
Ускоренное создание
гомозиготных линий
листовых культур 
семейства Brassicaceae Burnett в
культуре микроспор in vitro

АННОТАЦИЯ
Актуальность
Для ускорения селекционного процесса и расширения генетического разнообразия
необходимо вовлекать в селекционный процесс биотехнологические методы, одним
из которых является метод культуры изолированных микроспор in vitro. Все большую
популярность в России приобретают нетрадиционные, малораспространенные зелен-
ные культуры семейства Brassicaceae Burnett.

Материал и методика
Объектами исследования были такие представители данного семейства, как горчица
сарептская (Brassica juncea (L) Czern.) и индау посевной (Eruca sativa Mill.). Цель иссле-
дований заключалась в оптимизации базового протокола под изучаемые культуры.

Результаты
Были подобраны оптимальные условия культивирования для горчицы сарептской и
индау посевного. Опытным путем был определен оптимальный для введения в культу-
ру in vitro размер бутона, который составил у горчицы сарептской 2,5-3,5 мм, а у индау
посевного – 7,0-7,5 мм. Показано, что холодовая предобработка бутонов в течение 1
суток значительно повышает выход эмбриоидов. Для большинства образцов наиболее
благоприятным оказалось сочетание pH среды NLN-13, равное 6,1, и температурная
обработка 32°С в течение 1 суток культивирования. Все вышеперечисленные условия
культивирования способствовали успешному развитию эмбриоидов. Первые деления
были отмечены на 4 сутки, а уже через 2 недели эмбриоиды находились на начальной
семядольной стадии развития. Выход эмбриоидов достигал у горчицы сарептской – до
25-30 шт./5 бутонов, а у индау посевного – до 5-7 шт./5 бутонов. Отмечено, что у гор-
чицы сарептской происходит быстрое укоренение и адаптация к условиям in vivo. То
есть весь процесс получения чистой гомозиготной линии составляет 4-5 месяцев, что
сокращает селекционный процесс в более чем в 3 раза.

Rapid development of homozygous
lines through culture of isolated
microspores in leafy crops of
Brassicaceae Burnett
ANNOTATION
Relevance
Biotechnological methods are generally used to speed up breeding programs and to enhance
genetic diversity, so the culture of isolated microspore in vitro can be regarded as one of very
suitable methods. Nontraditional and uncommon vegetable crops belonging to Brassicaceae
Burnett. are becoming more popular.

Methods
Accessions of sarepta mustard (Brassica juncea L. Czern.) and rocket salad (Eruca sativa
Mill.) were taken for the study with the aim to optimize the basic protocol for these species.

Results
As a result of the study the optimum cultivation conditions have been determined for the
species. Sizes of buds 2.5-3.5 mm long for sarepta mustard and 7.0-7.5 long for rocket salad
which were used for cultivation had been experimentally defined. It was also shown that the
cold pretreatment had improved the embryo yield. The nutritional NLN-13 medium with pH
6.1 and pretreatment at 32°C during a cultivation day had been shown to be more favorable
for all accessions. All conditions that had been used were suitable for embryo formation. First
divisions had been seen after 4 days of cultivation, while the embryos at primary cotyle-
donary stage only appeared after 2 weeks of cultivation. The embryo yield per 5 buds
reached 25-30 and 5-7 in the sarepta mustard and the rocket salad, respectively. It is worth
noticing that the root formation and plant adaptation had passed better and faster in sarep-
ta mustard than in rocket salad. Thus, whole process of homozygous line developing can be
completed for 4-5 months, making the breeding program 3 times shorter.
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Введение 

Впоследние годы все большую
популярность приобретают раз-

личные зеленные культуры, ранее не
имевшие широкого распространения
на территории России. Огромную
роль среди них играют культуры
семейства Brassicaceae: индау посев-
ной (Eruca sativa Mill.) и горчица
сарептская (салатная) (Brassica jun-
cea (L.) Czern.) [1,2,3].

Индау посевной известен среди
потребителей также под названиями
эрука, рукола, рокет-салат. Это мас-
личная культура, обладающая пряным
орехово-горчичным вкусом, листья и
молодые побеги которой применяют
для приготовления салатов, а семена
в некоторых странах (Иране, Индии,
Испании, Франции) – для приготовле-
ния горчицы. 

Растение содержит алкалоиды,
флавоноиды, витамин С, витамины
группы В, минеральные соли, йод (до
700 мкг/кг), железо, яблочную и
лимонную кислоты. Кроме того,
растение богато диетическими волок-
нами, которые представлены геми-
целлюлозой, целлюлозой и лигнином.
Именно им отводится значимая роль в
утилизации вредных веществ и отхо-
дов организма и снижении концентра-
ции холестерина в крови.

В семенах содержится эфирное
масло, которое выделяется после
предварительной ферментации
(более 1%). Главной составной его
частью является горчичное масло.
Семена содержат также 25-34% полу-
высыхающего жирного масла, в кото-
ром преобладает эруковая кислота
(20-44%); имеются также линолевая
(12-24,9%), линоленовая (до 17%),
олеиновая (до 18%) и другие кислоты,
стероиды (β-ситостерин, компесте-
рин и др.), флавоноиды (гликозиды
кемпферола, кверцетина, изорамне-
тина) [2].

Сорт индау посевного Русалочка
селекции ФГБНУ ФНЦО включен в
Госреестр по Российской Федерации
для выращивания в ЛПХ. Рекомендуется
для использования зеленых молодых
листьев в салатах и в качестве гарнира к
мясным и рыбным блюдам.
Раннеспелый. Высота растения 20-22
см. Лист среднего размера, лировид-
ный, гладкий, темно-зеленый. Цветок
бело-кремовый. Урожайность зеленой
массы 1,5 кг/м2. Холодостойкий, влаго-
любивый [4].

Горчица – одна из важнейших в
мире масличных культур и популярная
зеленная культура многих стран
Дальнего Востока и Юго-Восточной
Азии. В России этот вид горчицы был
известен в основном как пряность и
возделывался с целью получения
масла. В качестве салатного растения
эта культура получила распростране-
ние на территории России сравни-
тельно недавно, так же, как и в США и
ряде европейских стран.

Молодые листья горчицы имеют
ценный химический состав. Они богаты
аскорбиновой кислотой, содержат
каротин, рутин, витамины группы В,
фитонциды. Острый вкус обусловлен
наличием в них горчичного гликозида.
Молодые листья употребляют в свежем
виде в качестве салатной зелени,
добавляют в мясные и рыбные блюда, а
также при приготовлении различных
бутербродов. Семена используют в

качестве приправы для мясных и мно-
гих других блюд, а также в народной
медицине. Горчица является хорошим
противоцинготным средством [5].

Сорт горчицы салатной Сударушка
селекции ФГБНУ ФНЦО – раннеспе-
лый, отличается высокой товарной уро-
жайностью (3,0-3,3 кг/м2). Ценность
сорта – быстрое нарастание вегетатив-
ной массы, период от полных всходов
до уборки на зелень составляет в сред-
нем 35 суток. Розетка листьев полупри-
поднятая, высотой 70-90 см, диамет-
ром 12-17 см. Лист среднего размера,
зелёный, гофрированный. Край листа
зубчатый. Масса растения – 143 г.
Данный сорт рекомендуется для
использования в свежем виде в каче-
стве салатной зелени.  [4].

В настоящее время в Госреестр
включено более 30 сортов индау и
более 20 – горчицы салатной. [4]. В то
же время около 90% свежей зелени на
российских прилавках и в ресторанах
составляет импортная продукция. В
2018 году импорт свежей зелени в
России в денежном выражении при-
близился к 100 млн долларов, а
потребление по сравнению с 2015
годом увеличилось на 65%. Наиболее
крупными импортерами салатной
зелени в Россию по данным на 2017-
2018 годы являются Иран (около 28%
от всего объема ввозимой свежей
зелени), Израиль (22%), Узбекистан
(14%) [6, 7].

Таким образом, огромный потен-
циал развития внутреннего производ-
ства свежей зелени, а также растущая
высокими темпами популярность дан-
ных культур, как среди дачников, так и
среди рестораторов и крупных про-
изводителей, обуславливает необхо-
димость создания новых сортов и гиб-
ридов, отвечающих строгим требова-
ниям современного рынка.

Для ускорения селекционного
процесса и получения качественной
выровненной продукции в настоя-
щее время широко применяют био-
технологические методы, одним из
которых является метод культуры
изолированных микроспор in vitro.
Данный метод обеспечивает не
только гомозиготность получаемых
удвоенных гаплоидов (DH-линий),
но и способствует расширению
спектра формообразования генети-
ческих рекомбинантных форм. Для
растений рода Brassica L. разрабо-
тан базовый протокол культуры
микроспор на основе рапса [8]. В
мире проведена работа рядом авто-
ров по изучению факторов, влияю-
щих на эмбриогенез горчицы
сарептской [9,10,11,12] и индау
посевного [13]. Однако как показы-
вает практика, базовый протокол
необходимо модифицировать под
конкретный вид, сорт и генотип. 

Материалы и методы
Растительный материал и 
условия выращивания 
донорных растений
Объектами исследования были пред-

ставители семейства Brassicaceae
Burnet.: горчица сарептская сорта
Сударушка и индау посевной сорта
Русалочка селекции ФГБНУ ФНЦО.

Донорные растения выращивали в
климатической камере при режиме
19°С круглосуточно, 16 ч. день/8 ч.
ночь, освещение – 9000 люкс. 

Для отбора бутонов, содержащих
микроспоры на оптимальной стадии
развития, проводили цитологическое
исследование с использованием
методики дифференциального окра-
шивания микроспор и зрелых пыльце-
вых зерен [14] на микроскопе Axio
Imager А2. 

Культура микроспор
Выделение и культивирование мик-

роспор проводили по методике, раз-
работанной в лаборатории биотехно-
логии ФГБНУ ФНЦО для капустных
культур [15].

Получение 
растений-регенерантов
Появившиеся эмбриоиды на семя-

дольной стадии (cotyledon-stage)
своего развития, помещали в чашки
Петри на среду В-5 [16], содержащую
2% сахарозу и 7,0 г/л агара.
Культивирование проводили на стел-
лажах с люминесцентными лампами
при 25°С и фотопериоде 14 часов,
освещенности 3,5 тыс. люкс. 

Выращивание 
растений-регенерантов
Растения с нормально развитыми

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

Для получения семян цветущие
растения помещали в индивидуаль-
ные изоляторы и самоопыляли.

Результаты
Как показывает ряд исследований,

эффективность андрогенеза в значи-
тельной степени зависит от стадии
развития микроспор в момент введе-
ния в культуру in vitro. Из литературных
источников известно, что у растений
рода Brassica отзывчивыми считаются
микроспоры на поздней стадии разви-
тия и ранние двухклеточные пыльце-
вые зерна [8, 17]. Опытным путем было
установлено, что у горчицы сарептской
этой стадии развития соответствовал
размер бутонов от 2,5 до 3,5 мм, а у
индау посевного – от 7,0 до 7,5 мм. По
мере развития донорного растения и
его старения (цветение длится около
месяца) размер бутонов, содержащих
микроспоры на оптимальной стадии
развития, может существенно изме-
няться, чаще всего в большую сторону.
В связи с этим необходима постоянная
корректировка размера бутонов для
каждого генотипа.

В своих работах А. Тураев [18]
отмечает влияние стресса, как важно-
го фактора, оказывающего влияние на
механизм репрограммирования мик-
роспор с гаметофитного на споро-
фитный путь развития, с последую-
щим образованием эмбриоидов, раз-
вивающихся во взрослое растение. В
наших опытах было отмечено суще-
ственное повышение индукции
эмбриогенеза из микроспор при
использовании обработки бутонов
пониженной положительной темпера-
турой в течение 1 суток и последующей
обработкой микроспор при 32℃ в тече-
ние 1 суток. 
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Рис. 1. Развитие эмбриоидов в культуре микроспор Brassica juncea (А-Г) и Eruca sativa (Д-З): 
А, Д – первые деления в культуре микроспор (4 суток); Б, Е – деления (6 суток); 
В – эмбриоид на глобулярной стадии развития (8 суток); Г, Ж – эмбриоид на сердцевидной стадии развития 
(12 суток); З – эмбриоид на ранней семядольной стадии развития (14 суток)

Fig. 1. Embryoid development in culture microspore of Brassica juncea (А-Г) and Eruca sativa (Д-З): 
А, Д – First division of microspore after 4 days of culture; Б, Е – division after 6 days of culture; 
В – embryoid at the globule stage after 8 days of culture; Г, Ж – embryoid at the heart-shaped 
stage after 12 days of culture; З – embryoid at the early cotyledonary stage after 14 days of culture

А Б

Рис. 2. Образовавшиеся в культуре микроспор эмбриоиды 
на семядольной стадии развития на жидкой питательной среде NLN-13:
А – индау посевной (Eruca sativa), Б – горчица сарептская (Brassica juncea)
Fig. 2. Microspore-derived embryods at the cotyledon stage on the NLN-13  liquid medium
А – rocket salad (Eruca sativa), Б – sarepta mustard (Brassica juncea)
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Оптимальное значение рH для
большинства растительных тканей
лежит в пределах 5,0-5,5 [19]. В
исследованиях некоторых авторов
было показано, что относительно
высокое значение рН питательной
среды (6,2-6,4) у большинства гено-
типов капустных культур более
эффективно для индукции эмбриоге-
неза из микроспор [20]. В проведен-
ных нами исследованиях для боль-
шинства образцов наиболее благо-
приятным оказалось значение pH

среды NLN-13, равное 6,1 (рис.2).
Выход эмбриоидов при этом достигал
у горчицы сарептской до 25-30 шт./5
бутонов, а у индау посевного – до 5-7
шт./5 бутонов. Эмбриоиды горчицы
сарептской на семядольной стадии
развития были значительно крупнее
по размеру, по сравнению с индау
посевным, и развивались быстрее.

Первые деления мы наблюдали на
4 сутки культивирования (рис.1 А), на
6 сутки отмечено формирование мно-
гоклеточного эмбриогенного класте-

ра с 5-10 ядрами (рис.1 Б), а уже на 8
сутки – эмбриоида на глобулярной
стадии развития. На 14 сутки
эмбриоид достигает ранней семя-
дольной стадии (рис.1 Д). После
переноса образовавшихся эмбриои-
дов на твердую безгормональную
среду была отмечена быстрая прямая
регенерация и успешное развитие с
множественным побегообразовани-
ем растений-регенерантов горчицы
сарептской в течение 2-х недель (рис.
3 В, Г). У индау посевного при поме-

А Б

В Г

Рис.3. Регенерация в культуре in vitro А, Б – индау посевной 
(Eruca sativa); В, Г – горчица сарептская (Brassica juncea)
Fig. 3. Plantlet regeneration in vitro
А, Б – rocket salad (Eruca sativa), В, Г – sarepta mustard (Brassica juncea)

Рис.4. Адаптация растений-регенерантов 
горчицы к условиям in vivo
Fig. 4. Adaptation of plants-regenerants in vivo

Рис. 5. Цветущее растение R0

Fig 5. Flowering plant R0
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щении эмбриоидов на регенера-
ционную среду часто наблюдалась
более длительная регенерация
побегов через образование каллуса
и вторичный эмбриогенез (рис.3 А,
Б). С учетом потерь на этапе регене-
рации и адаптации (рис.4) всего в
2019 году было получено 32 линии
удвоенных гаплоидов горчицы
сарептской (рис.5) и 3 линии индау
посевного.

Заключение
В результате проведенных иссле-

дований модифицирован базовый
протокол культуры изолированных
микроспор in vitro для горчицы
сарептской и индау посевного рос-
сийской селекции. Подобрано опти-
мальное сочетание стрессовых фак-
торов, условий культивирования для
индукции эмбриогенеза у изученных
сортообразцов. Благодаря оптимиза-

ции методики весь биотехнологиче-
ский цикл от введения микроспор в
культуру in vitro до образования семян
у удвоенного гаплоида занимает 4-5
месяцев, что существенно сокращает
селекционный процесс. Все получен-
ные линии удвоенных гаплоидов
переданы в лабораторию селекции и
семеноводства зеленных и пряно-вку-
совых культур ФГБНУ ФНЦО для даль-
нейшей селекционной работы.
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