна, 3 – гаплоидное пыльцевое зерно (n=19) [16]. Увел.: 1,2 – об. 
40, ок. 12.5; 3 – об. 60, ок. 12.5.

составляли гаплоидные (n=19) и гипергапло-
идные (с 20-28 хромосомами) клетки – 90% и 
67.8% соответственно. Этот факт подтверждает 
его происхождение непосредственно из гапло-
идных пыльцевых зерен. Присутствие в каллусе 
незначительного количества диплоидных клеток 
с 38 хромосомами (10-23%) может быть связано 
со спонтанным удвоением числа хромосом га-
плоидных клеток по мере пассирования каллус-
ной ткани. Известно, что спонтанная диплоиди-
зация является довольно частым событием при 
культивировании гаплоидов in  vitro [21, 22]. В 
этом случае образовавшиеся диплоидные клетки 
можно считать гомозиготными (дигаплоидны-
ми). Нельзя исключать образование диплоидных 
каллусных клеток из соматических клеток сте-
нок пыльников. Однако, преобладание в пыльни-
ковом каллусе гаплоидных и гипергаплоидных 
клеток дает основание полагать, что образовав-
шийся каллус имеет пыльцевое (гаметическое) 
происхождение.

Таблица 1
Число хромосом в клетках пыльникового каллуса, образовавшихся в нем 

морфоструктур и растениях-регенерантах тополя бальзамического

Объект исследования Доля клеток с числом хромосом, %
n=19, 19 + (1-9) 2n=38 38 ± (1-9)

Каллус:
0-го пассажа 90.0 ± 2.7 10.0 ± 1.7 0.0 ± 0.0
1-го пассажа 67.8 ± 5.2 23.3 ± 4.6 8.9 ± 1.8
Адвентивные почки (каллус) 53.4 ± 5.7 27.9 ± 4.8 18.7 ± 4.2
Растения-регенеранты (3 мес) n=24 7.5 ± 1.9* 68.6 ± 2.1*** 23.9 ± 2.4***
Растения-регенеранты (1 год) n=48 2.6 ± 0.7 88.1 ± 1.8 9.3 ± 1.6

Примечание. Различия между 3-х месячными и однолетними растениями-регенерантами по доле клеток с соответствующим 
числом хромосом достоверны при *Р<0.05, ***Р<0.001; n – число исследованных растений
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В каллусных культурах начальных пассажей 
(0 и 1), подвергнутых одно- или двукратному 
морфогенному воздействию, были индуцированы 
адвентивные почки и побеги, среди которых, со-
гласно хромосомному анализу, свыше 50% клеток 
приходилось на долю гаплоидных и гипергапло-
идных клеток (табл. 1, рис. 3). 

У вегетирующих в почве (ex vitro) 3-х месяч-
ных и 1-летних растений-регенерантов пыльни-
кового происхождения отмечено постепенное 
снижение содержания гаплоидных (и гиперга-
плоидных) клеток и увеличение – диплоидных 
(до 88%). Это может быть связано с продолжа-
ющимся у регенерантов процессом спонтанной 
диплоидизации гаплоидных клеток. Полученные 
нами данные согласуются с литературными. Так, 
в работе китайских ученых [22] сообщается об из-
менении в процессе онтогенеза соотношения га-
плоидных и диплоидных клеток у первоначально 

Рис. 3. Метафазные пластинки с различным числом хромосом, встречающиеся в пыльниковом кал-
лусе, индуцированных адвентивных почках и растениях-регенерантах тополя бальзамического, где 1-2 
– n=19, 3 – 24 (19+5), 4 – 2n=38, 5 – 34 (38-4), 6 – 42 (38+4). Увел.: об. 60, ок. 12.5.

гаплоидных растений тополя (Populus simonii, P. 
nigra и P. berolinensis Dippel) пыльникового про-
исхождения, которые к возрасту 7-8 лет станови-
лись полностью диплоидными. В условиях на-
шего эксперимента, из 48 проанализированных 
однолетних регенерантов тополя пыльникового 
происхождения – 14 растений (29%) были дипло-
идными (2n=38). 

Таким образом, проведенные нами цитогене-
тические исследования выявили, что среди полу-
ченных регенерантов тополя пыльникового про-
исхождения могут быть дигаплоиды.

Остальные однолетние растения имели мик-
соплоидную природу и характеризовались раз-
личным сочетанием и соотношением гаплоидных 
(0-2.5%), диплоидных (70-97%) и анеуплоидных 
(2.5-29%) клеток. Следует отметить, что миксо-
плоидия (одновременное присутствие в ткани 
клеток разного уровня плоидности) – довольно 

Хромосомный и микросателлитный анализ
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распространенное явление у растений (в том чис-
ле у тополя). Она отмечена  нами на всех этапах 
культивирования in vitro, у регенерантов разного 
возраста.

Причиной образования анеуплоидных клеток 
с гипергаплоидным (20-28 хромосом), гиподи-
плоидным (29-37 хромосом) и гипердиплоидным 
(40-47 хромосом) числом хромосом, по-видимому, 
являются нарушения митоза в ходе деления клеток 
каллуса. Известно, что характерная особенность 
каллусной ткани – ее генетическая гетерогенность: 
появление в процессе пассирования анеуплоидных 
и полиплоидных клеток, хромосомных аберраций 
и генных мутаций [23]. Это является недостатком 
при получении удвоенных гаплоидов in vitro через 
каллусные культуры. В результате гамето- и сома-
клональной изменчивости часть сформировавших-
ся диплоидных регенерантов далеко не всегда будет 
иметь гомозиготную природу. По-видимому, для 
увеличения выхода гаплоидов и гомозиготных ди-
плоидов их индукцию следует проводить путем га-
метического эмбриогенеза (прямого андрогенеза). 
Так, в опытах с Populus maximowiczii посредством 
эмбриогенеза через культуру пыльников  получено 
34 растений, из которых 22 (более 60%) были га-
плоидными [24]. В другой работе [25] сообщается 
о регенерации растений посредством эмбриогенеза 
у двух гибридов Populus nigra L. Анализ микроса-
теллитных маркеров показал гаплоидную природу 
большинства регенерантов. Однако, в обоих слу-
чаях не сообщается о судьбе гаплоидных растений 
после высадки их в почву и были ли на их основе 
получены гомозиготные диплоиды.

С другой стороны, генетическое разнообразие 
каллусных клеток открывает возможности для 
клеточной селекции растений (на устойчивость 
к неблагоприятным факторам среды, получение 
разноплоидных клонов и др.). Так, среди регене-

рировавших из пыльникового каллуса двухмесяч-
ных растений тополя (Populus × beijingensis) были 
выявлены гаплоиды (10,3%), диплоиды (88,7%) и 
триплоиды (1%) [3], а среди укорененных регене-
рантов P. nigra и P. deltoides – гаплоидные (3,8%), 
диплоидные (86%), тетраплоидные (2%) и анеу-
плоидные (8,2%) растения [26].

Для выявления генетической структуры 35-лет-
них регенерантов тополя пыльникового происхож-
дения, нами был проведен микросателлитный ана-
лиз шести деревьев. Известно, что точность оценок 
при помощи кодоминантных маркеров (какими 
являются SSR-маркеры) выше, так как их гетеро-
зиготное состояние отличается от гомозиготного, в 
отличие от доминантных маркеров [27]. 

По результатам ПЦР-анализа с девятью SSR-
локусами установлено наличие полиморфизма 
среди изученных образцов. Все шесть деревьев 
являются разными генотипами. У исследованных 
образцов выявлен 61 SSR-фрагмент, из которых 
43 ампликона – полиморфные. Уровень поли-
морфизма составляет 70,5%. Размер полученных 
ДНК-фрагментов варьируется от 90 до 310 пар 
нуклеотидов. На основании анализа полученных 
спектров ДНК-ампликонов были составлены ге-
нетические паспорта (табл. 2).

Генотип дерева №4 имеет уникальный набор 
аллелей в локусах ORPM 30, ORPM 344 и PMGC 
2571, генотипы деревьев №5 и №84 – в локусах 
ORPM 344 и PMGC 2571, а дерево №80 – в ло-
кусах PMGC 2163, ORPM 30 и WPMS 14. Образ-
цы деревьев №1 и №90 можно идентифицировать 
среди остальных исследованных генотипов толь-
ко по комбинации аллелей в локусах WPMS 5, 
ORPM 344, PMGC 2571 и PMGC 2852. Наиболь-
шим числом выявленных аллелей отличается ло-
кус ORPM30 (молекулярная масса 165, 190 и 220 
п. н.), в то же время, по локусу PMGC2060 (аллель 

Таблица 2 
Генетические паспорта образцов 35-летних деревьев тополя, полученных в культуре изолированных пыльников

№ дерева

Локус (п. н.)

W
PM

S 
5

PM
G

C
 2

16
3

O
R

PM
 3

0

PM
G

C
 2

06
0

W
PM

S 
14

PM
G

C
 2

67
9

O
R

PM
 3

44

PM
G

C
 2

57
1

PM
G

C
 2

85
2

30
0

31
0

20
0

24
0

16
5

19
0

22
0

14
0

20
0

24
0

90 11
0

22
0

24
0

10
0

11
0

90 11
0

1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1
4 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1
5 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1

80 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1
84 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
90 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0
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с молекулярной массой 140 п. н.) не установлено 
различий между исследованными образцами.

Установлено наличие двух аллелей в локусе 
ORPM30 у деревьев №1, №5, №84, №90 (молеку-
лярная масса 190 и 220 п. н.) и №80 (165 и 190 п. 
н.). Двумя аллельными состояниями  характери-
зуется локус WPMS5 у деревьев №1 и №5 (300 и 
310 п. н.). Это обусловлено высокой полиморфно-
стью данных локусов и может свидетельствовать 
о гетерозиготности этих генотипов. У дерева №4 
во всех девяти проанализированных SSR-локусах 
отмечено по одному аллелю, что, вероятно, сви-
детельствует о его гомозиготности (рис. 4). Наши 
результаты согласуются с выводами краснодар-
ских ученых, отмечающих, что микросателлит-
ные маркеры можно использовать для контроля 
гаметного происхождения регенерантов капусты 
белокочанной в культуре пыльников [28, 29]. 

Для более точного подтверждения гомозигот-
ности данного генотипа в дальнейшем мы пла-
нируем расширение спектра исследуемых SSR-
локусов и проведение фрагментного анализа на 
секвенаторе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе хромосомного и микро-

сателлитного анализа регенерантов тополя бальза-
мического и дельтовидного, полученных в культуре 
пыльников через каллусогенез, показано, что среди 
них могут быть дигаплоиды. Выявлено, что значи-
тельную часть первичного пыльникового каллуса 
составляли гаплоидные (n=19) и гипергаплоидные 
клетки (до 90%), что подтверждает его гаметическое 
происхождение. В процессе пассирования каллуса 
и регенерации растений происходит постепенная 
спонтанная диплоидизация гаплоидной ткани. Ми-
кросателлитный анализ 35-летних деревьев тополя 
выявил у пяти (из шести изученных) наличие двух 
аллелей, что свидетельствует о возможной их ге-
терозиготности. Один генотип предположительно 
является гомозиготным. Гомозиготные диплоиды 
(удвоенные гаплоиды) тополя представляют значи-
тельный интерес в селекции на гетерозис, для кле-
точной и мутационной селекции in vitro. 

Работа выполнена в рамках темы государственного задания 
№ АААА-А20-120012890092-6 Федерального агентства лесного хо-
зяйства.
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CHROMOSOMAL AND MICROSATELLITE ANALYSIS OF 
POPLAR REGENERANTS OBTAINED IN THE CULTURE OF 

ISOLATED ANTHERS IN VITRO
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A. M. Kondratieva1, T. P. Fedulova1

1All-Russian Research Institute of Forest Genetics, Breeding and Biotechnology
2Voronezh State University

Abstract. Culture of isolated anthers in vitro is one of the promising approaches of modern biotech-
nology for the creation of haploids and dihaploids (doubled haploids, homozygous diploids), which are 
analogs of  pure (inbred) lines and are of great importance in breeding for heterosis, especially in perennial 
forest woody plants with a long reproductive cycle. The problem also lies in the high heterozygosity of 
woody plants, as well as in the manifestation of significant inbreeding depression in them when obtaining 
pure lines in the traditional way. Homozygous diploids are valuable for genetic and genomic research, 
greatly facilitating cellular and mutational selection in vitro. This paper presents the results of chromosom-
al and microsatellite analysis of anther callus and poplar regenerants (Populus balsamifera L., P. deltoids 
Marsh.) to clarify their possible origin. Anthers at the mononuclear pollen stage were incubated for callus 
formation on Murashige and Skoog medium (MS) with the addition of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2-3 
mg/l), β-indolylacetic acid (0.5-1 mg/l) and 6-benzylaminopurine (BAP, 0.5 mg/l). BAP at a concentration 
of 0.5 mg/l was used as an inducer of morphogenesis, hormone-free 1/2 MS medium was used for adven-
titious shoots  rooting.  It was revealed that a significant part of the primary callus consisted of haploid 
(n=19) and hyperhaploid (with 20-28 chromosomes) cells (up to 90%), which confirms its gamete origin. 
It is shown that in the process of callus passaging and plant regeneration, a gradual spontaneous doubling 
of the number of chromosomes occurs, that  leads to an increase in the content of diploid cells (2n=38). Of 
the 48 annual regenerants of balsamic poplar growing in the soil, 14 plants (29%) were completely diploid 
(2n=38). Some of them may be digaploids. The remaining plants are mixoploids with a modal (70-97%) 
diploid set of chromosomes. The results of microsatellite analysis of 35-year-old poplar trees by nine SSR 
loci are presented. 6 genotypes were analyzed, five were found to have two alleles on investigated loci. One 
sample was characterized by the presence of a single allele on investigated loci, which seems to indicate its 
homozygosity. Based on the results of PCR amplification, molecular genetic passports of the studied trees 
were compiled, which made it possible to identify them.

Keywords: poplar, anthers, callus, regenerants, chromosome number, microsatellites
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