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Doubled haploids (DHs) production through 
androgenesis is a biotechnological method for 
genetic improvement of crops. Biotechnological DH 
line production offers advantages to plant breeders, 
including the possibility to obtain homozygous lines 
within a year in contrast to common inbreeding 
methods, which may take 6–12 years. The greatest 
success in androgenesis has been achieved in some 
varieties of rapeseed (Brassica napus L.). However,  
the efficiency of androgenesis in other Brassica 
species is still poor. Induction of microspore 
embryogenesis is usually induced by many 
factors such as conditions of donor plant growth, 
genotype, microspore developmental stage, 
culture medium composition, and culture 
conditions. The reprogramming of microspores 
from the gametophytic to the sporophytic habit 
of development depends on various stress factors. 
Certain pretreatments of microspores, such as high 
temperature and colchicine, can favor androgenesis 
in Brassica species. Plant regeneration from 
microspores can be improved by proper application 
of different growth regulators (ethylene, abscisic 
acid, and indole acetic acid). optimal combinations 
of these factors are mandatory for efficient 
androgenesis. In this review, we summarize  
the experience of our colleagues in DH-technology 
in the Brassica genus. Attention is focused on some 
factors influencing the development of doubled 
haploid plants and their impact on enhancing  
the efficiency of androgenesis in Brassica species. 
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Технология получения удвоенных гаплоидов (DH (double 
haploid)-технологии) через культуру пыльников или микроспор 
in vitro – один из способов генетического улучшения 
сельскохозяйственных растений. С помощью DH-технологии 
полностью гомозиготные растения можно получить в течение 
одного года, в отличие от классических методов селекции,  
при использовании которых процесс инбридинга занимает  
6–12 лет. Преимущество этого биотехнологического подхода 
также состоит в расширении формообразовательного процесса 
за счет гаметоклональной изменчивости. Наибольший успех  
в получении DH-растений через культуру микроспор достигнут 
у некоторых сортов рапса (Brassica napus L.). Эффективность 
DH-технологии у других представителей рода Brassica остается 
по-прежнему низкой. На индукцию эмбриогенеза микроспор 
влияют многочисленные факторы: условия выращивания 
донорных растений, их генотип, стадия развития микроспор, 
состав питательной среды, условия культивирования. 
Перепрограммирование микроспор с гаметофитного пути 
развития на спорофитный происходит под действием различных 
стрессовых воздействий. К факторам, способным повысить 
эффективность эмбриогенеза у представителей рода Brassica, 
относятся предобработка пыльников и микроспор повышенной 
температурой или колхицином. Улучшение процесса 
регенерации растений из эмбриоидов может быть достигнуто 
за счет использования регуляторов роста (этилен, абсцизовая 
кислота, индолилуксусная кислота). Оптимальное значение  
и комбинация этих факторов являются необходимым условием 
для успешного эмбриогенеза. В данной обзорной статье 
обобщен опыт зарубежных и российских ученых в области 
разработки технологии получения удвоенных гаплоидов 
капустных культур, показаны различные факторы, влияющие 
на процессы получения DH-растений, а также подходы, 
позволяющие повысить индукцию эмбриогенеза из микроспор  
у растений рода Brassica.

Ключевые слова: Brassica, DH-технологии, культура микроспор, 
эмбриогенез, удвоенные гаплоиды.
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Хозя��ственное значение растени�� рода  Brassi�a L.  
трудно переоценить. Среди них наиболее широ-
кую известность имеют масличные, овощные, 

кормовые и медоносные культуры. В современно�� 
селекции сельскохозя��ственных культур приоритетным 
является создание гибридов F1, отличающихся от сор-
тов высоко�� урожа��ностью, выравненностью растени��  
по срокам созревания и качеству продуктивных органов. 
Наиболее сложным, трудоемким и продолжительным 
звеном в этом процессе является выведение константных 
родительских лини��, на создание которых уходит от  
6 до 12 лет при использовании традиционных методов 
селекции.

В большинстве развитых стран в настоящее время 
для ускорения селекции широко используются техно-
логии получения удвоенных гаплоидов (D�-техноло-D�-техноло--техноло-
гии) (Du�w���, 2010). Среди таких технологи�� ведущее 
место занимает культура микроспор i� vitro vitrovitro, которая 
не только обеспечивает гомозиготность получаемых 
удвоенных гаплоидов (D�-линии), но и способствует 
расширению спектра формообразования генетических 
рекомбинантных форм, в том числе с рецессивными 
признаками. В основе технологии лежит способность 
микроспор переходить с гаметофитного пути развития 
на спорофитны�� под де��ствием стрессовых факторов 
(повышенная температура высокое осмотическое дав-
ление и т. д.). При соответствующих условиях такие 
микроспоры начинают делиться по спорофитному типу, 
образуя эмбриоиды.  

Первые успешные исследования по культуре мик-
роспор капустных культур  проведены в начале 1980-х 
годов (L���t��, 1982). Позднее был разработан базовы��L���t��, 1982). Позднее был разработан базовы��, 1982). Позднее был разработан базовы�� 
протокол культуры микроспор рапса, которы�� служит 
осново�� D�-технологии для растени�� родаD�-технологии для растени�� рода-технологии для растени�� рода Brassi�a L. 
(P�����, K�����, 1988). Затем культуру микроспор сталиP�����, K�����, 1988). Затем культуру микроспор стали, K�����, 1988). Затем культуру микроспор сталиK�����, 1988). Затем культуру микроспор стали, 1988). Затем культуру микроспор стали 
применять для различных разновидносте�� капусты: 
капусты цветно�� (B�� olera�ea v���� botr�tis), брокколи 
(B�� olera�ea v���� itali�a), капусты полу- и рыхлокочан-
но�� (B�� olera�ea v���� �ostata), кольраби (B�� olera�ea v����  
go�g�lo�es), капусты декоративно�� (B�� olera�ea v���� 
a�ephala) и капусты белокочанно�� (B�� olera�ea v���� 
�apitata), а также капусты кита��ско�� (B�� rapa ��p. 
�hi�e�sis) (L���t��, 1989; T�k���t�, K�����, 1991; Du�j� 
�t ��., 1992; C�o �t ��., 1994; Z���� �t ��., 2008; �����to, 
T��x���� �� S��v�, 2011; Yu�� �t ��., 2012).

Несмотря на успехи биотехнологии в это�� области, 
универсально�� технологии получения удвоенных гапло-
идов у различных растени�� рода Brassi�a не существует, 
так как на процессы получения D�-растени�� влияютD�-растени�� влияют-растени�� влияют 
многочисленные факторы: условия выращивания до-
норных растени��, их генотип, стадия развития микро-
спор, тип предобработки бутонов и микроспор, состав 
питательных сред, условия культивирования. При этом 
оптимальное значение перечисленных факторов явля-
ется необходимым условием для эмбриогенеза.

Если в развитых зарубежных странах D�-технологииD�-технологии-технологии 
успешно развиваются в течение последних 25 лет, то 
в России они находятся на начальном этапе. Однако 
задача, стоящая перед селекционерами в наше�� стране, 
требует усто��чивого наращивания конкурентоспособ-
но�� продукции при условии сокращения затрат. Решение 
ее возможно за счет привлечения современных биотех-
нологических подходов.

Цель данно�� работы – обобщить опыт зарубежных 
коллег в области разработки технологии получения 
удвоенных гаплоидов капустных культур, показать 
различные подходы, позволяющие повысить индукцию 
эмбриогенеза из микроспор у растени�� рода Brassi�a��

Факторы, влияющие на образование 
эмбриоидов
Универсальных протоколов культуры изолированных 
пыльников/микроспор для всех видов не существует 
в силу межвидовых и внутривидовых (генотип-зави-
симых) различи�� в отзывчивости к андрогенезу. При 
проведении первоначального скрининга видов на от-
зывчивость к андрогенезу в основном используются 
базовые протоколы, разработанные для растени�� рода 
Brassi�a (рапс сорта Топаз). Основные шаги таких 
протоколов остаются неизменными. Они включают 
выращивание растени��-доноров, отбор бутонов, 
выделение микроспор, культивирование микроспор  
и индуцирование эмбриогенеза, регенерацию растени��, 
удвоение хромосом. Тем не менее в каждом конкрет-
ном случае необходима разработка индивидуальных 
протоколов культуры изолированных пыльников/мик-
роспор для каждого конкретного вида, сорта, генотипа, 
растения. 

Основно�� протокол и шаги, описанные ранее, посто-
янно оптимизируются учеными. В этом контексте такие 
параметры, как стадия развития донорного растения  
и бутонов (P�����, K�����, 1988; B������ �t ��., 1992), 
плотность культуры микроспор (�u��� �t ��., 1990; F����� 
�t ��., 1999), сахароза или полиэтиленгликоль (ПЭГ), 
регуляторы осмотического давления (B������ �t ��., 1992; 
I���-G�u�o� �t ��., 1998; L�o���to� �t ��., 2001) являются 
объектами различных исследовани��.

Стадия развития микроспор
У растени�� рода Brassi�a к эмбриогенезу способны 
микроспоры на поздне�� стадии развития и ранние двух-
клеточные пыльцевые зерна (P�����, K�����, 1988; �u��� 
�t ��., 1990). В процессе культивирования наблюдаются 
различные цитологические изменения, происходящие  
в них, например появление большого числа крахмаль-
ных зерен (Kott �t ��., 1988; Z�k�, D�k���o�, 1990; Lo, 
P�u��, 1992). Характерным признаком перехода микро-
спор с гаметофитного пути развития на спорофитны�� 
является первы�� симметричны�� митоз клеток взамен 
асимметричному. 
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Исследование изменени�� структуры цитоскелета  
в процессе инициации эмбриогенеза показало, что в позд-
них микроспорах, характеризующихся присутствием 
крупно�� вакуоли и латерально расположенного ядра,  
к симметричному делению клеток ведут два пути (Z�k�, 
D�k���o�, 1990). В первом случае в течение первых  
12 ч культивирования при 32 °С микроспор, находящих-
ся на поздне�� стадии развития, ядро клетки сохраняет 
свое маргинальное положение, но при этом меняется 
плоскость деления, что приводит к симметричному 
делению клеток и, соответственно, эмбриогенному 
развитию. Во втором случае митоз инициируется тогда, 
когда ядро смещается от оболочки к центру микроспоры 
(Z�k�, D�k���o�, 1990; ��u�� �t ��., 1993). По мнению 
исследователе��, центральная вакуоль и микротрубочки 
удерживают ядро в ацентричном положении вблизи кле-
точно�� мембраны. Исчезновение центрально�� вакуоли  
и нарушение образования микротрубочек, иниции-
руемое высоко�� температуро��, являются причино�� 
миграции ядра к центру микроспоры. Таким образом, 
вследствие митоза образуются две равноценные клетки, 
что также приводит к эмбриогенному развитию.

Возможен также и трети�� тип развития эмбриоидов, 
которы�� инициируется в раннем двухклеточном пыльце-
вом зерне (��u�� �t ��., 1993). В этом случае после 24 ч  
культивирования происходит деление вегетативно�� 
клетки, что не наблюдается в случае гаметофитного пути 
развития. При этом генеративная клетка оказывается 
блокированно�� возле интины и, как правило, не вступает 
в митоз (B����ov� �t ��., 1993). 

Таким образом, успех индукции эмбриогенеза зависит 
от правильно�� оценки состояния развития мужского гаме-
тофита донорного растения. Развитие цветка управляется 
взаимоде��ствием гомеозисных генов. Так, например, 
тычиночные примордии развиваются после того, как 
появились примордии чашелистиков и лепестков, но до 
инициации плодолистиков (Go������ �t ��., 1993). Эта 
взаимосвязь в развитии часте�� цветка сохраняется на 
протяжении всего периода его жизни, поэтому по морфо-
логическим признакам одних часте�� цветка можно судить 
о степени развития других. Например, коэффициент 
корреляции между длино�� бутона и стадие�� развития 
мужского гаметофита у капусты брокколи составляет 
0,85–0,94 (Шмыкова, 2006). Можно предположить, что 
у более длинного бутона будут более длинные тычинки, 
лепестки и пестик, а в пыльниках более крупных буто-
нов микроспоры или пыльца будут находиться на более 
поздних стадиях развития. По данным P����� и K����� 
(1988), норма удлинения бутона рапса в сутки составляет 
0,75 ± 0,02 мм, а время, в течение которого микроспора  
у рапса является способно�� к прохождению эмбриогенеза, 
приблизительно равно 8 ч. Это период между стадиями 
G2 перед митозом и G1 после митоза (T��m�� �t ��., 1992). 
Однако определить оптимальную стадию развития бутона 
для культивирования микроспор, ориентируясь только 

на его размер, проблематично. Для этого необходимо 
учитывать различные факторы, такие как условия вы-
ращивания донорного растения, его фенотипические 
особенности. Например, B������ с соавт. (1992) оценивали 
бутоны B�� �ampestris длино�� 2,2–2,9 мм и 3,0–3,9 мм,  
и ими было отмечено, что эмбриоиды развивались лишь 
из микроспор, выделенных из бутонов 2,2–2,9 мм. Опти-
мальны�� размер бутонов у B�� �apus сильно отличается 
от B�� �ampestris и составляет 4,02–4,2 мм (P�����, K�����, 
1988). По данным других исследователе��, этот показатель 
значительно зависит от сортообразца. Так, у гибрида То-
паз он составил 3,5–3,9 мм, а у сортообразцов DН1 2075 –  
2,0–2,4 мм и ���to� – 2,5–2,9 мм (B�owm�k �t ��., 2011). 
Различие между сортообразцами также прослеживается 
у B�� �u��ea, оптимальными для эмбриогенеза у сорта 
V��u�� считаются бутоны длино�� 3,1–3,5 мм, а для сортов 
Pu�� Bo�� и B10-902 – 2,5–3,0 мм (P��m �t ��., 2005, 2008). 
При исследовании различных видов капустных культур 
было показано, что микроспоры, находящиеся на поздне�� 
стадии развития, подходяще�� для эмбриогенеза, тоже 
различаются по величине: самые маленькие у B�� �igra, 
средние у B�� �apus и самые крупные у B�� olera�ea (L���t��, 
1989). Отсюда следует, что определение оптимальных 
размеров бутонов, содержащих отзывчивые микроспо-
ры для индукции эмбриогенеза, является необходимым 
условием для успешного культивирования.

Индукция эмбриогенеза
К числу наиболее важных факторов, способных вы-
зывать индукцию эмбриогенеза у представителе�� 
рода Brassi�a, относится тепловая предобработка 
пыльников (K�����, ��m�t�o��, 1979; T��m�� �t ��., 1992;  
S�mmo���, K�����, 1999). Чаще всего для это�� цели 
используют тепловые режимы от 32 °С до 40 °С с раз-
лично�� временно�� экспозицие��. Эффективность ин-
дукции эмбриогенеза зависит от генотипа, температуры  
и времени возде��ствия. Обычно температурны�� стресс 
эффективно применяется на стадии, предшествующе�� 
первому гаплоидному митозу или во время него. P����� 
с соавт. (1991) показали, что стрессовая предобработка  
культуры микроспор высоко�� температуро�� необходи-
ма для инициации процесса переключения микроспор  
с гаметофитного пути развития на спорофитны��. Во 
время высокотемпературного стресса первые 8 ч куль-
тивирования являются критическими. Активация про-
цессов, регулирующих индукцию и поддерживающих 
эмбриогенез микроспор, происходит в эти временные 
рамки. S�mmo�� и K����� (1999) наблюдали, что первое 
деление в микроспорах, стрессированных высоко�� тем-
пературо��, является симметричным, в отличие от нор-
мального асимметричного деления, предшествующего 
образованию пыльцевого зерна. Друго�� наблюдаемы�� 
феномен в этот период – образование в микроспорах 
белков теплового шока (БТШ), вызванное высокотем-
пературным возде��ствием на них (P����� �t ��., 1988; 
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Co���w���� �t ��., 1995; P�����, Smyk��, 2001). Наличие 
этих белков в пыльцевых зернах после теплового воз-
де��ствия, по мнению авторов, указывает на их связь  
с процессом эмбриогенно�� индукции. 

В большинстве случаев было показано, что возде��-
ствие высоко�� температуро�� должно быть кратковре-
менным. Например, микроспоры B�� �apus становились 
эмбриогенными, если культивирование при 32,5 °С про-
должалось 18–24 ч, а затем температурны�� режим сме-
нялся на 25 °С (S�mmo���, K�����, 1999). У B�� �ampestris 
также отмечено положительное де��ствие температурных 
предобработок на эмбриогенез в культуре пыльников 
(K�����, ��m�t�o��, 1979). У B�� �apus в культуре микро-
спор на поздне�� стадии их развития переход на эмбрио-
генны�� путь развития был индуцирован повышенно�� 
температуро�� (32,5 °С) в течение 4 суток (T��m�� �t ��., 
1992;  Cu�t��� �t ��., 1994; Co���w���� �t ��., 1995). Другие 
исследователи наблюдали самы�� большо�� выход эмб-
риоидов при возде��ствии температуры 32 °С в течение 
48 ч, при этом проявлялась генотипическая зависимость 
(B������ �t ��., 1992). Индивидуальная восприимчивость 
разных сортообразцов B�� �apus к температурному воз-
де��ствию отмечена в работе Зубарево�� с соавт. (2013). 
Так, эмбриоиды были получены при температурном 
возде��ствии 32 °С на культуру микроспор в течение 72 ч  
у сортообразцов Ханна, �p-8, �p-4 и № 444; в варианте 
возде��ствия с температуро�� 33 °С – у сортообразцов  
№ 1, № 417, Луговско�� и Гриффин, а для сортообразцов 
Кобра, S�, Центр 1 и Центр 2.1 потребовалась пред-
обработка температуро�� 35 °С продолжительностью  
24 ч. Положительное влияние температурно�� предобра-
ботки (32 °С) на эмбриогенез из микроспор выявлено  
у редиса (Rapha�us sativus) (T�k���t� �t ��., 1996; C�u�  
�t ��., 2011). В культуре микроспор B�� �u��ea эмбриогенез 
индуцируется при более длительном температурном 
возде��ствии. По данным C������ (2005), продолжи-
тельность его составляет 72 ч, а другие исследователи 
(P��m �t ��., 2005, 2008) проводят предобработку тако�� 
же температуро�� (32,5 °С) в течение 10–11 сут. Для 
растени�� вида B�� olera�ea, к которому относятся слабо 
отзывчивые  генотипы, температурная обработка также 
является необходимо�� для индукции эмбриогенеза. 
K����� и ��m�t�o�� (1981) наблюдали максимальны�� 
выход эмбриоидов у капусты декоративно�� (B�� olera�ea 
v��. a�ephala) при предобработке температуро�� 35 °С 
в течение 1 сут. У брюссельско�� капусты (B�� olera�ea 
v��. gemmifera) лучшие результаты были получены  
в культуре пыльников, когда для индукции применяли 
температуру 35 °С в течение 16 ч (��k���o�, 1984). 
Исследователями было показано, что оптимальность 
временно�� и температурно�� экспозиции предобработки 
зависит от сортообразца. Так, K����� и ��m�t�o�� (1983) 
отметили, что оптимальны�� режим предобработки для 
брокколи (B�� olera�ea v���� itali�a) составляет 35 °С в те-
чение 2 сут. Другие авторы (Du�j� �t ��., 1992) показали, 

что для трех сортов это�� разновидности капусты лучше�� 
является предобработка температуро�� 30 °С в течение  
48 ч, а T�k���t� и K����� (1991), ���kj��� и ��������� 
(1997) наблюдали положительное возде��ствие на куль-
туру микроспор температуро�� 32,5 °С и 35 °С в течение 
суток. В более поздне�� работе D��� (2001) было показа-
но, что для культуры микроспор 9 сортообразцов брок-
коли из 10, оптимально�� была индукция эмбриогенеза 
при температурном возде��ствии 32,5 °С в течение суток  
и для одного сортообразца – 30 °С в течение 2 сут.

Накопившиеся факты позволили предположить 
участие цитоскелета в регулировании положения ядра 
перед первым гаплоидным митозом и его причастность 
к эмбриогенезу (��u�� �t ��., 1993). Было показано вли-
яние колхицина на образование эмбриоидов у B�� �apus 
в культуре микроспор, а также трифлюралина, облада-
ющего антимикротубулярным де��ствием на цитоскелет 
микроспоры (Mo����� �t ��., 1994; Z�k�, D��k���o�, 1995; 
Z�ou �t ��., 2002). В этих исследованиях эффектив-
ность индукции эмбриогенеза сочеталась с удвоением 
хромосом, что способствовало сокращению времени 
получения D�-растени��. 

Холодовая предобработка микроспор для индукции 
эмбриогенеза у растени�� рода Brassi�a применяется 
редко и кажется противоречаще�� ранее проведенным 
исследованиям. Тем не менее была показана эффектив-
ность холодово�� предобработки бутонов или соцвети��, 
предназначенных для получения культуры  микроспор 
B�� �apus (L���t��, 1982), B�� olera�ea (��o���k �t ��., 1993), 
B�� rapa (S�to �t ��., 2002), и предобработки непосред-
ственно изолированных микроспор у B�� �apus (C�����, 
B�v����o��, 1988). Интересные результаты были полу-
чены Gu с соавт. (2004) в эксперименте, сочетающем 
низкотемпературны�� шок с осмотическим. Они ис-
пользовали холодовую предобработку стерильных бу-
тонов B�� �apus, помещенных в питательную среду NLN  
с 13 %-�� сахарозо��. У яровых сортообразцов, таких как 
Топаз, Ханна, № 7039, № 7041, № 7042, эта предобра-
ботка способствовала увеличению выхода эмбриоидов 
в 2–8 раз в зависимости от образца. Менее значительное 
увеличение прослеживалось у озимых сортообразцов  
B�� �apus. Однако в литературе встречаются данные и об 
отрицательных эффектах низкотемпературных обрабо-
ток у B�� �apus (Du�w��� �t ��., 1985) и B�� rapa (Sopo�y, 
Mu����, 1996). Вышеизложенные факты подчеркивают, 
что для каждого сортообразца нужен индивидуальны�� 
подбор индуцирующего фактора, которы��, по-видимому, 
зависит от усто��чивости растения к нему.

Плотность культуры микроспор
Другим фактором, влияющим на выход микроспор, 
является плотность культуры клеток. Показано, что для  
B�� �apus плотность 30 000–40 000 кл/мл в первые  
2–4 суток с последующим разведением до 10 000 кл/мл 
является критическо�� для эмбриогенеза. Плотность 
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культуры выше 100 000 кл/мл ингибирует эмбриогенез 
(�u��� �t ��., 1990). Для B�� olera�ea более высокую час-
тоту эмбриогенеза дает плотность, не превышающая 
50 000 кл/мл, по сравнению с 100 000 кл/мл (F�����  
�t ��., 1999). Однако, по данным этих исследователе��, 
два генотипа (Во-1 и Во-4) составили исключение: у них 
высокая частота эмбриогенеза проявлялась при более 
высоко�� плотности. Это говорит о том, что утверждение 
об оптимально�� плотности не может быть применено 
для всех капустных культур, тем не менее плотность 
10–40 тыс. клеток в 1 мл более предпочтительна для 
многих видов и сортообразцов.

Осмотическое давление
Сахароза используется в культуре растительных клеток 
i� vitro как источник углеводов и регулятор осмотиче-
ского давления. Осмотическое давление в среде является 
критическим фактором для развития зиготического эмб-
риоида i� vitro. Обычно высокое осмотическое давление 
требуется для эмбриоида на ранних стадиях развития, 
но на поздних стадиях оно должно быть более низким. 
В культуре микроспор различных видов рода Brassi�a  
в питательных средах используют, как правило, сахарозу 
в концентрации 10 или 13 % (P��m�� �t ��., 1996). Однако 
в ряде работ использование более высоко�� концентрации 
сахарозы на начальных этапах обеспечивало высоки�� 
выход эмбриоидов. Так, B������ с соавт. (1992), работав-
шие с B�� �ampestris, F����� с соавт. (1999), изучавшие  
B�� olera�ea, и  L�o���to� с коллегами (2001) на B�� �u��ea 
показали, что культивирование микроспор на среде  
с 17 %-�� сахарозо�� в течение 48 ч с последующе�� за-
мено�� ее на 10 %-ю увеличивает частоту эмбриогенеза. 
Сахароза в высоких концентрациях может де��ствовать 
как осмотически�� стресс, с друго�� стороны, она необ-
ходима для формирования эмбриоидов. Доказательство 
дво��ного эффекта сахарозы на формирование эмбрио-
идов показано в исследованиях I���-G�u�o� с соавт. 
(1998) у B�� �apus. Так, эмбриоиды на сердечковидно��, 
торпедовидно�� и ранних семядольных стадиях, обра-
зовавшиеся на средах с полиэтиленгликолем (ПЭГ), 
имеют большое сходство с зиготическими аналогами. 
В противоположность этому внешняя морфология 
эмбриоидов, индуцируемых на средах с высоко�� са-
харозо��, отличается от образованных на средах с ПЭГ  
и зиготических  эмбриоидов. Это подтверждает влияние 
высоко�� концентрации сахарозы на морфологию эмб-
риоидов. В работах F����� с соавт. (1999) на B�� olera�ea 
также показано, что сахароза является наиболее важным 
компонентом среды, влияющим на эмбриогенез.

Активированный уголь
Активированны�� уголь (АУ) часто вводят в питательные 
среды, что способствует повышению эффективности 
эмбриогенеза из микроспор у ряда растени��, таких как 
B�� rapa ��p. oleifera (Guo, Pu���, 1996), B�� olera�ea (D���, 

1999) и B�� �u��ea (P��m �t ��., 2008). G���� с соавт. (1988) 
показали, что АУ не повышает эмбриогенез, но улучшает 
регенерацию растени�� из эмбриоидов у рапса. M������ и 
C��v�� (1991) обнаружили, что АУ в концентрации 1 %  
способствует продукции эмбриоидов, тогда как в его от-
сутствие развитие эмбриоидов заканчивается на уровне 
4–8 клеток. В работе D��� (2001) было показано, что при 
культивировании микроспор капусты брокколи и капус-
ты цветно�� эффект от добавления АУ в питательные 
среды был различным, в зависимости от сортообразцов. 
Положительное влияние АУ на увеличение числа эмб-
риоидов происходило у капусты цветно�� сорта Bo�� �� 
N�v� и капусты брокколи гибридов M���t�o� и M������. 
В работе другого исследователя (M�t����, 1988) было 
показано, что использование двухсло��но�� питательно�� 
среды, в которо�� нижни�� сло�� содержал АУ, позволяло 
увеличить частоту образования эмбриоидов у B�� �apus.  

В химии АУ используется как сильны�� адсорбент  
для газообразных и растворенных твердых веществ. 
G���� с соавт. (1988) предположили, что АУ адсорби-
рует токсичные вещества, выделяемые неактивными 
микроспорами, тем самым, способствует эмбриоген-
ному развитию микроспор. Одним из таких веществ 
является этилен и другие газообразные вещества, вы-
деляемые клетками в культуре i� vitro (�o�����o�, 1983). 
Косвенным подтверждением этого являются данные  
по увеличению числа эмбриоидов при культивировании 
микроспор капусты цветно�� и капусты брокколи на сре-
дах с добавлением нитрата серебра, которы�� является 
антагонистом этилена (D���, M��t���, 1999). 

Другое предположение заключается в том, что АУ 
может также адсорбировать фенольные соединения, ко-
торые выделяются поврежденными тканями в процессе 
культивирования (F����o�� �t ��., 1978). Так, в культуре 
пыльников дурмана и анемоны адсорбция фенольных со-
единени�� АУ способствовала стимуляции эмбриогенеза 
(�o�����o�, 1983). Однако в культуре микроспор Brassi�a 
ожидается низки�� уровень фенольных соединени��, так 
как суспензия микроспор лишена соматических ткане��, 
хотя высвобождение некоторого количества фенольных 
соединени�� в питательную среду возможно.

L���t�� (1989), культивируя различные виды семе��ства (1989), культивируя различные виды семе��ства 
Капустные, предположил, что АУ, добавленны�� в пи-
тательные среды для культивирования изолированных 
микроспор, может адсорбировать не только вредные 
вещества, но также и некоторые компоненты, необхо-
димые для развития растени��. ���t������� с коллегами 
(1979) показал, что добавление 0,3 % АУ в питательную 
среду в культуре пыльников табака привело к полно�� 
адсорбции тиамин хлорида и никотиново�� кислоты. 
По мнению авторов, также была снижена концентрация 
биотина, фолиево�� кислоты и пиридоксина, однако это 
не касалось мезоинозита. 

По мнению других исследователе��, благодаря спо-
собности АУ адсорбировать катионы, он может влиять 
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на показатель p� питательно�� среды в сторону его 
увеличения (L���ow�k�, 1980; Sm�t�, K��ko����, 1990). 
В одних исследованиях применение АУ повышало 
эмбриогенез микроспор B�� rapa (Guo, Pu���, 1996),  
B�� olera�ea (D���, 1999), B�� �igra (M������, C��v��, 1991) 
и B�� �u��ea (P��m �t ��., 2008), другими авторами пока-
зано, что АУ дает негативны�� эффект на эмбриогенез  
в культуре микроспор B�� �u��ea (P��m �t ��., 2005)  
и B�� rapa (T�k������ �t ��., 2012). Возможно, что эти раз-
ногласия в эффективности применения АУ заключаются 
в различии способов его применения. В экспериментах 
Guo и Pu��� (1996), в которых проявлялся положительны�� 
эффект  на эмбриогенез, АУ был добавлен с агарозо��. 
В других экспериментах, показавших отрицательное 
де��ствие, АУ добавлялся без агарозы, при этом авторы 
предположили, что происходит прилипание частиц угля 
к микроспорам и образующимся эмбриоидам, что пре-
пятствует их росту и развитию (P��m �t ��., 2005).  

Эффективность влияния АУ зависит от концентрации 
макросоле�� в питательно�� среде (T�k������ �t ��., 2012). 
По мнению ���� с соавт. (2009), индукция эмбриогенеза 
лучше происходит на среде, содержаще�� половинную 
концентрацию макросоле�� NLN (без АУ), чем на полно�� 
среде. Поскольку АУ не является избирательным ад-
сорбентом, он может одновременно поглощать не толь- 
ко вещества-ингибиторы, выделяемые микроспорами, 
но и часть макросоле��, находящихся в питательно�� 
среде. При использовании полно�� NLN концентрация 
соле�� может быть снижена до оптимально�� величины,  
и в этом случае добавление АУ будет играть положи-
тельную роль. При применении сред с пониженно�� 
концентрацие�� соле�� эффект от добавления угля может 
быть отрицательным.

Другие факторы, влияющие на эмбриогенез  
в культуре микроспор
В первоначальном протоколе культивирования микро-
спор капустных культур экзогенные регуляторы роста 
не применялись. Однако в ряде случаев использование 
низких концентраци�� N6-бензиламинопурина (БАП)  
и α-нафтилуксусно�� кислоты (НУК) повышало результа-
тивность технологии получения эмбриоидов в культуре 
микроспор. Например, добавление БАП способствовало 
развитию нормальных эмбриоидов у B�� �apus (C�����, 
B�v����o��, 1988; F�����, 2003), B�� rapa (T�k������ �t 
��., 2012), B�� �ampestris ��p. pe�i�e�sis (L��, K�m, 2000)  
и B�� olera�ea v��. itali�a (N� �t ��., 2011). В работе Е.А. Ка- 
лашниково�� с соавт. (2011) было показано положи-
тельное де��ствие кинетина и НУК (1 мг/л) на процесс 
прямого эмбриогенеза в культуре микроспор рапса.  

Одним из факторов, отрицательно влияющих на ин-
дукцию эмбриогенеза, является этилен, образующи��ся 
при разрушении клеток стенок пыльников в процессе 
получения суспензии микроспор. За последнее десяти-
летие проведен целы�� ряд исследовани��, направленных 

на снижение концентрации этилена в культуре микро-
спор растени�� рода Brassi�a. С это�� целью были исполь-
зованы ингибиторы синтеза этилена, такие как нитрат 
серебра, тиосульфат серебра, хлорид кобальта, амино-
этоксивинилглицин, которые добавлялись в питательные 
среды, что способствовало повышению эмбриогенеза 
(P��m �t ��., 2005, 2008; N� �t ��., 2011). В некоторых 
работах показан положительны�� эффект предобработ-
ки микроспор растени�� рода Brassi�a антиауксином 
PCIB (3-хлорфеноксиизомасляная кислота), которы�� 
уменьшает ауксин-индуцированное образование этилена 
(����w��  �t ��., 2006; ��m��� �t ��., 2012). Понижение 
концентрации этилена также возможно при добавле-
нии в питательные среды полимера P�u�o��� F-68, что 
позволяет индуцировать эмбриогенез у неотзывчивых 
генотипов B�� �apus (B���u����u �t ��., 2011).

Положительное влияние на образование и разви-
тие эмбриоидов в культуре микроспор растени�� рода 
Brassi�a могут оказывать брассиностероиды (F����� 
�t ��., 2005; B��mo�t� �t ��., 2010). Не менее важную 
физиологическую роль играет рН питательно�� среды.  
В исследованиях Yu�� с соавт. (2012) было показано, что 
относительно высокое значение рН питательно�� среды 
(6,2–6,4) более эффективно для индукции эмбриогенеза 
из микроспор у большинства генотипов капусты бело-
кочанно�� по сравнению с рН 5,8. Наилучши�� результат 
в этом исследовании был получен при использовании 
питательно�� среды NLN 13 (рН 6,4), дополненно��  
10 мг арабиногалактонового белка и 3 µМ 2-(N-мор-
фолино) этансульфоново�� кислоты (MES) в качестве 
буфера. Эффективность эмбриогенеза при этом возросла  
с 4,5 до 22,9 эмбриоидов/бутон. Требование к более вы-
соким значениям рН среды, по-видимому, объясняется 
физиологическими особенностями пыльцы капустных 
культур, которая способна прорастать на искусственных 
питательных средах при значениях рН 8–9 в зависимости 
от сортообразца (Бунин и др., 2003).

Условия выращивания донорных растени�� также 
влияют на эмбриогенез. Так, выход эмбриоидов, по-
лученных в культуре микроспор от растени�� рапса, 
растущих при 12–15 °С вместо 18–23 °С при световом 
периоде 16/8 ч, был выше (Lo, P�u��, 1992). 

Зависимость эмбриогенеза от генотипа показана для 
капусты брюссельско�� (��k���o�, 1985), капусты цвет-
но�� (��k���o�, 1988) и брокколи (��to�, B�ow���, 1985; 
���� �t ��., 1999). 

Факторы, влияющие на регенерацию растений
Вторая составляющая часть протокола D�-технологии –  
регенерация растени�� из эмбриоидов – также требует 
усовершенствования, так как частота получения пол-
ноценных растени�� бывает низко�� и непостоянно��. 
Большинство эмбриоидов подвержено аномальному 
развитию, такому как нарушение пролиферации кле-
ток гипокотиля и семядоле�� и образование вторичных 



Doubled haploid production  
in Brassica L.

N.A. Shmykova, D.V. Shumilina,  
T.P. Suprunova

2015
19 • 1

117Селекция и биотехнология растений

эмбриоидов. По литературным данным, ряд предоб-
работок эмбриоидов пониженными температурами, 
гиббереллово�� кислото�� (ГК), абсцизово�� кислото�� 
(АБК) и подсушиванием (обезвоживанием) повышают 
регенерацию растени�� (Kott, B�v����o��, 1990; �u���  
�t ��., 1991; C������k�-T���� �t ��., 2002; Z���� �t ��., 
2006). Культивирование эмбриоидов на подкладке из 
фильтровально�� бумаги поверх агаризованно�� среды 
или среды, содержаще�� высокие концентрации желиру-
ющих веществ, также повышало регенерацию (T�k���t�, 
K�����, 1991; T�k������ �t ��., 2012).

Регуляторы роста, такие как этилен, АБК, β-индо- 
лилуксусная кислота (ИУК), могут также играть ключе-
вую роль в улучшении качества апикально�� меристемы 
стебля. Во многих соматических эмбриогенных систе-
мах дефицит этилена способствует каллусообразованию 
и росту. И наоборот, стимулирование биосинтеза этилена 
оказывает положительное влияние на формирование 
соматических эмбриоидов (C���, C����, 2003). 

В зиготических эмбриоидах рапса латеральное раз-
растание семядоле�� находится под влиянием локально�� 
аккумуляции этилена в 20-дневных культурах. Позже 
второ�� пик концентрации этилена наблюдается во время 
стадии обезвоживания зародыше�� семени. У эмбрио-
идов такого же возраста, полученных из микроспор, 
второ�� пик концентрации этилена значительно ниже. 
У них отсутствуют обезвоживание и стадия покоя, 
типичные для зиготических эмбриоидов. Различие  
в количестве этилена, наблюдаемое между зиготическим  
эмбриоидом и эмбриоидом из микроспор у рапса, по 
все�� видимости, может быть причино�� разрастания 
семядоле�� у последнего (��y� �t ��., 2001).

Многие другие примеры иллюстрируют решающую 
роль правильно�� гормонально�� регуляции во время 
развития. Ауксины ответственны за симметричны�� пе-
реход от глобулярного до сердечковидного эмбриоида. 
Отсутствие необходимого уровня ауксинов препятствует 
удлинению гипокотиля во время перехода от торпеды  
к семядольно�� стадии (Y�u��, ��m����-Fo�t���, 2006).  
У эмбриоидов рапса из микроспор уровень ИУК ниже, 
чем у зиготических эмбриоидов. Зиготические эмбри-
оиды рассматриваются как источник этого ауксина 
в ответ на регуляторные сигналы, идущие от других 
ткане�� семени, из которых ИУК экспортируется по 
всему растению. Таким образом, анормальны�� уровень, 
на-блюдаемы�� у андрогенных эмбриоидов, может про-
исходить из-за отсутствия материнских окружающих 
ткане�� (��y� �t ��., 2000).

Друго�� гормон со значительно�� морфогенно�� ролью, 
АБК – синтезируется в вегетативных частях растени��, 
транспортируется в семена, где накапливается в эн-
досперме и кожуре. Было показано, что поддержание 
правильного, регулируемого эндогенного уровня АБК, а 
также ИУК связано с соматическим эмбриогенным отве-
том у разных видов  растени�� (F���� �t ��., 2003). Во время 

зиготического эмбриогенеза АБК, в частности, вовлечена 
в поддержание морфологическо�� целостности ранних 
эмбриоидов, а также последних стади�� созревания, 
обезвоживания и сохранения питательных элементов. 
Абсолютны�� уровень АБК в эмбриоидах из микроспор 
ниже по сравнению с зиготическими у тех же самых ви-
дов (��у� �t ��., 2001). В ряде работ дефицит АБК в эмб-
риоидах, полученных из микроспор, был компенсирован 
добавлением экзогенного гормона, что способствовало 
увеличению числа нормально развивающихся эмбрио-
идов B�� �apus и B�� о�e�aceae (�u�o�� �t ��., 1999; Y�u��, 
��m����-Fo�t���, 2006; Y��o����� �t ��., 2011).

Несмотря на ограниченные и фрагментарные дан-
ные, связанные с эмбриогенным развитием микроспор, 
сегодня получение D�-лини�� растени�� семе��стваD�-лини�� растени�� семе��ства-лини�� растени�� семе��ства Bras�
si�a�eae с помощью биотехнологических методов, таких 
как культура микроспор, широко востребовано селекци-
онными компаниями развитых стран. Главным преиму-
ществом D�-технологи�� по сравнению с традиционно��D�-технологи�� по сравнению с традиционно��-технологи�� по сравнению с традиционно�� 
селекцие�� является снижение временных затрат на 
получение гомозиготного материала и сокращение 
площаде��, занятых под селекционными посевами, что 
обеспечивает значительное понижение стоимости вновь 
создаваемых сортов и гибридов.

Внедрение D�-технологи�� в селекционны�� процессD�-технологи�� в селекционны�� процесс-технологи�� в селекционны�� процесс 
требует надежных и недорогих протоколов культуры 
клеток. Несмотря на то что в получении гаплоидов  
у растени�� рода Brassi�a достигнуты большие успехи, 
тем не менее существует множество факторов, кото-
рые могут способствовать улучшению и оптимизации 
D�-технологи��. Необходимо более глубокое фунда--технологи��. Необходимо более глубокое фунда-
ментальное понимание процессов индукции эмбрио-
генеза микроспор и развития гаплоидных растени��, 
которое будет обеспечивать высокую эффективность 
получения D�-лини�� у высокоотзывчивых генотиповD�-лини�� у высокоотзывчивых генотипов-лини�� у высокоотзывчивых генотипов 
и сокращать число неотзывчивых сортообразцов. Чем 
больше микроспор будет вовлечено в эмбриогенез, тем 
большее разнообразие новых генотипов будет доступно 
селекционеру.

Таким образом, необходимо, чтобы значительные ин-
вестиции, направленные в сельскохозя��ственные иссле-
дования, были сфокусированы на поддержку научных 
проектов, направленных на повышение эффективности 
D�-технологи�� сельскохозя��ственных растени��.-технологи�� сельскохозя��ственных растени��.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта инте-
ресов.
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