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BREEDING AND SEED PRODUCTION OF AGRICULTURAL CROPS

Морковь — одна из важных сель-
скохозяйственных культур. По

данным Министерства сельского хозяй-
ства России площадь под промышлен-
ным производством моркови столовой
в стране достигает ежегодно 23600 га, а
потребность в семенах составляет
около 40 т. В 2017 году в
«Государственном реестре селекцион-

ных достижений, допущенных к исполь-
зованию», представлено 148 сортов и
143 гибрида F1 моркови столовой.

Корнеплоды моркови широко
используются для продовольственных и
кормовых целей, в детском и диетиче-
ском питании, а также в медицине. В
сердцевине моркови обнаружен пиг-
мент апигенин, снимающий усталость

сердечной мышцы (Бунин и др., 2004;
Тюкавин, 2007). Из семян моркови про-
изводят Даукарин – препарат, который
применяется  при коронарной недоста-
точности и стенокардии, и Уролесан,
применяемый при мочекаменной и жел-
чекаменной болезни.

Одним из путей повышения урожай-
ности и качества продукции моркови
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Целью данного исследования было изучить факторы, влияю-
щие на процесс эмбриогенеза в культуре изолированных мик-
роспор in vitro, оптимизировать существующие протоколы и
получить удвоенные гаплоиды моркови (DH-растения). Из 10
изученных в 2017 году сортообразцов нам удалось получить
эмбриоиды у 8 сортообразцов с использованием 5 различных
вариантов питательных сред. Наибольший выход эмбриоидов
наблюдался у селекционного образца 7кт (84 эмбриоида на
чашку Петри). Было отмечено, что оптимальными для введе-
ния в культуру являются бутоны, содержащие преимуще-
ственно микроспоры на поздней вакуолизированной стадии
развития. Первые деления в культуре микроспор моркови под
микроскопом были обнаружены уже через 3 дня после нача-
ла культивирования. На 40 сутки эмбриоиды были хорошо
сформированы и видны невооруженным глазом. Было
отмечено, что если продолжать культивировать эмбриоиды
на питательной среде с 13% сахарозой более 60 суток, то
активно начинается процесс образования вторичных
эмбриоидов. В связи с этим мы рекомендуем эмбриоиды на
сердцевидной стадии развития сразу же переносить в
отдельные пробирки на регенерационную среду с 2% сахаро-
зой, чтобы вести правильный учет образовавшихся эмбриои-
дов. Мы провели изучение влияния факторов генотипа и пита-
тельной среды, а также их совместного действия на образо-
вание эмбриоидов у 8 генотипов моркови на 5 различных
питательных средах. Проведенный двухфакторный диспер-
сионный анализ показал, что генотип является главным фак-
тором определяющим образование эмбриоидов из микро-
спор, а совместное действие обоих факторов также опреде-
ляет количество образовавшихся эмбриоидов. Прямым под-
счетом числа хромосом в меристематических клетках и с
использованием метода подсчета хлоропластов в замыкаю-
щих устьичных клетках было установлено, что почти все полу-
ченые растения были удвоенными гаплоидами.

Ключевые слова: Daucus carota L., DH-технологии, культу-
ра изолированных микроспор, андрогенез, регенерация
растений. 
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The main goals of  the research were to study the fac-
tors af fect ing on the process of  embryogenesis in cul-
ture of  iso lated microspores,  opt imize the ex ist ing
protocols,  and f ina l ly  produce the doubled haplo id
plants in carrot  (DH-plants) .  Out of  10 carrot  acces-
s ions tested in 2017 the embyoids were obta ined in 8
carrot  accessions with the use of  5 d i f ferent media.
The h ighest y ie ld of  embyoids was obta ined in acces-
s ions 7kt  (84 embryoids per Petr i  d ish) .  I t  was shown
that  opt ima l  exp lan ts  were  buds  conta in ing
microspores at  late vacuolated uninucleate stage. The
f i rst  d iv is ions in microspores were seen in 3 days of
cul t ivat ion.  Af ter  40 days,  the wel l -developed embry-
oids can be observed by naked eye.  I t  was a lso shown
that fur ther cul t ivat ion of  these embryoids on medium
with 13% agarose over 60 days provoked the act ive
secondary embryoid format ion.  Owing to th is,  i t  is
recommended to p lace the embryoids at  heart-shaped
stages on another regenerat ion medium suppl ied with
2 % of  agarose, enabl ing to register  correct ly  the
number of  wel l - formed embryoids.  We carr ied out the
study on inf luence of  such factors as genotype and
composi t ion of  medium, and thei r  combinat ion on
embryo id  format ion in  8  genotypes on 5 var ious
media.  ANOVA analys is showed that the p lant geno-
type was the main factor causing the embryoid forma-
t ion,  whereas the ef fect  of  both factors had an impact
on the number of  embryoids developed. The count ing
the chromosome number in mer istem cel ls  and a lso
observat ion of  ch loroplast  number in stoma guard
cel ls  enabled to reveal  that  most of  the p lants pro-
duced were the doubled haplo ids 
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столовой является создание гетерозис-
ных гибридов F1, отличающихся улуч-
шенными показателями хозяйственно
ценных признаков.

Для получения F1 гибридов моркови
необходимы генетически выровненные
линии, для создания которых методами
классической селекции требуется 12-14
лет. Кроме того, не удается достичь
полной степени гомозиготности по
желаемым признакам. Это трудоемкий
и длительный процесс, который можно
сократить с использованием современ-
ных биотехнологических методов полу-
чения удвоенных гаплоидов in vitro
(культура пыльников, изолированных
микроспор и неоплодотворенных семя-
почек).

Культура микроспор in vitro (андроге-
нез) занимает ведущее место в селек-
ционных программах по созданию
удвоенных гаплоидных растений (DH-
растения). С помощью этого метода
можно получить полностью гомозигот-
ные линии за 1 год. Отсутствие сомати-
ческих тканей в культуре микроспор,
позволяет не ставить под сомнение
происхождение полученных растений, а
реализация гаметоклональной изменчи-
вости в индивидуальных растениях пре-
доставляет возможность получить

большое разнообразие исходного мате-
риала для селекции.

Несмотря на многочисленные попыт-
ки получить удвоенные гаплоиды в куль-
туре пыльников моркови (Andersen,
1985; Тюкавин и др., 1999; Домблидес
2001; Gуrecka et al., 2005; Шмыкова,
2006; Чистова А.В., 2015), успехи в
использовании метода культуры микро-
спор у этой культуры были достигнуты
лишь в последние годы. Matsubara S. et
al. (1995) впервые сообщили об образо-

вании многоядерных структур и каллуса
в культуре изолированных микроспор.
Gócrecka К. et al. (2010) и Li J.-R. et al.
(2013) впервые получили DH-растения
моркови и представили разработанный
ими протокол. Однако выход удвоенных
гаплоидов у этой культуры остается
достаточно низким, и новые генотипы
нуждаются в оптимизации данной тех-
нологии.

Лаборатория столовых корнеплодов
и лаборатория генетики ФГБНУ ФНЦО
обладают большой коллекцией пер-
спективных форм моркови столовой
для создания гетерозисных гибридов
F1. Целью данного исследования было
изучить факторы, влияющие на процесс
эмбриогенеза в культуре изолирован-
ных микроспор in vitro, оптимизировать
существующие протоколы и получить
удвоенные гаплоиды моркови.

Материалы и методы
В работе использовали образцы

моркови столовой из коллекции лабо-
ратории столовых корнеплодов и лабо-
ратории генетики и цитологии ФГБНУ
ФНЦО, относящиеся к разным сортоти-
пам (табл. 1). Донорные растения выра-
щивали в условиях открытого грунта с
соблюдением агротехнических меро-
приятий для получения семенников.
Корнеплоды, полученные в условиях
открытого грунта, после яровизации в
холодильной камере при температуре
+4-6°С в течение 3 месяцев высажива-
ли в климатической камере при режиме
19°С круглосуточно, 16 ч день/8 ч ночь,
освещение 9000 люкс или отапливае-
мой теплице. 

При отборе бутонов проводили цито-
логическое исследование стадий разви-
тия микроспор. Для визуализации мик-
роспор и пыльцы использовали методи-
ку дифференциального окрашивания
(Alexander, 1969) и микроскоп Axio
Imager А2 (Zeiss, Германия), с помощью
которого определяли стадию развития
микроспор.

Культура микроспор
Бутоны собирали с растений, находя-

щихся на начальной стадии цветения, и
стерилизовали 30 с в 96% этаноле,
затем в течение 5 мин. в 50% водном
растворе коммерческого препарата

Таблица 1. Образцы моркови столовой Daucus carota L.

Селекционный№ Название Происхождение Сортотип

4 Нантская 4 Россия Нантская

7 Cubic sperlings Германия Флакке

7kt Селекц. линия Россия Флакке

8 Шантенэ Россия Шантене

9 De Luc Франция Шантене

10 Purple Dragon США Император

19 Nutri-RED Чехия Император

22 Rubra Vitamina Германия Флакке

23 Saint Valery Нидерланды Флакке

26 Maestro F1 Франция Нантская

А. Равное деление – 3 суток культивирования Б. Деления в микроспорах элипсоидной и сфе-
рической формы – 3 суток культивирования

В. Многоклеточные эмбриоидные структуры – 10 суток культивирования

Г. Глобулярный эмбриоид – 
18 суток культивирования

Д. Торпедовидный эмбриоид – 
24 сутки культивирования
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«Белизна» с добавлением Твина-20 (1
капля на 100 мл), с последующим трех-
кратным промыванием в стерильной
дистиллированной воде.

Выделение и культивирование мик-
роспор проводили по оптимизирован-
ной методике, разработанной для
рапса (Lichter, 1982) на среде ½ NLN,
ph 5.8 с концентрацией сахарозы 13%
и добавлением цефотаксима 200 мг/л.
Для индукции эмбриоидов было раз-
работано 4 дополнительных варианта
среды на основе NLN и МС (Murashige
and Skoog, 1962) с различными добав-
ками. 

Культивирование проводили в чаш-
ках Петри диаметром 6 см на питатель-
ной среде (5 мл), в которой они инкуби-
ровались при 32°С в темноте в течение
двух суток, далее инкубация проходила
при 25°С в темноте до образования
эмбриоидов. 

Получение растений-регенерантов
Эмбриоиды на торпедо – и сердце-

видной стадии развития помещали в
стеклянные пробирки с мостиками из
фильтровальной бумаги на питательную
среду МСм (Masuda et al., 1981) с 2%
сахарозой и добавлением 0,1 мг/л кине-
тина. Культивирование проводили на
стеллажах с люминесцентными лампа-
ми при 25°С и фотопериоде 14 часов,
освещенности 2,5 тыс. люкс.

Выращивание 
растений-регенерантов
Растения с нормально развитыми

листьями и корневой системой пере-
носили в вегетационные сосуды,
заполненные смесью торфа и перли-
та (7:3), накрывали перфорированны-
ми пластиковыми стаканчиками для
адаптации растений к условиям in
vivo. Выращивали растения-регене-
ранты в тех же условиях, что и донор-
ные растения.

Определение плоидности 
растений подсчетом хлоропластов
в замыкающих устьичных клетках
Определение плоидности у расте-

ний регенерантов проводили путем
подсчета хлоропластов в замыкающих
устьичных клетках. Эпидермальный
слой клеток снимали с нижней сторо-
ны листьев, промывали в дистиллиро-
ванной воде и помещали на предмет-
ное стекло в каплю воды, накрывали
сверху покровным стеклом и просмат-
ривали под микроскопом Axio Imager
А2 с флуоресценцией (набор фильт-
ров BR 490 и 515). Не менее 10 пар
устьичных клеток каждого растения
были сфотографированы и проведен
подсчет хлоропластов.

Подсчет числа хромосом 
с использованием 
пропионо-лакмоидного метода
Цитологическое исследование про-

водили пропионо-лакмоидным методом
(Соловьева, 1982) путем приготовления
давленых препаратов меристемы стеб-
ля и кончиков корней растений, кореш-
ков проростков.

Препараты просматривали с помо-
щью микроскопа Zeiss Scope.A1, осна-
щенного камерой Digital Camera Power
Shot G10 Canon. Обработку изображе-
ний проводили с помощью программы
Axio Vision, версия 4.8 (Carl Zeiss
MicroImaging, Jena, Germany).

Статистический анализ 
Обработку экспериментальных дан-

ных проводили с использованием обще-
принятых математико-статистических
методов с использованием пакета при-
кладных программ Microsoft Exel и
Statistika 6.0

Результаты
Одним из важных факторов, влияю-

щих на образование эмбриоидов,
является стадия развития микроспор.
Ранее было определено, что индукция
андрогенеза может наблюдаться как на
стадии тетрад, так и на стадии вакуоли-
зированных микроспор, но оптималь-
ной для моркови является стадия, когда
большая часть микроспор в пыльниках
находится на поздней одноядерной ста-
дии (Тюкавин и др., 1999; Домблидес A.,
2001; Gorecka К. et al. 2010).

На донорных растениях сорта
Шантенэ была проведена серия опытов

Таблица 2. Влияние стадий развития микроспор на образование эмбриоидов*

№
опыта

Стадия развития микроспор и 
пыльцы в бутонах

Количество
чашек, шт

Количество
эмбриоидов, шт/ч

1 Тетрады и ранние микроспоры 4 0

2 Одноядерные и преимущественно поздние
вакуолизированныее микроспоры

4 5±1,4

3 Поздние вакуолизированные микроспоры
и двухклеточная пыльца

4 1,25±0,6

4 Двухклеточная и зрелая пыльца 4 0

Примечание:* в эксперименте использовалась среда 1 - Ѕ NLN -13, ph 5.8
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Е. Эмбриоиды на 30 сутки культивирования

Ж. Эмбриоиды в культуре микроспор на разных стадиях развития на 45 сутки культивирования
Рисунок 1. Эмбриоиды на разных стадиях развития в культуре микроспор моркови столовой
(Daucus carota L.)

Рис. 2. Образование аномально развивающихся корневидных эмбриоидов.
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по определению оптимальной стадии
развития микроспор и пыльцы для
индукции эмбриогенеза в культуре изо-
лированных микроспор моркови.
Донорные растения выращивали в
защищенном грунте, бутоны срывали с
соцветий первого порядка, с зонтичков
краевых цветков 1-2 ряда. Закладку
опыта проводили каждые 3 дня. Перед
введением в культуру in vitro для опре-
деления стадии развития микроспор
препараты окрашивали дифференци-
альным красителем. В результате этого
эксперимента было подтверждено, что
наибольший выход эмбриоидов наблю-
дается у растений моркови, находящих-
ся в начале цветения, из бутонов в кото-
рых наибольшая часть микроспор нахо-
дится на поздней одноядерной стадии
развития (табл. 2). Из бутонов, содержа-
щих тетрады и микроспоры на ранней
одноядерной стадии развития, а также
из бутонов с двухклеточной и зрелой
пыльцой эмбриоидов получено не было.
Последующие эксперименты на всех
образцах проводили, отбирая бутоны
только с микроспорами на поздней
одноядерной стадии развития. 

Нами были цитологически изучены
этапы образования эмбриоидов в куль-
туре микроспор моркови (рис 1-4).
Первые деления в культуре микроспор
моркови под микроскопом были обна-
ружены уже через 3 дня после начала
культивирования, а на 30-45 сутки
эмбриоиды были хорошо видны нево-
оруженным глазом. Было отмечено, что
если продолжать культивировать
эмбриоиды на питательной среде с 13%
сахарозой более 60 суток, то активно
начинается процесс образования вто-
ричных эмбриоидов (рис. 3) и в после-
дующем это может привести к ложным
результатам по увеличенному количе-
ству образовавшихся эмбриоидов за
счет вторичного эмбриогенеза.
Большая часть эмбриоидов при этом
будет генетически идентична. В связи с
этим, мы рекомендуем эмбриоиды на
сердцевидной стадии развития сразу
же переносить в отдельные пробирки
на регенерационную среду с 2% саха-
розой (рис.5-6), чтобы вести правиль-
ный учет образовавшихся эмбриоидов.
Поскольку эмбриоиды образуются в
культуре микроспор моркови не одно-
временно и часто находятся на разных
стадиях развития, то перенос эмбриои-
дов на регенерационную среду необхо-
димо проводить несколько раз. Одной
из проблем, с которой можно столк-
нуться при регенерации растений мор-
кови из эмбриоидов, полученных в куль-
туре микроспор in vitro – это образова-
ние альбиносных или частично альби-
носных растений (рис.7). Обычно эта
проблема носит генотип-специфиче-
ский характер. В нашем эксперименте
такие растения появлялись в культуре
микроспор у сортообразца Шантенэ,
где процент альбиносных и частично
альбиносных растений составлял около
50%. 

Рис. 3. Образование многочисленных вторичных эмбриоидов на первичных эмбриоидах при
длительном культивировании на среде с 13% сахарозой – 70 суток культивирования.

Рис. 4. Эмбриоиды в культуре микроспор на 40сутки культивирования.

Таблица 3. Количество образовавшихся эмбриоидов* 

на различных вариантах питательной среды**

Сортообразец кол-во
чашек

среда 1 среда2 среда3 среда4 среда5

Cubic sperlings 6 0 13±1,8 10± 2,7 13±1,1 2±0,4

7 кт 6 0 0 0 72 ± 5,4 0

De Luc 6 0 2,4±0,7 0 0 0

Nutri-Red 6 0 4,4±0,7 0 0 0

Rubra Vitamina 6 0 5,5±0,3 0 0 0

Saint Valery 6 4±0,8 0 0 0 0

Нантская 4 6 0 2,2±0,7 0 0 0

Шантене 6 5,4±0,5 3,5±0,6 0 0 19±0,9

НСР05 1,3 3,2 7,2 1,3

Примечание: * - среднее количество образовавшихся эмбриоидов в одной чашке
Петри на 45 сутки культивирования; **состав питательных сред: среда 1 - Ѕ NLN -
13, ph 5.8; среда 2, 3, 4 – на основе среды NLN -13 с различными добавками, ph
5.8, среда 5 – на основе среды – МС с 13% сахарозой, ph 5.8
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Для моркови критическим этапом
является адаптация растений-регене-
рантов, полученных в условиях in vitro
к условиям выращивания их in vivo.
При переносе растений регенерантов
в условия с влажностью, которая
меньше чем в культуральном сосуде,
растения быстро увядают.
Предположительно это связано с
ненормальным функционированием
замыкающих клеток устьиц, либо их
деформации, а также комплексом
метаболических процессов, связан-
ных с водным режимом. При дальней-
шем культивировании в условиях in vivo
у растений-регенерантов формируются
новые листья с устьицами, которые нор-
мально развиты (Huguette et al., 1993).
Минимизировать эти потери можно,

используя профилактические обра-
ботки коммерческим препаратом
«Квадрис 250 SC, K.C.», сразу после
пересадки и через 2-е суток, затем по
мере необходимости. В наших опытах
процент гибели растений на этапе
адаптации не превышал 20-30% в
зависимости от образца.

Полученные растения-регенеран-
ты, успешно прошедшие адаптацию,
практически все были удвоенными
гаплоидами. Это было подтверждено
прямым подсчетом числа хромосом в
меристематических клетках (рис.8) и
с использованием косвенного метода
определения плоидности путем под-
счета количества хлоропластов в

замыкающих устьичных клетках (рис.
9). Часть растений – регенерантов R0
зацветала без прохождения стадии
яровизации корнеплодов (рис. 10),
основная же часть нуждалась в 2-3
месячной яровизации для успешного
получения семян (рис.11).

Известно, что одними из важней-
ших факторов, влияющих на эффек-
тивность эмбриогенеза, является
генотип и питательная среда
(Тюкавин и др., 1999; Gorecka К. et al.
2010; Чистова А.В., 2015). Из 10 изу-
ченных в 2017 году сортообразцов на
5 различных питательных средах нам
удалось получить эмбриоиды у 8 сор-
тообразцов (табл. 3). Наибольший

Рис. 8. Хромосомы в меристемных клетках окрашенные с использованием пропион-лакмоидно-
го метода (увеличение х100). А – растение – регенерант R0, Б – контрольное диплоидное
растение

Рис. 10. 
Растения-регенеранты R0

Рис. 11. Самоопыление растений-регенеран-
тов R0 в теплице

Рис. 9. Хлоропласты в замыкающих клетках устьиц (увеличение х100;  флюоресценция хлоро-
пластов с использованием набора фильтров BR 490 и 515)  
А – растение- регенерант R0, Б – контрольное диплоидное растение
стемных клетках окрашенные с использованием пропион-лакмоидного метода (увеличение
х100). А – растение – регенерант R0, Б – контрольное диплоидное растение

Рис. 5. Прямое развитие растения R0 из
эмбриоида на мостике из фильтровальной
бумаги в прбирке на жидкой среде Мсм с 0,1
кинетина.

Рис. 6. Регенерация растений R0.

Рис. 7. Альбиносные и частично альбиносные
растения моркови сорта Шантенэ.
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выход эмбриоидов наблюдали у
селекционного образца 7кт (84
эмбриоида на чашку Петри). В своей
работе мы провели изучение влияния
этих двух факторов и их совместного
действия на образование эмбриоидов
у 8 генотипов моркови на 5 различ-
ных питательных средах.

Проведенный двухфакторый дис-
персионный анализ (рис.12, табл.4),
где генотип и среда являются опреде-
ляющими факторами, показал, что
генотип является главным фактором,
определяющим образование
эмбриоидов из микроспор. В тоже
время, совместное действие обоих
факторов также определяет количе-
ство образовавшихся эмбриоидов.

В результате проведенной работы
нами были изучены этапы эмбриоге-
неза в культуре изолированных мик-
роспор in vitro, изучены факторы,
влияющие на эмбриогенез, и получе-
ны удвоенные гаплоиды (DH-расте-
ния) из 8 сортообразцов моркови сто-
ловой. Анализируя отечественный и
зарубежный опыт, прослеживается
перспективность разработок DH-тех-
нологий получения удвоенных гаплои-
дов у растений моркови столовой
через культуру изолированных мик-
роспор in vitro. Внедрение этой техно-
логии позволит ускорить процесс
создания конкурентно способных
гибридов моркови.
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Рис. 12. Образование эмбриоидов у различных генотипов моркови.

Таблица 4. Результаты двухфакторного дисперсионного анализа по влиянию генотипа и 

состава питательной среды на эффективность образования эмбриоидов 

в культуре изолированных микроспор in vitro

Источник вариации SS Degr. of MS F p

межгрупповая 3816.04 1 3816.038 663.5625 0.00

генотип 5439.20 7 777.028 135.1157 0.00

среда 3008.11 4 752.027 130.7684 0.00

Взаимодействие
генотип*среда

24579.49 28 877.839 152.6455 0.00

случайная 1150.17 200 5.751


