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На сегодняшний день создание гибридов F1, сочетающих в себе высокую продуктивность, ценный биохимический состав и устойчивость 
к биотическим и абиотическим факторам среды, является актуальным направлением работы с культурами семейства капустные 
(Brassicaceae Burnett).
Для создания однородного, генетически стабильного исходного материала в селекции применяют методы клеточных технологий in vitro, 
которые призваны увеличить выход удвоенных гаплоидов, используемых в качестве исходного материала при создании новых сортов 
и гибридов.
Brassica rapa L. включает однолетние и двулетние культуры. Методами традиционной селекции B.  rapa получение селекционно ценных 
гибридов F1 возможно не менее, чем за 8-10 лет. При помощи современной технологии производства удвоенных гаплоидов в культуре 
изолированных микроспор этот процесс можно сократить до 2-3 лет.
B.  rapa является одним из наименее пригодных видов для культивирования микроспор in  vitro в пределах рода Brassica, большинство 
исследуемых образцов являются самонесовместимыми, сохраняют высокую степень гетерозиготности и гетерогенности. На сегодняшний 
день не существует эффективного протокола, который одинаково подойдет для индукции эмбриогенеза у различных образцов B. rapa.
Эмбриогенез в культуре изолированных микроспор рода Brassica зависит от стадии развития микроспор, предобработки бутонов, 
состава питательной среды (макро- и микроэлементы, источники железа, органические добавки, углеводы, регуляторы роста) и условий 
культивирования. Кроме того, этот процесс сильно зависит от генотипа отдельного растения.
В данном обзоре отражены основные достижения в разработке протоколов получения удвоенных гаплоидов B.  rapa. Особое внимание 
уделено факторам, влияющим на эффективность производства гаплоидов в культуре изолированных микроспор.
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Induction of embryogenesis in Brassica rapa L. isolated microspore culture

BIOTECHNOLOGY TECHNIQUES IN PLANT BREEDING ANDSEED PRODUCTION
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The creation of F1 hybrids combining high productivity, valuable biochemical composition and resistance to biotic and abiotic environmental factors is 
an urgent area of work with Brassicaceae Burnett. 
To create a homogeneous, genetically stable source material in breeding, in vitro cell technologies are used to increase the number of doubled haploids 
used as source material for creating new cultivars and hybrids. 
Brassica rapa L. includes annual and biennial crops. Using traditional breeding methods, it takes at least 8-10 years to produce selectively valuable 
F1 hybrids of B. rapa. With the help of modern technology for producing doubled haploids in the isolated microspore culture, this process can be 
shortened to 2-3 years. 
B. rapa is one of the Brassica crops least suitable for microspore in vitro cultivation; most of the studied accessions are self-incompatible and retain 
a high degree of heterozygosity and heterogeneity. To date, there is no effective protocol that is equally suitable for the induction of embryogenesis in 
different B. rapa accessions. 
Embryogenesis in an isolated microspore culture of the Brassica plants is subject to the timing of microspore development, pre-treatment of buds, 
composition of the nutrient medium (macro- and microelements, iron sources, organic additives, carbohydrates, growth regulators) and cultivation 
conditions. In addition, this process strongly depends on the genotype of the individual plant.
This review presents the main achievements in the development of protocols for obtaining doubled haploids of B. rapa. Particular attention is paid to 
the factors influencing the efficiency of haploid production in the isolated microspore culture.
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Введение

Культивируемые виды рода Brassica  L. составляют 
разнообразную группу овощных, масличных и кормовых 
культур (Zhao et al., 2010a).

Род Brassica включает шесть видов сельскохозяй-
ственных культур. В ходе геномного анализа в преде-
лах рода было установлено три элементарных диплоид-
ных вида: B. rapa L. (геном A, n=10), B. oleracea L. (геном 
C, n=9) и B. nigra L. (геном B, n=8), которые дали нача-
ло трем амфидиплоидным видам B. napus L. (геном AC, 
n=19), B. juncea L. (геном AB, n=18) и B. carinata L. (геном 
BC, n=17) (Nagaharu, 1935; Fadeyeva et al., 1980).

B.  rapa (синонимичное название  = syn.  Brassica 
campestris  L. см. URL: https://powo.science.kew.org/taxon/
urn:lsid:ipni.org:names:30076075-2 [дата обращения 28 
июля 2023] – один из старейших культивируемых видов 
семейства Brassicaceae (Zhao et al., 2005). Капуста китай-
ская (B. rapa L. ssp. сhinensis (L.) Hanelt) впервые описа-
на в V в. н.э., капуста пекинская (B. rapa L. ssp. pekinensis 
(Lour.) Hanelt)  – в X  в., японская капуста (B.  rapa  L. 
ssp.  nipposinica (Bailey) Hanelt)  – в XVI  в. Капустные 
культуры B. rapa обладают широким внутривидовым раз-
нообразием: капуста пекинская, китайская, розеточная, 
ноздреватая, пурпурная, японская, брокколетто. К виду 
B. rapa также относят японские листовые репы – комацу-
на, курона, хирошимана, сирона, мана, являющиеся ско-
роспелыми продуктивными культурами, относительно 
простыми в выращивании и обладающими ценными био-
химическими соединениями. Китайская, японская, пекин-
ская и розеточная капусты содержат большое количество 
аскорбиновой кислоты, каротина, витамины (В1, В2, РР), 
фолиевую кислоту, хлорофиллы, значительное количе-
ство минеральных элементов  – калий, кальций, фосфор, 
железо (Artemieva, Solovieva, 2018).

В России в промышленных и частных овощеводствах 
возделывают в основном пекинскую капусту. Изначаль-
но местные сорта пекинской капусты выращивали на 
Дальнем Востоке, на юго-западе Сибири и в Казахста-
не. Китайская и японская капусты, листовая репа кома-
цуна относятся в России к очень малораспространенным, 
об остальных культурах практически ничего неизвестно 
(Artemieva, Solovieva, 2018).

Селекция растений направлена на постоянное увели-
чение объемов производства сельскохозяйственных куль-
тур. Одной из основных задач, стоящих перед селекцио-
нерами, является поиск новых признаков, позволяющих 
повысить урожайность, не снижая качества растения 
(Germana, 2011).

Технология получения удвоенных гаплоидов является 
быстрым и эффективным способом ускорения селекци-
онного процесса за счет получения гомозиготных линий. 
Растение по такой технологии получают из клеток расте-
ний на стадии гаметофитов, развивающихся из продук-
тов мужского мейоза – микроспор – в пыльнике, и жен-
ского – мегаспор – в семяпочке. Продукты мейоза, равно 

как и клетки гаметофита, имеют гаплоидный набор хро-
мосом. Существует два способа получения удвоенных 
гаплоидов: на основе андрогенеза, в культуре изолиро-
ванных микроспор пыльника, и гиногенеза, когда в куль-
туре используются неопыленные семяпочки (Kolesnikova 
et al., 2021).

Культура изолированных микроспор является эффек-
тивной технологией получения удвоенных гаплоидов от 
растений рода Brassica (Zhang et al., 2012). Использование 
удвоенных гаплоидов в селекции сортов Brassica измени-
ло время получения инбредных линий для использования 
в качестве родительских форм с 6+ лет до примерно 2 лет 
(Dias, 2001).

Успешность in  vitro культивирования микроспор 
B. rapa является наименьшей среди растений в пределах 
рода Brassica, большинство исследуемых образцов явля-
ются самонесовместимыми, сохраняют высокую степень 
гетерозиготности и гетерогенности (Zhao et al., 2010b).

Эмбриогенез в культуре изолированных микроспор 
у растений рода Brassica, в том числе и у B.  rapa, зави-
сит от стадии развития микроспор, предобработки буто-
нов, состава питательной среды (макро- и микроэлемен-
ты, источники железа, органические добавки, углеводы, 
регуляторы роста) и условий культивирования. Кроме 
того, этот процесс сильно зависит от генотипа отдельно-
го растения (Ferrie et al., 1995; Shumilina et al., 2015; 2020; 
Domblides et al., 2016, 2018).

Цель данного обзора заключается в обобщении прото-
колов получения удвоенных гаплоидов B. rapa в работах 
российских и зарубежных исследователей и определении 
факторов, позволяющих повысить индукцию эмбриогене-
за в культуре изолированных микроспор in vitro.

Методики производства удвоенных гаплоидов 
применительно к растениям рода Brassica

Производство удвоенных гаплоидов в случае растений 
рода Brassica может быть достигнуто путем гиногене-
за или андрогенеза. В первом случае гаплоиды происхо-
дят из зародышевого мешка (мегагаметофит), а во втором 
из микроспор, при этом используют культуру пыльни-
ков или изолированных микроспор (Friedt et  al., 2005). 
В последнем случае микроспоры должны находиться 
на поздней одноядерной стадии развития. Это необхо-
димо для их перехода с гаметофитного на спорофитный 
путь развития (путь эмбриогенеза) (Touraev et  al., 1996; 
Shmykova et al., 2015).

Из гаплоидных клеток образуется сначала эмбрио-
ид, затем эмбрион, которые имеют половинный (n) набор 
хромосом. Растение, образовавшееся из гаплоидного 
эмбриона, является стерильным и не представляет инте-
реса для селекции. Для получения удвоенных гаплоидов 
на ранних стадиях развития растений проводится про-
цедура, которая приводит к удвоению числа хромосом. 
Можно применять множество различных методов стрес-
сового воздействия, включая высокие и низкие темпера-
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туры, колхицин и углеродное голодание (Shariatpanahi 
et  al., 2006). Обычно, это обработка растений-регене-
рантов раствором колхицина, после чего растение вос-
станавливает диплоидный набор хромосом (2n) и вновь 
становится фертильным, однако такое удвоение может 
происходить и самопроизвольно (Karpechenko, 1927).

В соответствии с протоколом, разработанным для 
капустных культур коллективом авторов под руковод-
ством E.A  Domblides (Domblides et  al., 2016), удвое-
ние числа хромосом в эмбриоидах происходит спонтан-
но и, как следствие, образуются удвоенные гаплоиды. 
Большинство растений, полученных таким путем, име-
ли диплоидный набор хромосом и не нуждались в этапе 
обработки колхицином. Растение-регенерант, полученное 
по данной методике, гомозиготно по аллелям генов, отве-
чающих за все признаки. Технология получения удвоен-
ных гаплоидов позволяет за 2-3 года получить чистую 
линию (Shmykova et  al., 2015). Выведение чистой линии 
методами традиционной селекции не позволяет достичь 
такого результата: можно получить линии  – гомозиго-
ты по аллелям генов, отвечающих за признаки, по кото-
рым ведётся отбор. Для достижения наибольшей степени 
гомозиготности может понадобиться не менее 6-12 лет.

Универсального протокола получения удвоенных 
гаплоидов в культуре изолированных микроспор, подхо-
дящего для всех видов Brassica, не существует. Это свя-
зано с межвидовыми и внутривидовыми различиями по 
способности к андрогенезу. Стандартный протокол, раз-
работанный для большинства капустных культур, посто-
янно подвергается оптимизации и включает в себя сле-
дующие этапы: выращивание растений-доноров, отбор 
бутонов, выделение и культивирование пыльников или 
микроспор, индукцию эмбриогенеза, регенерацию рас-
тений, удвоение хромосом (при необходимости). Однако 
для успешного производства удвоенных гаплоидов необ-
ходима разработка индивидуального протокола для каж-
дого вида растений и, в частности, для каждого отдельно-
го образца (Shmykova et al., 2015).

Факторы, влияющие на эффективность 
производства гаплоидов в культуре 
изолированных микроспор B. rapa

Подготовка донорных растений. Донорные растения 
выращивают в климатической камере при температуре 
21°С, фотопериоде 16 часов – день/ 8 часов – ночь и осве-
щенности 9000 люкс (Domblides et  al., 2016). В других 
исследованиях авторы предлагают выращивать расте-
ния-доноры при том же световом режиме, но при более 
низких температурах, а именно при 15 и 19°С (Shumilina 
et al., 2015; 2020; 2021; Domblides et al., 2018).

Определение стадии развития мужского гаметофи-
та донорного растения необходимо для успешной индук-
ции эмбриогенеза в культуре микроспор (Touraev et  al., 

1997). У растений рода Brassica к эмбриогенезу способ-
ны микроспоры на поздней стадии развития и ранние 
двуклеточные пыльцевые зерна. Характерным призна-
ком перехода микроспор с гаметофитного пути развития 
на спорофитный является первое митотическое деление 
ядра с симметричным цитокинезом взамен асимметрич-
ному (Shmykova et  al., 2015). Важно отметить, что одно-
ядерная стадия развития мужского гаметофита у B.  rapa 
должна составлять не менее 80% в бутоне (Keller, 1975; 
Custers et al., 1994; Babbar et al., 2004; Shariatpanahi et al., 
2006). Выбор бутона с более чем 20% двуядерных ранних 
пыльцевых зёрен приведет к ингибированию непрерыв-
ного роста эмбрионов (Kott et al., 1988; Custers, 2003).

В своём исследовании J.B.M.  Custers с соавторами 
(Custers et  al., 1994) разделили ранние пыльцевые зёр-
на, находящиеся на двуядерной стадии развития, на три 
класса: ранние, средние и поздние. При культивировании 
пыльцевых зёрен первого класса ещё возможно получить 
эмбриоиды. Однако, группа исследователей под руко-
водством P. Binarova (Binarova et al., 1997) отметила, что 
даже в случае двуядерных пыльцевых зёрен, находящих-
ся на более поздней стадии развития, ещё может прои-
зойти переключение с гаметофитного на спорофитный 
путь развития (см. также Shmykova et  al., 2015). Культу-
ру клеток, осуществивших такой переход, называют куль-
турой микроспор (Custers et al., 1994; Babbar et al., 2004; 
Shariatpanahi et al., 2006).

Критическим фактором для эффективности эмбрио-
генеза в культуре микроспор является жизнеспособность 
микроспор. Мертвые клетки будут производить допол-
нительные токсичные соединения в культуре микро-
спор (Custers et al., 1994). Условия выращивания растения 
донора оказывают влияние на жизнеспособность микро-
спор. Например, опрыскивание растений против тли 
в климатической камере влияет на качество и количество 
жизнеспособных микроспор (Minkhorst, 2012).

В методике, разработанной коллективом авторов под 
руководством E.A. Domblides (Domblides et al., 2016) ста-
дия развития микроспор коррелировала с размером буто-
нов. Такая корреляция была установлена разными иссле-
дователями, особенно изучающими мейоз у растений. 
Однако отбор бутонов по размеру является косвенным, 
поскольку фактическая стадия развития микроспор опре-
деляется только после их выделения из пыльников. Ста-
дию развития микроспор определяют при изучении их 
под микроскопом на цитологических препаратах, окра-
шенных DAPI (4,6-диамидино-2-фенилиндол дигидрох-
лорид). Для этого бутоны определенного размера собира-
ют с каждого растения случайным образом.

Холодовая предобработка бутонов синхронизирует 
деления ядер гаплоидных микроспор и повышает их жиз-
неспособность. Микроспоры, выделенные из бутонов, 
предварительно прошедших холодовую предобработ-
ку, переходят с гаметофитного пути развития на споро-
фитный, что приводит к формированию многоклеточных 
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гаплоидных эмбриоидов (Koshkin, 2010).
Группа исследователей под руководством 

E.A.  Domblides (Domblides et  al., 2016) в своей методи-
ке рекомендуют отобрать бутоны оптимального размера 
и поместить их на предобработку на 1-3 суток в холодиль-
ник при температуре 4-10°С. Однако, в литературе встре-
чаются данные об отрицательных эффектах низкотемпе-
ратурных обработок у B. rapa (Sopory, Munshi, 1996).

Исходя из изученной литературы, можно сделать 
вывод, что каждый исследуемый генотип требует индиви-
дуального подхода при подборе индуцирующего фактора, 
которым, в частности, может быть повышенная темпера-
тура культивирования микроспор (Shmykova et al., 2015).

Состав питательной среды для индукции эмбриогене-
за у образцов B. rapa. Для таблицы «Протоколы получе-
ния удвоенных гаплоидов B. rapa в культуре изолирован-
ных микроспор» были выбраны публикации российских 
и зарубежных исследователей, в которых сообщалось 
об успешной индукции эмбриогенеза в культуре изоли-
рованных микроспор B.  rapa. Если в протоколах, разра-
ботанных для других видов Brassica, B.  rapa оказыва-
лась отзывчивой на условия культивирования in vitro, то 
результаты таких исследований также были включены 
в таблицу. Как видно из таблицы, исследователи исполь-
зуют разные способы определения эффективности эмбри-
огенеза в культуре микроспор и выхода эмбриоидов. Это 
может быть количество эмбриоидов, рассчитанное с уче-
том количества пыльников, использованных для приго-
товления суспензии микроспор, либо отнесенное к коли-
честву чашек Петри с учетом содержания микроспор 
в миллилитре среды, определяемое с помощью каме-
ры Горяева, и объёма суспензии микроспор, наносимого 
на чашку. В первом случае выход эмбриоидов выражают 
в количестве на бутон или на 100 бутонов, во втором  – 
в количестве на чашку. Третий вариант представления 
эффективности эмбриогенеза  – это выход эмбриоидов, 
выраженный в процентах от общего числа микроспор, 
введенных в культуру.

В большинстве протоколов в качестве среды для про-
мывки микроспор было предложено использовать среду 
В5 с 13% сахарозой (B5-13) (Gamborg, Eveleigh, 1968). Про-
мывочная среда необходима на этапе центрифугирования 
изолированных микроспор. В протоколе, разработанном 
командой исследователей под руководством Domblides 
(Domblides et al., 2016), содержится рекомендация исполь-
зовать среду B5 в качестве промывочной. Группы иссле-
дователей под руководством A.M.R.  Baillie (Baillie et  al., 
1992) и A.M.R. Ferrie (Ferrie et al., 1995) применяли ½B5-
13 в качестве промывочной среды, однако нет доказа-
тельств того, что снижение концентрации солей являет-
ся ключевым фактором повышения выхода эмбриоидов. 
В протоколах, описанных группами ученых под руковод-
ством A.L. Burnett (Burnett et al., 1992) и Y-D. Guo , S. Pulli 
(Guo Y-D., Pulli S., 1996), использовали промывочную сре-
ду B5 без добавления железа.

В отличие от единства мнения исследователей в отно-
шении промывочной среды, в различных публикациях 
можно увидеть множество вариаций среды для индукции, 
дополненных ещё и культивированием микроспор в усло-
виях повышенной температуры сразу после их выделе-
ния из пыльников. Индукционная среда необходима для 
культивирования изолированных микроспор до появления 
эмбриоидов. Базовой питательной средой для культивиро-
вания микроспор капустных культур является жидкая сре-
да NLN (Lichter, 1982) с 13% сахарозой (NLN-13). Группы 
исследователей под руководством S. Sato (Sato et al., 1989), 
F.L. Zhang (Zhang, Takahata, 2001) и T. Wang (Wang et al., 
2009) использовали среду ½NLN-13 в качестве индук-
ционной. Половинная концентрация компонентов среды 
увеличила образование зародышей (Sato et al., 1989). При 
использовании ½NLN-13 некоторые невосприимчивые 
образцы также продуцировали зародыши, чего не проис-
ходило при культивировании на среде NLN-13 (Wang et al., 
2009). В своем исследовании A.M.R.  Ferrie (Ferrie et  al., 
2005) с соавторами предложили использовать NLN с 17% 
сахарозой (NLN-17) в качестве индукционной среды.

Использование среды NLN-17 с последующей заме-
ной на среду NLN c 10% раствором сахарозы (NLN-10) 
через 48 часов приводит к увеличению количества обра-
зующихся эмбриоидов и сокращает время, необходимое 
для появления зародышей в культуре микроспор у образ-
цов B. rapa (Baillie et al., 1992; Ferrie et al., 1995; Gu et al., 
2003). Замена питательной среды NLN-17 на NLN-10 име-
ет два преимущества. Во-первых, на разных стадиях раз-
вития микроспор требуются разные концентрации саха-
розы. Высокий уровень сахарозы благотворно влияет 
на  жизнеспособность и развитие микроспор, создает 
необходимый для начального развития микроспор осмо-
тический потенциал, однако для продолжения развития 
требуется более низкая концентрация сахарозы (Dunwell, 
Thurling, 1985; Baillie et al., 1992; Lionneton, 2001). Во-вто-
рых, смена индукционной среды через 48 часов на началь-
ном этапе культивирования микроспор необходима для 
избавления от токсичных элементов, высвобождаемых из 
более старых двуядерных ранних пыльцевых зёрен, что 
приводит к нормальному зарождению и развитию эмбрио
на (Kott et al., 1988).

Уменьшение содержания железа в среде NLN в два 
раза приводило к увеличению выхода эмбриоидов, а так-
же влияло на цвет микроспор, они становились жёлтыми. 
Последнее можно было использовать в качестве феноти-
пического критерия эффективности эмбриогенеза. Микро-
споры желтого цвета указывали на хороший эмбриогенез, 
в то время как микроспоры зеленого цвета не давали заро-
дышей (Burnett et al., 1992). R.S. Wong (Wong et al., 1996) 
с соавторами применяли среду NLN с  13% содержанием 
в ней сахарозы (NLN-13) как в качестве промывочной сре-
ды, так и в качестве культуральной. В качестве промывоч-
ной среды также может быть использована среда ½NLN-
13 (Domblides et al., 2016; Shumilina et al., 2020).

Биотехнология и селекция растений 2023;6(3)
18



Та
бл

иц
а.

 П
ро

то
ко

лы
 п

ол
уч

ен
ия

 у
дв

ое
нн

ы
х 

га
пл

ои
до

в 
B

. r
ap

a 
в 

ку
ль

ту
ре

 и
зо

ли
ро

ва
нн

ы
х 

м
ик

ро
сп

ор
Ta

bl
e.

 P
ro

to
co

ls
 fo

r 
pr

od
uc

in
g 

do
ub

le
d 

ha
pl

oi
ds

 in
 B

. r
ap

a 
is

ol
at

ed
 m

ic
ro

sp
or

e 
cu

ltu
re

В
ид

/ 
Sp

ec
ie

s

Х
ол

од
ов

ая
 

пр
ед

об
ра

бо
тк

а 
бу

то
но

в 
(°

С
), 

ча
сы

/ B
ud

 c
ol

d 
pr

et
re

at
m

en
t (

°С
), 

hr
s

П
ро

м
ы

во
чн

ая
 

ср
ед

а 
дл

я 
ку

ль
ту

ры
 

м
ик

ро
сп

ор
/ 

M
ic

ro
sp

or
e 

cu
ltu

re
 r

in
si

ng
 

m
ed

iu
m

И
нд

ук
ци

он
на

я 
ср

ед
а 

дл
я 

ку
ль

ту
ры

 м
ик

ро
сп

ор
/ M

ic
ro

sp
or

e 
cu

ltu
re

 in
du

ct
io

n 
m

ed
iu

m

Те
пл

ов
ой

 ш
ок

 
м

ик
ро

сп
ор

 °С
 

(ч
ас

ы
)/ 

H
ea

t 
sh

oc
k 

°С
 (h

rs
)

М
ик

ро
сп

ор
/

м
л 

M
ic

ro
sp

or
es

/
m

l

В
ы

хо
д 

эм
бр

ио
ид

ов
/ 

E
m

br
yo

id
 y

ie
ld

П
уб

ли
ка

ци
я/

 
L

ite
ra

tu
re

 
so

ur
ce

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. 

pe
ki

ne
si

s
-

B
5-
13

1/
2 
ма
кр
о 
+ 
ви
та
ми

ны
 N
N
 м
ик
ро
 

M
S-
10

33
°С
 (2
4)

20
00

00
0,
1-
0,
25
%
 

Sa
to
 e
t a
l.,

19
89

B.
 ra

pa
 ss
p.

 o
le

ife
ra

-
B
5 
бе
з F

e
N
LN

 0
,5
 F
e 
с 
за
ме
но
й 
на
 N
LN

-1
3

33
°С
 (8
-1
2)

25
00
0-
10
00
00

B
ur
ne
tt 
et
 a
l.,
 

19
92

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. o

le
ife

ra
-

1/
2B

5-
13

N
LN

-1
7 
+ 
0,
83
 м
г/
л 
K
I с
 за
ме
но
й 

че
ре
з 4

8 
ч 
на
 N
LN

-1
0

32
°С
 (4
8)

10
00
00

4
6
,
3
/
1
0
0 

бу
то
но
в

B
ai
lli
e 
et
 a
l.,
 

19
92

B.
 ss
p.

 c
hi

ne
ns

is
-

-
N
LN

-1
0 
с 
0,
5 
мг
/л
 N
A
A
 и
 0
,0
5 
мг
/л
 

B
A
 

33
°С
 (2
4)

10
00
00
-2
00
00
0

57
/б
ут
он

C
ao
 e
t a
l.,
 1
99
4

B.
 ra

pa
 ss
p.

 o
le

ife
ra

-
1/
2B

5-
13

N
LN

-1
7 
+ 
0,
83
 м
г/
л 
K
I с
 за
ме
но
й 

че
ре
з 4

8 
ч 
на
 N
LN

-1
0

32
°С
 (4
8)

10
00
00

Д
о 
0,
7/
бу
то
н

Fe
rr
ie
 e
t a
l.,
 1
99
5

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. o

le
ife

ra
-

B
5 
бе
з F

e
N
LN

-1
3 
+ 
0,
83
 м
г/
л 
K
I

32
°С
 (7
2)

50
00
0

Д
о 
59
,3
/б
ут
он

G
uo
, P
ul
li,
 1
99
6

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. 

pa
ra

ch
in

en
si

s
-

N
LN

-1
3

N
LN

-1
3 
+ 
0.
05
мг
/л
 B
A
P

32
°С
 (4
8)

10
00
00

0,
2–
15
/б
ут
он

W
on
g 
et
 a
l.,
 1
99
6

B.
 ra

pa
-

B
5-
13

N
LN

-1
3

25
°С
 (1
0-
12
×2
4)

20
00

0
Д
о 
0,
12
%
 

Pa
rih
ar
 e
t a
l.,
 

19
99

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. 

pe
ki

ne
si

s
-

B
5-
13

1/
2N

LN
-1
0

32
,5
°С
 (2
4)

10
00
00

до
 8
00
 

Zh
an
g,
 T
ak
ah
at
a,
 

20
01

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. 

Pe
ki

ne
si

s
7-
20
×2
4**

**
*

m
B
5-
13

N
LN

-1
3 
+ 
0.
3 
мг
/л
 B
A
P

33
°С
 (2
4)

50
00
0

-
Sa
to
 e
t a
l.,
 2
00
2

B.
 ra

pa
 ss
p.

 c
hi

ne
ns

is
-

B
5-
13

N
LN

-1
7:
N
LN

-1
0 
+ 
0,
83
 м
г/
л 
K
I

32
°С
 (4
8)

20
00

0
3,
8-
42
,2
/б
ут
он

G
u 
et
 a
l.,
 2
00
3

B.
 ra

pa
-

-
N
LN

-1
7 
+ 
0,
44
 м
кл
 B
A
P

32
°С
 (4
8)

-
-

Fe
rr
ie
 e
t a
l.,
 2
00
5

B.
 ra

pa
-

N
LN

-1
3

N
LN

-1
3

31
°С
 (7
2)

40
00
0

-
Lo
u 
et
 a
l. 
20
08

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp

. 
ch

in
en

si
s

-
B
5-
13

1/
2N

LN
-1
3 
ма
кр
о

32
°С
 (1
8)

50
00
0

до
 7
0/
ча
ш
ка

W
an
g 
et
 a
l.,
 2
00
9

B.
 c

am
pe

st
ri

s s
sp
. 

Pe
ki

ne
si

s x
 c

hi
ne

ns
is

5×
24

B
5-
13

N
LN

-1
3 
+ 
PC

IB
35
°С
 (2
4)

50
00
0

8
,2

7
-1

9
,2

0
/

бу
то
н

Zh
an
g 
et
 a
l.,
 

20
11

B.
 c

am
pe

st
ri

s
-

B
5-
13

N
LN

-1
3

33
°С
 (2
4;
 4
8)

50
00
0

-
Zh
an
g 
et
 a
l.,
 

20
12

Br
as

si
ca

ce
ae

7-
10
/ 

1-
3×
24

B
-5
/N
LN

-1
3

N
LN

-1
3

32
°С
 (1
-3
×2
4)
*

-
до
 8
00
/ *
**

D
om

bl
id
es
 e
t a
l.,
 

20
16

Plant Biotechnology and Breeding 2023;6(3)
19



В
ид

/ 
Sp

ec
ie

s

Х
ол

од
ов

ая
 

пр
ед

об
ра

бо
тк

а 
бу

то
но

в 
(°

С
), 

ча
сы

/ B
ud

 c
ol

d 
pr

et
re

at
m

en
t (

°С
), 

hr
s

П
ро

м
ы

во
чн

ая
 

ср
ед

а 
дл

я 
ку

ль
ту

ры
 

м
ик

ро
сп

ор
/ 

M
ic

ro
sp

or
e 

cu
ltu

re
 r

in
si

ng
 

m
ed

iu
m

И
нд

ук
ци

он
на

я 
ср

ед
а 

дл
я 

ку
ль

ту
ры

 м
ик

ро
сп

ор
/ M

ic
ro

sp
or

e 
cu

ltu
re

 in
du

ct
io

n 
m

ed
iu

m

Те
пл

ов
ой

 ш
ок

 
м

ик
ро

сп
ор

 °С
 

(ч
ас

ы
)/ 

H
ea

t 
sh

oc
k 

°С
 (h

rs
)

М
ик

ро
сп

ор
/

м
л 

M
ic

ro
sp

or
es

/
m

l

В
ы

хо
д 

эм
бр

ио
ид

ов
/ 

E
m

br
yo

id
 y

ie
ld

П
уб

ли
ка

ци
я/

 
L

ite
ra

tu
re

 
so

ur
ce

B.
 ra
pa
 L
. s
sp
. c

hi
ne

ns
is

 
(L
.) 
H
an
el
t v
ar
. 

pu
rp

ur
ar

ia
 (L

.H
. B

ai
le
y)
 

H
an
el
t 

-
-

N
LN

-1
3 
+ 
A
gN

O
3

32
°С

-
до
 4
0/
 ч
аш

ка
K
oz
ar
 e
t a
l.,
 

20
19

B.
 ra

pa
 L
. s
sp
. c

hi
ne

ns
is

4-
10
/ 

1-
3×
24

N
LN

-1
3*
**
*

N
LN

-1
3*
**
*

32
°С
 (3
×2
4)
**

40
00
0-
50
00
0

-
Sh
um

ili
na
 e
t a
l.,
 

20
21

B.
 ra

pa
 L
. s
sp
. p

ek
in

en
si

s
-

B
5-
13

N
N
S-
10

34
°С
 (2
4)
*

40
00
0

-
A
da
m
us
 e
t a
l.,
 

20
21

П
ри

м
еч

ан
ия

:*
 –
 с
тр
ес
со
во
е 
во
зд
ей
ст
ви
е 
в 
те
мн

от
е;
 *
* 
– 
50
 о
бо
ро
то
в/
ми

н 
в 
ин
ку
ба
то
ре
-ш
ей
ке
ре
 в
 т
ем
но
те
; 
**
* 
– 
вс
ег
о 
в 
эк
сп
ер
им

ен
те
. 
М
ик
ро
сп
ор
ы
, 
вы

де
ле
нн
ы
е 

из
 4
-5
 б
ут
он
ов
, 
по
ме
щ
ал
и 
на
 ч
аш

ку
 П

ет
ри
 d
=6
0 
мм

; 
**
**
 –
 с
 м
од
иф

ик
ац
ия
ми

; 
**

**
*  
– 
в 
ср
ед
е 
m
B
5-
13
; 
1/2
N
LN

-1
3 
ма
кр
о 
– 
ср
ед
а 
N
LN

-1
3 
с 
по
ло
ви
нн
ой
 к
он
це
нт
ра
ци
ей
 

ма
кр
оэ
ле
ме
нт
ов
; м

ик
ро
 –
 с
од
ер
ж
ан
ие
 в
 с
ре
де
 м
ик
ро
эл
ем
ен
то
в;
 B
A
P 
– 
6-
бе
нз
ил
ам
ин
оп
ур
ин
; N

A
A
 –
 н
аф
ти
лу
кс
ус
на
я 
ки
сл
от
а 
(Н
У
К
); 
K
I –
 й
од
ид
 к
ал
ия

Биотехнология и селекция растений 2023;6(3)
20



Добавление активированного угля. В нескольких 
публикациях H.H Gu (Gu et al., 2003), H.Y. Na (Na et al., 
2009) и Y.  Zhang (Zhang et  al., 2012) с соавторами было 
сообщено об улучшении образования эмбрионов при 
добавлении активированного угля вместе с агарозой. 
Использование активированного угля приводит к повы-
шению эффективности эмбриогенеза, формированию, 
росту и развитию эмбрионов за счет нейтрализации ток-
сичных соединений, продуцируемых старыми и нежизне-
способными микроспорами (Kott et al., 1988; Dias, 2001).

Использование регуляторов роста. Выделение эти-
лена при культивировании микроспор оказывает ток-
сическое действие и препятствует нормальному разви-
тию эмбриоидов. Ингибиторы синтеза этилена (нитрат 
серебра, тиосульфат серебра, хлорид кобальта, амино-
этоксивинилглицин) способствуют повышению эффек-
тивности эмбриогенеза (Prem et  al., 2005; 2008; Na 
et  al., 2011). K.M.R. Kabir (Kabir et  al., 2013) с соавтора-
ми пишут о положительном действии нитрата серебра 
на выход эмбриоидов в культуре микроспор разных под-
видов B.  rapa  – концентрация 0,1  мг/л повышала выход 
эмбриоидов на 27-36% в зависимости от генотипа расте-
ния-донора.

В исследовании Y.  Zhang c соавторами (Zhang et  al., 
2011) сообщалось, что добавление 40 мкмолей ингибито-
ра ауксина п-хлорфеноксиизомасляной кислоты (PCIB) 
увеличивало интенсивность эмбриогенеза до шести 
раз. Эти наблюдения были аналогичны наблюдениям 
P.K. Agarwal с соавторами (Agarwal et  al., 2006), соглас-
но которым PCIB, вероятно, участвует в стимулировании 
развития эмбрионов благодаря подавлению ингибирую-
щего эффекта высокой концентрации ауксина.

S.S  Lee., A.J.  Kim (Lee, Kim, 2000) и Y.  Takahashi 
с соавторами (Takahashi et al., 2012) показали, что добав-
ление БАП (6-Бензиламинопурин) способствовало разви-
тию нормальных эмбриоидов у B. rapa.

Брассиностероиды также могут оказывать положи-
тельное влияние на образование и развитие эмбриоидов 
в культуре микроспор растений рода Brassica (Ferrie et al., 
2005; Belmonte et al., 2010).

Заключение

Таким образом, из данных литературы следует, что 
индукция эмбриогенеза в культуре изолированных 
микроспор in  vitro у B.  rapa возможна при выполнении 
следующих условий: выборе подходящих растений-до-
норов, выращивании при соблюдении температурных 
и световых режимов, определении оптимальной стадии 
развития микроспор, отборе бутонов подходящего раз-
мера в зависимости от стадии развития микроспор, пред
обработке бутонов холодом, подборе промывочной среды 
и  среды для культивирования, добавлении активирован-
ного угля и регуляторов роста. Способность к эмбрио
генезу в культуре изолированных микроспор in  vitro 

у  образцов B.  rapa может варьировать не только у рас-
тений в пределах вида, но и у каждого индивидуального 
растения.

На сегодняшний день в мире достигнуты большие 
успехи в получении удвоенных гаплоидов рода Brassica. 
Однако, культуры клеток, выращенных из микроспор, 
далеко не у всех растений демонстрируют способность 
к эмбриогенезу. Для масштабного внедрения удвоенных 
гаплоидов в практику создания исходного селекционного 
материала нужно разработать универсальный протокол, 
позволяющий индуцировать эмбриогенез в культуре изо-
лированных микроспор in  vitro с использованием образ-
цов различных сельскохозяйственных культур.

В перспективе эта технология позволит в кратчайшие 
сроки предоставить высокопродуктивный селекцион-
ный материал для создания отечественных сортов репы, 
пекинской и китайской капусты, обладающих ценным 
биохимическим составом и устойчивостью к биотиче-
ским и абиотическим стрессам.
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