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So pomo{ na polovata (generativna) 
reprodukcija, brojot na hromozomite se 
reducira na polovina kako rezultat na 
mejoti~nata delba, a nivniot broj se udvojuva 
pri oploduvaweto, odnosno pri spojuvaweto 
na  ma{kite i ̀ enskite gameti. Ako mejozata 
se slu~uva vo diploidnite rastenija (2 gar-
nituri od hromozomite se obele`uvaat kako 
2n=2x) kletkite imaat n=x hromozomi; ako 
kletkite proizleguvaat od rastenija bez 
fertilizacija tie se vikaat monohaploidni 
rastenija, koi imaat samo edna garnetura na 
hromozomi (x). 

Isto taka  i kaj tetraploidnite ras-
tenija (4 garnituri na hromozomi, 2n=4x), pri 
mejozata se dobivaat kletki so 2n=2x hro-
mozomi. Ako rastenijata se dobieni od ovie 
kletki bez fertilizacija, tie se poznati 
kako dihaploidni rastenija. Generalno 
ka`ano, haploidnite kletki ili individui 
se tie kaj koi originalniot broj na hromo-
zomi bil reduciran na polovina.  

Ako brojot na hromozomi kaj monop-
loidnite rastenija (n=x) e udvoen, spontano 
ili pri oploduvawe ( ili so pomo{ na kolhi-
cin), tie se homozigotni haploidni rastenija  
koi imaat 2 identi~ni hromozomni garni-
turi (2n=2x). Ova duplirawe e mnogu va`no, 
bidej}i monohaploidite se sterilni. Kako 
rezultat na oploduvawe na dve kletki od 
koi sekoja ima n=x, no so neidenti~na hromo-
zomna garnitura, se formira heterozigoten 
diploid. Kako i da e, homozigotnite indivi-
dui se dobivaat od identi~ni polovi klatki 
(gameti) pri mejoti~nata delba. Ako dva 
homozigota, koi genetski se mnogu razli~ni, 
se vkrstat me|usebno, toga{ potomcite }e 
bidat  identi~ni, no heterozigotni. 

Dobivaweto na spontanite haploidi 
pri vkrstuvawe na rastenijata vo minatite  
godini pa i denes  e predmet na intenzivni 
ispituvawa. Brojot na rastitelni vidovi 
koi se poznati denes, kaj koi haploidite 
se dobieni spontano in vitro e pogolem od 

100, no kako pravilo, nivnoto dobivawe e 
mnogu slabo. Dobivaweto na haploidite in 
vivo mo`e da se doka`e so mnogu razli~ni 
tehniki (Hermsen 1977,1984, Hermsen and 
Ramanna 1981, Sneep 1983, Wenzel 1980).      

Zatoa, celta  na  ovoj trud e da ja 
objasni indukcijata na haploidnite ras-
tenija in vitro.                 

Hermsen (1977) ispituvaj}i ja  stimu-
lacijata pri produkcija na ̀ enskite gameti 
(ginogeneza) ili ma{kite gameti (androgene-
za) vo direktni haploidni individui, do{ol 
do zaklu~ok deka vo ginogenezata, koja zema 
glavno mesto in vivo, `enskite kletki se 
stimuliraat da rastat bez fertilizacija. 
Vo androgenezata, koja se odviva samo in vitro, 
vegetativnite ili generativnite nukleusi 
od polenovite zrna se stimuliraat i se 
razvivaat vo haploidni rastenija bez op-
loduvawe. Vo literaturata koja ja opi{uva 
androgenezata in vitro (Peirik 1979 ; Bhojwani 
ett 1986), jasno se gleda deka vidovite od 
fam. Solanaceae se sposobni za regeneracija 
na haploidi od izolirani anteri  (Sl. 1) 

Familiite Cruciferae, Graminae i Ra-
nunculaceae mo`at isto taka da  formiraat 
haploidi (Bajaj 1983; Rashid 1983).  Sli~ni 
rezultati se dobieni vo poslednite godini 
i kaj orizot (Reeves 1986), kade  mo`e da 
se zabele`i osobena korelacija pome|u 
vegetativnata propagacija i taa na anter-
ite.  Maheshwari et all. (1983) pak doka`ale  
deka haploidnata  indukcija e mo`na  kaj 
Angiospermite i toa  247 vidovi i hibridi 
od 88 roda i 34 familii  se sposobni da 
produciraat haploidi in vitro.

Ponekoga{ se javuvaat razliki pri 
haploidnata indukcija iako se raboti za 
eden ist rod, taa mo`e da bide od mnogu le-
sna do nemo`na. Imeno, postojat tipi~ni ra-
zliki vnatre vo genot na Oryza, Lycopersicum 
Arabidopsis, Solanum, Triticum i Nicotiana.

Cuha i Maheshwari (1964; 1966) 
rabotej}i vo Indija, prvi poka`ale deka 
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in vitro izoliranite anteri od Datura inoxija 
bile sposobni da formiraat haploidni 
embrioni. 

Dodeka Bourgin i Nitch (1967) gi 
dobile prvite haploidni rastenija izo-
lirani od anterite na Nicotiana tabacum. 
Do 1964 god. imalo mnogu publikacii koi ja 
objasnuvale produkcijata na haploidite  in 
vitro. Ova bilo va`no za genetikata, kako i 
vkrstuvaweto na rastenijata. Prednostite 
na haploidite  bile koristeni od  Sander-
land (1973) , Hermsen (1977,1984), Hermsen i 
Ramanna (1982), Jensen (1977), Reinert i Bajaj 
(1977), Debergh (1974 1978), Wenzel (1980), 
Raghavan (1986).

Genetskite ispituvawa se mnogu po-
lesni kako rezultat na indukcijata na hap-
loidite, koja e prosledena so udvojuvawe na 
hromozomite, pri {to na pobrz na~in se do-
bivaat homozigotni rastenija  Pri genetskoto 
udvojuvawe vo homozigotnite rastenija, re-
cesivnite geni ne se maskirani od strana na 
dominantnite. Produkcijata na homozigotni 
rastenija  e va`na za vkrstenite vidovi na 
koi pripa|aat kompatibilnite rastenija,  
dodeka pak heterozigotnosta e doka`ana so 
pomo{ na polinacijata. Ako polinacijata 
se vr{i so vkrstuvawe, dobivaweto na ho-
mozigotni linii e pote{ko. Zgolemuvaweto  
na homozigotnosta e isto taka opi{ano i 
kako rezultat na nivnite polinatori. Po 
pravilo, visokata homozigotnost e rezultat 
na sopstvenata polinacija na rastenijata, za 
da se postigne potpolna homozigotnost. Kako 
i da é potrebni se od 5-7 generacii za da se 
postigne celosna homozigotnost.  Homozigot-
nosta e  dosta va`na za onie rastenija koi 
imaat mnogu dolga juvenilna faza (period od 
seme do cvetawe), kako i za ovo{nite  drvja, 
rastenijata so lukovica i {umskite drvja. 
Iako so povtoruvawe na polinacijata mo`e 
da se postigne homozigotnost, kaj ovaa grupa 
na rastenija toa e dosta dolg proces.

Ako e mo`na pogolema populacija 
na haploidni kletki, toga{  e mo`na i in-
duciranata mutacija i selekcija  na povisoko 
nivo, pa na pr. rezistentnosta  protiv fi-
totoksinite mo`e da bide izdvoena od hap-
loidnite kletki na populacijata so pomo{ 

na dodadenata indukciona mutacija vo hap-
loidnite kletki. Primeri na haploidnata 
mutaciona indukcija  se dadeni od Nitsch et 
all. (1969) Sunderlend (1973) i Bajaj (1983). No, 
~esto pati in vitro haploidite se udvojuvaat 
spontano, pri {to se dobiva homozigotno 
potomstvo. Isto taka mo`e da se ka`e deka 
dodavaweto na kolhicinot in vitro e mnogu 
polesno otkolku in vivo. 

^esto pati podobro e da se raboti 
so protoplasti na haploidite otkolku so 
diploidi za somatska hibridizacija. So 
fuzijata na dva haploidni protoplasta 
se dobivaat diploidi, diploidite davaat 
tetraploidi i tn. Se pretpostavuva deka 
dobienite monohaploidi sami po sebe ne 
se va`ni vo vkrstuvaweto na rastenijata 
se dodeka tie se sterilini,  pa zatoa prvo 
mora da se udvojuvaat za da se dobijaat 
fertilni rastenija Postojat dva metoda 
koi se upotrebuvaat pri in vitro tehnikata za 
dobivawe na diploiden broj na hromozomi  
od haploidnite: sponatano, so pomo{ na 
endomitozata pri formirawe na slu~ajni 
embrioni ili mladi fidanki, ili so treti-
rawe so kolhicin. Vaka dobienite diploidi 
se po~eten materijal za ponatamo{noto 
vkrstuvawe, koe pak bi vodelo vo nasoka na 
kvalitativno i kvantitativno dobivawe na 
dobri hibridni rastenija.

DOBIVAWE NA HAPLOIDI IN VITRO

Ispituvaj}i go po~etniot materijal 
za dobivawe na haploidni rastenija, De-
bergh (1978) i Sanderland (1978;1980) do{le 
do zaklu~ok deka haploidite mo`at da se 
dobijat  od:

1. Anteri - Ispituvawata se odnesu-
vaat na na~inot na  izolirawe na anerite, 
koi se izoliraat vo tvrd ili te~en hranliv 
rastvor. Ponekoga{ se steriliziraat zat-
vorenite pupki, dodeka vo drugi slu~aevi 

Sl.1 . Indukcija na haploidi 
   od anteri kaj Nicotiana tabacum (Lab. 

    in vitro.JNU Institut za tutun, Prilep)
Fig.1 Induction of haploids byanther culture in 

N. tabacum (Tob. Institute, Prilep)
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seu{te zatvorenite anteri dobieni od 
cvetot koj ve}e se otvoril. 

2. Polenovi kesi - ovaa e pomalku 
upotrebliva tehnika (bidej}i ima tehni~ki 
problemi) i e povrzana so podocne`nata 
rabota. 

3. Sopcvetija  koi naj~esto rastat vo 
te~en medium - ovoj metod, koj bil upotrebu-
van kaj Hordeum, e korisen za trevite i 
drugite rastitelni vidovi koi imaat mali 
cvetovi ili cvetovi so reducirani ~a{kini 
listovi. 

4. Drug metod za dobivawe na haploi-
di e kombinacijata so pomo{ na gametofit-
nata produkcija i jajceva (ovarialna) 
kultura, kaj Petunia axillaris dobivaweto na 
haploidi e dosta efekasno, so pomo{ na 
ozra~uvawe na polenot. Ozra~eniot polen 
ja stimulira ginogenezata, a vo mal del i 
fertilizacijata. 

 Sepak, mo`e da se ka`e deka pogolem 
broj na haploidi se dobivaat od izolirani  
anteri, ili ponekoga{ od polen. Androgenez-
ta stana  va`en izvor na haploidni rastenija 
in vitro. Ova e od golemo zna~ewe, bidej}i 
polenovite granki mo`at  da dadat pogolem 
broj na oddelni haploidni rastenija.

  Dobivaweto na individualni po-
lenovi granki, kolku i da e tehni~ki te{ko 
(Debergh 1978; Sunderland 1978; Nitsh 1977; 
Wenzel 1980; Bajaj 1983), ima i svoi pred-
nosti bidej}i:

1. Anterite pove}e  ne pretstavuvaat 
pre~ka pri transportot na solite od mediu-
mot  do polenovite granki.

2. So eleminacijata na anterite, 
inhibitorite ABA i  toksi~nite supstancii 
pove}e ne se problem.

3. Kalusnoto tkivo od anterite mo`e 
da bide otstraneto. 

4. Kako po~eten materijal za muta-
cioni isputuvawa i geneti~ki manipulacii 
polenovite granki se podobri otkolku an-
terite. 

5. Embrionot mo`e polesno da se 
dobie od polenovite granki otkolku od 
anterite .

Dobivaweto na haploidni rastenija 
dosega se vr{e{e na slo`eni mediumi i toa 
be{e mnogu malo. Iako, polenovite kulturi 
se neuspe{ni za pogolem broj rastenija, sepak 
tie mo`at da se dobijaat od slednive: Petu-
nia hibrida Lycopersicum lycopersicum, Brassica 
oleracea, N.Tabacum i Datura innoxia.

Slika    2. Metoda za dobivawe na polenovi kulturi
Fig.  2.  Method for obtaining pollen cultures

Poslednive nekolku godini, se 
napraveni pove}e istra`uvawa pri izo-
liraweto na mikrosporite, osobeno od Bras-
sica napus  (Keller 1986). 

 Za rastewe na polenot potrebna e 
posebna specijalizirana tehnika:

1. Inicijalno rastewe na zatvore-

nite anteri, za da mo`at da rastat vo pole-
novite granki

2. Ekstrakcija na polenovite granki 
(filtrirawe, miewe, centifugirawe i 
dr.)

3. Aplikacija na procedurata na 
razvivawe.

Anteri (V),  koi se zemeni od mlad 
cvet (A), se homogeniziraat so pomo{ na 
Poterov homogenizator (S). Na ovoj na~in 
polenovata suspenzija (D) e purificirana. 

Suspenzijata e izdvoena (E) i centrifu-
girana (F), dekantirana i inokulirana so 
pipeta (G) na kulturen medium vo petrievi 
~a{i (H). (Debergh 1974). 

G. Miceska: Produkcija na haploidi kaj tutunot in vitro
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Haploidite vo praksa mo`at da bida-
ta dobieni na 2 na~ina od izolirani anteri 
(Debergh 1978, Reinert i Bajaj 1977). 

1. Direktno: od polenovite granki 
(mikrosporite)

2. Indirekno: prvo se formira  kalus 
od polenovite granki, a potoa embrion, ili 
korenovi regeneranti. Ovoj tip na razvitok                      
se sre}ava  i pri  dobivaweto na  haploidi 
od mikrospori so direkna organogeneza. 

 Pri dobivaweto na haploidite, od  
golema va`nost  e i goleminata i  stadiumot 
na razvitok na anterite vo momentot koga se 
vr{i nivnata izolacija.

Pove}e avtori (Debergh 1978, Reinert 
i Bajaj 1977, Sunderland i Dunwell) smetaat 
deka anterite treba da se zemaat (izoliraat) 
koga polenovite kletki se u{te ja nemaat 
napraveno prvata delba. Dunwell (1985) smeta 
deka podobro e anterite da se izoliraat 
toga{ koga }e imaat formirano teteradi 
odnosno vo prvata polenova mitoza. Prvata 
kleto~na delba kade ima mal generativen 

nukleus i golem vegetativen nukleus ~ie 
izleguvawe mo`e da se doka`e so pomo{ na 
Feulgen - presa, za da se izdvoi kleto~noto 
jadro. Vo nekoi  slu~ai anterite mo`at da 
bidat izdvoeni vo podocne`en stadium, 
nekoga{ vo tekot  ili po prvata delba na 
mikrosporite (Nitch 1981, Sunderlend 1980). 

Odgovor na pra{aweto koga treba 
da se izoliraat polenovite granki e daden 
od  Heberle - Bors E. (1985). Taa zaklu~ila 
deka  najdobriot stadium e mnogu kompleksen 
faktor, koj se sostoi od 3 dela: R - granki  
(embrionite na polenovite zrna), matu-
racijata, (normalno zreli polenovi zrna, 
i normalno zrelite yidovi na anterite. 
Najdbriot razvitok sekoga{ se izbira vrz 
baza na morfolo{kite karakteristiki. Ne 
sekoga{ morfolo{kite karakteristiki se 
sovpa|aat so razvitokot na mikrosporite 
(Sl. 3).  Kaj tutunot, pupkite koi treba da se 
izbiraat treba da imaat razvieni vene~ni 
listovi koi po~nuvaat da se poka`uvaat nad 
~a{kinite listovi na cvetot.

Slika   3. Razli~na golemina na pupkite kaj Nicotiana tabaccum  
 Fig. 3. N.tabaccum with various bud size

Formiraweto na haploidniot em-
brion od izolirani mikrospori in vitro  dobro 
e opi{an od (Debergh, 1974). 

„. Prva polenova mitoza pri for-
mirawe na dve simetri~ni jadra od koi 
dvete se razvivaat

„„.Prva polenova mitoza na dve 
nesimetri~ni jadra (edno vegetativno i 
edno generativno) od koi vegetativnoto se 
razviva, a generativnoto uginuva

„„„. Formirawe na dve simetri~ni 
jadra od koi generativnoto se razviva, a 
vegetativnoto uginuva

IV. Haploiden embrion

Zna~i, dobivaweto na haploidite  
od mikrosporite so edine~ni jadra mo`e da 
bide na dva razli~ni na~ina: (Sunderland i 
Dunwell 1974; Reinvert i Bajaj 1977) (Sl. 4):

1. Vo pove}e slu~ai posle prvata jad-
rena delba koja  se javuva  vo generativnite 
i vegetativnite jadra na mikrosporite, gene-
rativnite jadra degeneriraat ili miruvaat 
i samo vegetativnite jadra se razvivaat.

2 Ponekoga{ vegetativnite jadra 
degeneriraat a generativnite se razvivaat. 
Ova e zabele`ano kaj Hyoscyamus (Raghvan 
1976).

3. Pri prvata delba se formiraat 

Tutun/Tobacco, Vol.59, No 9-10, 201-206, 2009



205

Slika  4. [ematska ilustarcija na razvitok na mikrosporite in vitro 
(Cit. po Bajaj i Reinert 1977, Sunderland i Dunwwell)

Fig. 4 In vitro growth of microspores

dve identi~ni jadra i dvete se razvivaat. 
Ova ne upatuva kon simetri~na mikrosporo-
geneza. 

Po prvata mitoza se razvivaat  
neidenti~ni (asimetri~ni) i identi~ni 
simetri~ni jadra. Rezultatot po vtorata 
mitoza mo`e da bide haploid ili diploid. 
Diploidnite kletki mo`at da se dobijaat 
so soedinuvawe na kletkite.             

Od golema va`nost za ishodot na 
mitozata se i hranlivite ili mineralnite 
mediumi vo koi se odgleduvaat mikrospo-
rite (polenovite zrna). Obi~no koli~inata 
na jaglehidratite se dvi`i od 2 do 4%,                       
Ph sredinata iznesuva 5,8 pred avtoklavi-

rawe, koli~inata na stimulatorite zavisi 
od toa za koj stadium na razvitok se raboti                        
(organogeneza, rizogeneza ili celosni ras-
tenija). Rasteweto vo te~en medium mo`e 
da bide dosta povolno. Treba da se naglasi 
deka razli~nite koncentracii na mineralni 
materii vo hranlivite mediumi zavisat i 
od stepenot na razvitok na anterite vo kul-
turata. Ovoj proces najdobro go objasnile od 
Wenzel i Fouroughi-Wehz (1985) kaj domatot. 

Fizi~kite faktori kako {to se, 
dol`inata na denot, zra~eweto, (osvetlu-
vaweto) odnosno fotoperiodizmot, se mnogu 
va`ni za vreme na androgenezata vo uslovi  
in vitro. 

ZAKLU^OCI

3  Tututnot e idealno rastenie za 
dobivawe na haploidni kulturi. Tutunskite 
kulturi produciraat eksplozija od haploidi 
koi denes se koristat vo procesite na hi-
bridizacija.

3  Goleminata na cvetovite e mnogu 
va`en faktor za procesot na androgeneza. 

Naj~esto se koristat cvetovi ~ii vene~ni lis-
stovi se pojavuvaat nad ~a{kinite listovi.

3 Izborot na mineralniot medium 
kako i fizi~kite uslovi (temperatura, 
svetlina, vla`nost, fotoperiodizam) se 
od golema va`nost pri indukcijata na hap-
loidi.
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SUMMARY
                                                         

In the applications of haploid plants, chromosome doubling has a major role and has been 
widely researched. Chromosome doubling restores fertility to plants and often results in genetically 
homozygous doubled haploids. In diploid and allopolyploid species these homozygous plants have 
the potential to become pure breeding new cultivars or the parents for producing uniform hybrids. It 
is also significantly easier to select for disease, agronomic and quality traits on doubled haploid lines 
than on F2 plants. With autopolyploid species it is easier to breed and select at the haploid level. How-
ever, chromosome doubling to the optimum ploidy level is desired for maximum yield. Chromosome 
doubling procedures are dictated to some extent by the methods used to produce haploid plants. If 
the haploid plant is derived from the male gamete (androgenesis) it is often feasible to apply doubling 
treatments at the single uninucleate stage or at the first post-meiotic mitotic division (PMI). What 
was initially described as spontaneous doubling may actually result from the type of pretreatments 
used to induce embryogenesis. More recently, the use of anti-microtubule agents for induction of 
both embryogenesis and chromosome doubling from microspores are leading to improved doubling 
frequencies. Evidence suggests that much of the microspore stage doubling could arise through 
nuclear fusion. The female gamete is protected by the ovule, making it more difficult to study and 
apply treatments for chromosome doubling. These gynogenetic haploids most often have come from 
ovule culture or chromosome elimination and the haploid seedlings are often the stage available for 
treatment to double the chromosomes.
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