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ПОЛУЧЕНИЕ ГАПЛОИДНЫХ РАСТЕНИЙ Rubus arcticus L.  
МЕТОДОМ КУЛЬТУРЫ МИКРОСПОР in vitro* 
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Княженика арктическая (Rubus arcticus L.) — ценная ягодная культура, которая ис-
пользуется в качестве плантационной культуры относительно короткое время. Княженика аркти-
ческая служит донором ремонтантности при межвидовой гибридизации с Rubus idaeus L., однако 
передает потомству низкую урожайность. Основное направление селекции R. arcticus — повыше-
ние урожайности растений, в связи с чем особое значение имеет ускорение селекционного про-
цесса. Добиться этого можно, используя растения с удвоенным гаплоидным набором хромосом. В 
настоящей работе нами впервые были получены гаплоидные растения-регенеранты R. arcticus в 
культуре микроспор, подобрана концентрация 6-бензиламинопурина и источник углеводного пи-
тания для индукции эмбриоидогенеза. Цель нашего исследования состояла в разработке методи-
ки получения гаплоидных растений Rubus arcticus в культуре микроспор. В опытах использовали 
сорта княженики арктической, выведенные селекционерами в Финляндии (Pima, Mespi) и Шве-
ции (Astra). Для получения донорных эксплантов в течение всего года применяли метод выгонки 
генеративных побегов. Микроспоры из пыльников выделяли при помощи ручного гомогенизатора 
в микропробирки типа Эппендорф (1,5 мл), добавляли 0,5 мл стерильной воды с глюкозой в кон-
центрации 30 г/л, центрифугировали при скорости 4500 об/мин и микродозатором переносили на 
питательные среды для активации морфогенеза. Для изоляции пыльников с последующим выде-
лением микроспор использовали бутоны длиной от 90 до 120 мм за 4-5 сут до начала распуска-
ния цветка. Плотность микроспор в суспензии составляла около 40000 шт. в 0,5 мл стерильного 
водного раствора с глюкозой. Для получения такой плотности измельчали 60 пыльников. Для 
индукции эмбриоидогенеза микроспоры культивировали на среде Мурасиге-Скуга (МС), обога-
щенной 6-бензиламинопурином (6-БАП) в концентрациях от 0,50 до 2,00 мг/л. После появления 
эмбриоидов использовали среду MС с содержанием макро- и микроэлементов в полной концен-
трации и уменьшенной до 75 и 50 % по прописи. Также исследовали влияние на рост и развитие 
эмбриоидов источника углеводного питания. Для этого использовали глюкозу, сахарозу и мальто-
зу в концентрациях 20, 30 и 40 г/л. В начале эксперимента подсчитывали число микроспор в 
пыльниках и определяли соотношение стадий развития микроспоры с длиной бутонов. При числе 
пыльников у R. arcticus от 70 до 86 и длине бутона от 1,0 до 1,4 мм, число зрелых пыльцевых 
зерен составляло от 590 до 710 шт. в одном пыльнике. Мы выделили четыре основные стадии 
развития микроспоры: тетрада; невакуолизированная микроспора с центральным локализованным 
расположения ядра; сильно вакуолизированная микроспора с утолщенной стенкой, крупной ваку-
олью и небольшим ядром, расположенным латерально; трехклеточная пыльца. На среде, содер-
жащей 6-БАП в концентрации 1,5 мг/л, эмбриоиды визуализировались на 51±2-е сут культиви-
рования, а их число достигало 23±3 шт. Установлено влияние концентрации маточного раствора 
питательной среды и источника углеводного питания на рост эмбриоидов. Лучшие морфометри-
ческие показатели эмбриоидов получили в варианте с концентрацией макроэлементов по прописи 
МС 0,75 и глюкозой в концентрации 30 г/л. В этом варианте рост эмбриоидов отмечали на 
12±2-е сут, появление листочков — на 44±1-е сут, а на 40-е сут культивирования длина эмбрио-
идов достигала 5±0,2 мм. Для контроля плоидности полученных растений-регенерантов исполь-
зовали прямой метод подсчета хромосом и косвенный — подсчет хлоропластов в замыкающих 
клетках устьиц. В результате подсчета был подтвержден гаплоидный набор хромосом полученных 
растений-регенерантов (n = 7). Результаты исследования позволяют использовать предложенный 
метод при получении гаплоидных растений R. arcticus, которые после удвоения хромосомного набо-
ра могут быть включены  в селекционный процесс.  
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морфогенез, растение-регенерант. 

 

Княженика арктическая (Rubus arcticus L.) относится к ценным 
ягодным растениям. Несмотря на относительно небольшой срок ее ис-
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пользования в качестве плантационной культуры, получено несколько вы-
сокопродуктивных сортов. Княженика арктическая служит донором ре-
монтантности и отличных вкусовых качеств при межвидовой гибридиза-
ции с Rubus idaeus L., однако передает потомству низкую урожайность. Ос-
новное направление селекции R. arcticus — повышение урожайности расте-
ний, в связи с чем ускорение селекционного процесса и использование гап-
лоидов для селекции перекрестноопыляемых растений имеет особое значе-
ние (1-3). Применение технологии удвоенных гаплоидов позволяет преодо-
леть ряд селекционных трудностей. Гомозиготные линии на основе гаплои-
дов могут быть получены за 2-3 года (4). При этом, по мнению ряда иссле-
дователей, использование андроклинных регенерантов — единственный 
способ сохранить гетерозисный эффект ценной гибридной линии (5). 

Работы, посвященные проблеме получения гаплоидных растений, 
объединяет общий план построения опытов: воздействие повышенными 
и/или пониженными температурами, химическая обработка донорных рас-
тений, изменение состава питательной среды (регуляторов роста, углевод-
ных составляющих), подбор возрастной стадии развития пыльника и мик-
роспоры. К настоящему времени опубликованы методики получения гап-
лоидных растений пшеницы (5, 6), капусты (7-9), рапса (10), риса (11), 
моркови (12-14). Работы, посвященные получению гаплоидных растений 
R. arcticus L. в культуре микроспор, отсутствуют.  

Факторов, влияющих на активизацию процессов переключения 
микроспор с гаметофитного пути развития на спорофитный, очень много, 
например, влияние видов и концентраций регуляторов роста (15-17), ис-
точников углеводного питания (18-20).  

Ранее нами были предложены методические подходы для клональ-
ного микроразмножения R. arcticus (21). В развитие этих исследований в 
настоящей работе мы впервые получили гаплоидные растения-регене-
ранты R. arcticus в культуре микроспор, оптимизировав концентрацию 6-
бензиламинопурина и источник углеводного питания для индукции эм-
бриоидогенеза. 

Нашей целью была разработке методики получения гаплоидных 
растений Rubus arcticus L. в культуре микроспор. 

Методика. Исследования проводили в 2018 году. Использовали 
сорта княженики арктической Пима (Pima), Меспи (Mespi), выведенные в 
Финляндии, и Астра (Astra) из Швеции. Микроспоры выделяли из пыль-
ников, которые отбирали из бутонов разного возраста и размера. 

Для снижения контаминации при введении в культуру in vitro и 
возможности круглогодичного получения бутонов использовали метод 
выгонки (22), при котором растения, высаженные в горшки, после за-
вершения цветения инкубировали в течение 30 сут при температуре 4 С. 
После холодовой обработки такие растения снова образовывали генера-
тивные побеги.  

Стерилизацию бутонов проводили по схеме: 1 мин в 70 % водном 
растворе этанола, 15 мин в 5 % водном растворе гипохлорита натрия или 
калия, затем их промывали в стерильной дистиллированной воде не ме-
нее трех раз. Выделенные пыльники собирали в микропробирки типа Эп-
пендорф объемом 1,5 мл по 60 шт. и измельчали с помощью ручного го-
могенизатора, одноканальным микродозатором Proline 20-200 («Sartorius 
Proline», Финляндия) добавляли 0,5 мл стерильной воды с глюкозой в 
концентрации 30 г/л. После этого пробирки центрифугировали (мини-
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центрифуга-вортекс Microspin FV-2400, SIA «BioSan», Латвия) 15 с при 
4500 об/мин. Из каждой пробирки микродозатором переносили суспензию 
с микроспорами в культуральный сосуд объемом 10 мл (суспензию из од-
ной пробирки помещали в один культуральный сосуд). Плотность суспен-
зии составляла примерно 80000 микроспор/мл. Для изоляции пыльников с 
последующим выделением микроспор использовали бутоны длиной от 9 
до 12 мм за 4-5 сут до начала распускания.  

На каждом этапе in vitro культивирования микроспор менялся со-
став питательной среды и используемых регуляторов роста. При введении 
в культуру in vitro для активации морфогенеза использовали питательную 
среду Мурасиге-Скуга (MС) (23), дополненную 100 мг/л мезоинозита, 
2 мг/л глицина, 0,5 мг/л тиамина, 0,5 мг/л пиридоксина, 30 г/л глюкозы и 
5,0 г/л агара, рН от 5,8. В качестве регулятора роста использовали 6-бен-
зиламинопурин (6-БАП) в концентрации от 0,50 до 2,00 мг/л («AppliChem 
GmbH», Германия). После появления эмбриоидов использовали среду MС 
(«AppliChem GmbH», Германия) с содержанием макро- и микроэлементов 
в полной концентрации и в уменьшенной до 75 и 50 % по прописи (23). 
При исследовании влияние источника углеводного питания на рост и раз-
витие эмбриоидов использовали глюкозу, сахарозу и мальтозу в концен-
трациях 20, 30 и 40 г/л.  

Микроспоры, эмбриоиды и растения-регенеранты выращивали 
при освещенности 1500 лк, фотопериоде 16 ч (день)/8 ч (ночь) и темпе-
ратуре около 25 С. На этапе введения в культуру in vitro, роста и разви-
тия эмбриоидов использовали стеклянные культуральные сосуды объе-
мом 10 мл, на этапе роста растений-регенерантов — культуральные со-
суды объемом 100 мл.  

Хромосомы подсчитывали в меристемной зоне корня растений-
регенерантов. Корни помещали в фиксатор Карнуа (24) и выдерживали в 
течение 24 ч. Затем промывали в течение 20 мин под проточной водой, 
помещали в смесь ферментов (0,3 % пектиназы, 0,3 % мацеразы, 0,3 % 
целюлазы + цитратный буфер) и инкубировали в течение 2 ч при темпера-
туре 37 С. После этого корни на 3 мин помещали в 60 % уксусную кисло-
ту, где материал измельчали препаровальной иглой, обводили фиксатором 
3:1, встряхивали, промывали в абсолютном спирте, подсушивали, окра-
шивали метиленовым синим, промывали в дистиллированной воде и 
подсчитывали число хромосом (24) (световой микроскоп Биомед-3, 
«Биомед», Россия). Для подсчета числа хлоропластов использовали вы-
сечки из листьев диаметром 5 мм, с каждого растения делали по 5 высе-
чек. Высечки окрашивали йодным красителем. Растущие в культуре in 
vitro растения-регенеранты фотографировали цифровой камерой Samsung 
NX-10 («Samsung», Южная Корея). 

Экспериментальные данные представлены в виде средних арифме-
тических значений (М) с указанием ошибки среднего (±SEM) и коэффи-
циента вариации (Cv). Расчет доверительного интервала на основании t-
распределения Стьюдента при уровне значимости р  0,05 проводили с 
использованием статистического пакета программы Microsoft Excel 2010. 

Результаты. В начале эксперимента подсчитывали число микро-
спор в пыльниках и сопоставляли стадии развития микроспоры с длиной 
бутонов. При числе пыльников у R. arcticus от 70 до 86 шт. и длине буто-
на от 1,0 до 1,4 мм количество зрелой пыльцы в одном пыльнике состав-
ляло от 590 до 710 шт. Мы выделили четыре основных стадии развития 
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микроспоры (рис. 1): 1-я стадия — тетрада (в бутонах длиной от 4 до 5 
мм); 2-я стадия — невакуолизированная микроспора с центральным лока-
лизованным расположения ядра (в бутонах от 5 до 7 мм); 3-я стадия — 
сильно вакуолизированная микроспора с утолщенной стенкой, крупной 
вакуолью и небольшим ядром, расположенным латерально (в бутонах от 7 
до 8 мм); 4-я стадия — трехклеточная пыльца (в бутонах длиной более 
8 мм) (рис. 1). 

 

А Б В 

   
Рис. 1. Микроспоры княженики арктической (Rubus arcticus L.) сорта Astra на питательной сре-
де Мурасиге-Скуга (сахароза — 30 г/л, 6-бензиламинопурин — 1,5 мг/л, рН 5,8): А — стадия 
тетрады, Б — сильно вакуолизированная микроспора, В — зрелая пыльца (увеличение ½600, 
световой микроскоп Биомед-3, «Биомед», Россия). 

 

1. Морфогенез микроспор княженики арктической (Rubus arcticus L.) разных 
сортов на питательной среде Мурасиге-Скуга в зависимости от концентрации 
6-бензиламинопурина (6-БАП)  

Сорт 
Концентрация  
6-БАП, мг/л 

Появление эмбриоидов, сут 
Число эмбриоидов, образовавшихся  
на 60-е сут, шт. 

M±SEM1, 2 Cv, % M±SEM1, 2 Cv, % 
Astra 0,50 63±2a 7,8 5±1c 11,2 

0,75 58±1ab 4,5 12±2ac 4,5 
1,00 55±1bc 10,0 14±2ac 6,3 
1,25 51±2c 9,2 23±3b 5,6 
1,50 51±3bc 7,8 20±1b 7,2 
1,75 51±3bc 8,2 9±2c 8,7 
2,00 0 0 0 0 

Pima 0,50 65±3 2,6 4±1a 9,1 
0,75 54±2a 4,6 7±2ab 12,4 
1,00 53±2a 7,1 8±2ab 9,3 
1,25 53±1a 8,6 18±1 9,7 
1,50 54±2a 5,8 9±1b 6,5 
1,75 54±2a 4,3 8±2ab 7,7 
2,00 – – – – 

Mespi 0,50 63±2a 12,2 10±2a 5,4 
0,75 60±1a 12,1 13±2ab 6,5 
1,00 57±2ab 10,1 15±2ab 6,4 
1,25 53±2b 9,3 20±1 7,6 
1,50 52±1b 6,5 14±1b 3,8 
1,75 53±2b 3,4 14±2b 5,1 
2,00 63±2a 7,8 5±1c 11,2 

П р и м е ч а н и е. Концентрация сахарозы — 30 г/л, рН 5,8. Каждый вариант опыта выполнен в 3-крат-
ной повторности, плотность микроспор 40000 в 0,5 мл. Прочерки означают гибель эксплантов. 1 — дове-
рительный интервал на основе t-распределения Стьюдента при р  0,05; 2 — показатели в столбце, отме-
ченные одинаковыми буквами (a, b, c), не имеют статистически значимых различий при р  0,05 согласно 
t-критерию Стьюдента. 

 

Наибольшее число образовавшихся эмбриоидов на 50-53 сут куль-
тивирования было достоверно больше во всех сортах на среде, содержа-
щей 6-БАП в концентрации 1,5 мг/л (табл. 1). Визуально эмбриоиды обна-
руживали, начиная со стадии «сердечко», когда их размер достигал 0,5 мм. 
Достоверного влияния генотипа на морфогенез микроспор в культуре in 
vitro мы не выявили. Специального изучения влияния стадии развития 
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микроспоры на морфогенетическую активность мы не проводили. Необ-
ходимо отметить только то, что микроспоры, которые помещали на пита-
тельную среду, в подавляющем большинстве находились на стадии вакуо-
лизации. 

В исследованиях для индукции эмбриогенеза и получения вторич-
ных эмбриоидов активно используются разные концентрации 6-БАП в 
качестве регулятора роста (25). В нашей работе 6-БАП индуцировал пря-
мой эмбриоидогенез.  

 

А Б 

 
В  

 

Рис. 2. Этапы развития гаплоидов княженики 
арктической (Rubus arcticus L.) сорта Astra в 
культуре in vitro на питательной среде Му-
расиге-Скуга: А — эмбриоиды на стадии сер-
дечко и торпедо (6-бензиламинопурин — 
1,5 мг/л, рН 5,8; увеличение ½100, световой 
микроскоп Биомед-3, «Биомед», Россия), Б — 
эмбриоид, длина 5 мм (6-бензиламинопу-
рин — 1,5 мг/л, рН 5,8, глюкоза — 30 г/л); В — 
растение-регенерант (6-бензиламинопурин — 
1,5 мг/л, рН 5,8, глюкоза — 30 г/л). 
 

Нами также установлено, что 
более интенсивные ростовые про-
цессы происходили на питательной 
среде с содержанием макро- и мик- 

роэлементов, уменьшенным до 75 %, при концентрации глюкозы 30 г/л. В 
этом варианте рост эмбриоидов отмечали на 12-е сут культивирования, 
что достоверно отличалось от других вариантов. На 40-е сут их размер 
достигал 5 мм (рис. 2). Однако наименьшая гибель эмбриоидов наблюда-
лась на среде с полным составом макро- и микроэлементов (табл. 2).  

2. Рост эмбриоидов княженики арктической (Rubus arcticus L.) сорта Astra в 
культуре in vitro на питательной среде Мурасиге-Скуга в зависимости от 
концентрации макро- и микроэлементов и источника углеводного питания 

Концентрация 
макро- и мик-
роэлементов, % 

Вид и кон-
центрация 
углеводов, г/л 

Начало роста  
эмбриоидоидов, сут 

Появление  
листочков, сут 

Общая длина через 40 сут 
культивирования, мм  

M±SEM1, 2 Cv, % M±SEM1, 2 Cv, % M±SEM1,2 Cv, % 
100 Сахароза, 20 55±3 13,2 – – 1,0±0,5a 29,1 

Сахароза, 30 41±2a 10,3 – – 1,0±0,5a 11,3 
Сахароза, 40 40±1a 5,4 63±3a 3,4 2,0±0,6ab 7,1 
Мальтоза, 20 37±2a 12,3 60±3a 7,6 3,0±0,3b 5,3 
Мальтоза, 30 19±1b 5,4 49±2b 2,1 3.0±0,5b 5,6 
Мальтоза, 40 20±1b 4,2 49±3b 6,4 4.0±0,5b 8,0 
Глюкоза, 20 25±3b 14,1 49±4ab 11,9 2,0±1,0ab 14,6 
Глюкоза, 30 17±2b 10,2 47±4ab 9,5 3,0±0,3b 7,5 
Глюкоза, 40 20±2b 9,8 48±4b 8,7 4,0±0,4b 5,9 
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Продолжение таблицы 2 

75 Сахароза, 20 – – – – – – 
Сахароза, 30 43±3a 6,8 60±3a 13,2 3,0±0,3a 11,2 
Сахароза, 40 40±2a 8,2 60±4a 12,5 3,0±0,3a 8,4 
Мальтоза, 20 – – – – – – 
Мальтоза, 30 21±2b 5,5 46±2b 5,6 4,0±0,4abc 9,8 
Мальтоза, 40 20±2b 4,3 46±2b 8,1 5,0±0,5bc 12,3 
Глюкоза, 20 25±3b 11,2 46±3b 10,3 4,0±0,3ab 5,3 
Глюкоза, 30 12±2c 5,2 44±1b 7,0 5,0±0,2c 7,9 
Глюкоза, 40 15±2c 8,7 45±2b 6,2 5,0±0,5bc 9,2 

50 Сахароза, 20 – – – – – – 
Сахароза, 30 – – – – – – 
Сахароза, 40 52±2a 10,3 80±5a 12,5 3,0±0,4a 13,9 
Мальтоза, 20 – – – – – – 
Мальтоза, 30 58±1 5,4 73±2a 6,7 3,0±0,4a 9,4 
Мальтоза, 40 50±2a 7,9 70±1a 8,3 3,0±0,5a 6,7 
Глюкоза, 20 41±2b 6,3 – – – – 
Глюкоза, 30 39±2b 7,5 – – – – 
Глюкоза, 40 35±3b 4,3 62±2 5,9 4,0±0,3a 5,7 

П р и м е ч а н и е. Концентрация 6-бензиламинопурина — 1,5 мг/л, рН 5,8. Каждый вариант опыта вы-
полнен в 3-кратной повторности. Прочерки означают гибель эксплантов. 1 — доверительный интервал на 
основе t-распределения Стьюдента при р  0,05; 2 — показатели в столбце, отмеченные одинаковыми 
буквами (a, b, c), не имеют статистически значимых различий при р  0,05 согласно t-критерию Стьюдента.  

 

Многие авторы от-
мечают положительное вли-
яние повышенного осмо-
тического давления, кото-
рое создается при концен-
трациях сахарозы от 10 до 
17 %, на появление эмб-
риоидов (26-28), однако в 
наших опытах эмбриоидо-
генез у R. arcticus активно 
происходил при концен-
трации 3 %, а уже при 4 % 
скорость развития умень-
шалась. Такое расхождение 
в результатах может объяс-
няется тем, что мы изучали 
этап перехода от стадии 
эмбриоида к растению-ре-
генеранту, а не этап обра-
зования эмбриоида из мик-
роспоры. 

Плоидность расте-
ний-регенерантов опреде-
ляли подсчетом числа хро-
мосом и числа хлоропла-
стов в замыкающих клет-
ках устьиц (рис. 3). Варьи-
рование по числу хлоропла-
стов в замыкающих клетках 

устьиц у диплоидных растений составляло от 8 до 12 шт., у гаплоидных — 
от 2 до 6 шт. Возможность использования косвенного метода для под-
тверждения плоидности доказана в ряде работ (29-31). 

Проведенные исследования не позволяют идентифицировать, на 
какой именно стадии развития микроспоры лучше получать гаплоидные 

А Б 

  
В Г 

  
Рис. 3. Хромосомы делящихся клеток меристематической 
зоны корня на стадии метафазы (А, В, увеличение ½1000) 
и замыкающие клетки устьиц с хлоропластами (Б, Г, уве-
личение ½630) у полученных растений-регенерантов кня-
женики арктической (Rubus arcticus L.) сорта Astra: А, Б — 
диплоид (2n = 14, число хлоропластов в замыкающих 
клетках — 10), В, Г — гаплоид (n = 7, число хлоропла-
стов в замыкающих клетках — 4). Световой  микроскоп 
Биомед-3 («Биомед», Россия). 
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растения княженики, однако это имеет важное значение для определения 
факторов, влияющих на переключение программы развития микроспоры с 
гаметофитной на спорофитную (17, 19, 28, 32). Можно только отметить, 
что большая часть микроспор находилась на стадии вакуолизации. Одним 
из основных факторов переключения на спорофитный путь развития у 
микроспор княженики было использование регулятора роста 6-бензил-
аминопурина и глюкозы в качестве источника углеводного питания. Кри-
тически важным моментом при получении гаплоидных растений стано-
вится не только получение эмбриоидов, но и сохранение их жизнеспособ-
ности и морфогенетической активности при переносе на свежую пита-
тельную среду (33). Согласно нашим результатам, для его успешного про-
хождения необходимо снижение концентрации макро- и микроэлементов 
в питательной среде до 75 %, тогда как уменьшение до 50 % приводит к 
снижению жизнеспособности. 

Таким образом, для получения гаплоидных растений-регенерантов 
Rubus arcticus L. сортов Pims, Mespi и Astra целесообразно использовать 
питательную среду Мурасиге-Скуга, обогащенную 6-бензиламинопурином в 
концентрации 1,5 мг/л, что дает выход от 18±1 до 23±3 эмбриоидов на 
40000 микроспор. Для получения растений-регенерантов из эмбриоидов 
необходимо использовать среду Мурасиге-Скуга с уменьшенным до 75 % 
содержанием макро- и микроэлементов, глюкозу в концентрации 30-
40 г/л, 6-бензиламинопурин — 1,5 мг/л, что позволяет индуцировать рост 
эмбриоидов за самое короткое время культивирования, а к 40-м сут полу-
чить эмбриоиды длиной 5±0,2 мм. Результаты выполненного исследования 
и предложенная нами методика могут использоваться при создании удво-
енных гаплоидов других сортов R. arcticus для включении в селекционно-
генетические программы. 
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A b s t r a c t  
 

Arctic raspberry (Rubus arcticus L.) is a valuable small-fruit crop used as a plantation crop 
for a relatively short time. R. arcticus is a remontant donor in interspecific hybridization with Rubus 
idaeus L., though conditioning low yields to hybrids. So R. arcticus is primarily bred for yield en-
hancement; therefor, the acceleration of the breeding process is of great importance. This can be 
achieved using plants with a doubled haploid set of chromosomes. This paper is the first to describe 
the technique of production haploid plants of R. arcticus via in vitro microspore culture. In the ex-
periments we used Finnish cultivars Pima and Mespi and Swedish cultivar Astra. To obtain donor 
explants, the method of forcing generative shoots was used throughout the year. Microspores were 
isolated from anthers with the use of manual homogenizer into a 1.5 ml micro test Eppendorf 
tube. The homogenate was added with 0.5 ml sterile water containing 30 g/l glucose, centrifuged 
at 4500 rpm, and the microspores were transferred with a microdoser to nutrient medium for mor-
phogenesis initiation. To obtain microspores, the anthers were isolated from buds of 90 to 120 mm 
long 4-5 days before the flower bloomed. The concentration of the microspores in the suspension 
was about 40,000 per 0.5 ml sterile aqueous solution with glucose; for this, 60 anthers were crushed. 
To induce embryoidogenesis, we used the Murashige and Skoog (MS) plant growth medium supple-
mented with 0.50 to 2.00 mg/l growth regulator 6-benzylaminopurine (6-BAP). After the appearance 
of embryoids, we used MS, 75 % MS, or 50 % MS growth media, and also the effect of carbohy-
drate sources, i.e. glucose, sucrose and maltose at a 20, 30 and 40 g/l dosage, was investigated. We 
have identified the following microspore development stages: tetrads, non-vacuolated microspore, 
strongly vacuolated microspore, three-cell pollen. It was found that MS nutrient media containing 
1.5 mg/l6-BAP provides for 23±3 embryoids on day 51±2 of culture. We have also found the effect 
of MS concentration and the source of carbohydrate nutrition on the growth of embryoids. The 
combination of 0.75 MS and 30 g/l glucose was the most effective leading to embryoid growth on 
day 12±2 and the appearance of leaflets on day 44±1. On day 40 of culture the embryoids reached 
5±0.2 mm in length. The ploidy control of regenerant plants, by counting chromosomes and chloro-
plasts in the stomata guard cells, confirmed the haploid set of chromosomes (n = 7). These findings 
allow the use of the proposed technique to generate R. arcticus haploids which, after doubling the 
chromosome set, may be involved in breeding. 

 

Keywords: Rubus arcticus, haploid, diploid, microspore culture, embryoid, morphogenesis, 
regenerant plant. 
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