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Большинство генотипов капусты белокочанной (Brassica oleracea L.) в культуре микро-
спор имеют низкую регенерационную способность, а также непрямое развитие проростков 
посредством образования адвентивных побегов или вторичного эмбриогенеза. Повышение ча-
стоты регенерации и формирование проростков из эмбриоидов без промежуточных стадий 
могут обеспечить больший выход удвоенных гаплоидов. Изучено влияние гелеобразователей: 
агара (11 г/л), агаргеля (4,5 г/л) и фитагеля (2 г/л) – на частоту регенерации/прорастания эм-
бриоидов в культуре изолированных микроспор капусты белокочанной (B. oleracea var. capitata), 
а также воздействие холодовой обработки при 5°C в течение 3, 6, 9, 12 и 15 дней в темноте 
на прямое прорастание эмбриоидов капусты кольраби (B. oleracea var. gongylodes). На регене-
рационной среде В5 с добавлением агара частота регенерации проростков капусты белокочан-
ной была существенно выше, чем на средах с добавлением агаргеля и фитагеля. Кроме того, 
на средах, содержащих агаргель и фитагель, наблюдали витрификацию тканей эмбриоидов. 
Прямое прорастание эмбриоидов не происходило. Предварительная холодовая обработка эм-
бриоидов капусты кольраби при температуре 5°C в течение 3, 6 и 9 дней в полной темноте 
способствовала стимуляции прямого образования проростков из эмбриоидов и увеличению ча-
стоты прямого прорастания в два раза по сравнению с контролем. Более длительные сроки 
холодовой обработки в темноте, напротив, снизили частоту прямого прорастания эмбриои-
дов по сравнению с контролем в два раза при 12 днях, в шесть раз – при 15 днях инкубирования.
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микроспор, частота регенерации, прямое прорастание, холодовая обработка, агар, агар-
гель, фитагель, эмбриоид, проросток.

Введение

Выход удвоенных гаплоидов в культуре изолированных микроспор определяется 
двумя процессами: индукцией эмбриогенеза из микроспор и частотой прорастания эм-
бриоидов, и регенерацией проростков из эмбриоидов (Kozar et al., 2020). Частота форми-
рования проростков из эмбриоидов у различных видов Brassica варьирует от 0 до 94%: 
у Brassica rapa – 5–20% (Takahashi et al., 2012), у B. napus – от 0 до 94% (Smykalova et al., 
2006; Ahmadi et al., 2014), у B. oleracea – от 11 до 70% (Klíma et al., 2004; Pilih et al., 
2008; Wang et al., 2010). Среди разновидностей B. oleracea максимальная частота фор-
мирования растений-регенерантов отмечена у брокколи – 60–70% (Duijs et al., 1992); 
у капусты кольраби частота регенерации варьирует от 11 до 63% (Klíma et al., 2004), 
у капусты белокочанной она составляет менее 54% (Pilih et al., 2008).
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При высадке эмбриоидов капустных культур на регенерационную среду прямое 
прорастание и формирование побега происходят редко, у большинства видов Brassica ча-
стота такого развития эмбриоидов составляет менее 30% (Klutschewski, 2012; Gu et al., 
2014). Микроспорогенные эмбриоиды, которые внешне нормально выглядят, в большин-
стве случаев набухают и разрастаются. В дальнейшем набухшие семядоли и гипокотиль 
эмбриоида могут витрифицироваться или дифференцироваться во вторичные эмбриоиды, 
адвентивные побеги (Ferrie and Caswell, 2011; Pilih et al., 2018). Прямое прорастание эм-
бриоидов обеспечивает быстрое получение ценных для селекции новых сочетаний алле-
лей исходного генотипа, в то время как разрастание эмбриоидов приводит к увеличению 
времени и, как следствие, стоимости и трудоемкости процесса культивации, смещению 
сроков яровизации и цветения капустных растений (Tian et al., 2004; Klutschewski, 2012).

На процесс прорастания/регенерации эмбриоидов, полученных из микроспор, вли-
яют генотип (Wei et al., 2008), стадия развития эмбриоидов, питательная среда (Tian et al., 
2004; Zhang et al., 2006) и условия культивирования (Klutschewski, 2012). Высокая ге-
нотип-специфичность и низкая частота регенерации/прорастания эмбриоидов селекци-
онно-ценных генотипов является одной из главных проблем применяемых технологий 
производства линий удвоенных гаплоидов (ЛУГ) растений рода Brassica (Wei et al., 2008; 
Ferrie and Möllers, 2011). Использование оптимальных для каждого вида или генотипа со-
става среды и условий культивации позволит повысить частоту прорастания эмбриоидов, 
а также не допустить разрастания, витрификации или вторичного эмбриогенеза нормаль-
но выглядящих эмбриоидов капустных культур (Klutschewski, 2012; Kozar et al., 2020).

Консистенция питательной среды, тип гелеобразователя или марка агара могут 
влиять на рост ткани в культуре (Debergh, 2006; Sendra, 2017; Vasilchenko, 2017). Тра-
диционно для гелирования питательных сред в культуре растительных тканей исполь-
зуется природный полисахарид агар, способный образовывать стабильные плотные, 
прозрачные и устойчивые к продуктам метаболизма растений гели. В то же время агар, 
как правило, является самым дорогостоящим компонентом питательных сред (Coel-
ho et al., 2021). В качестве альтернативы агару (6–11 г/л) можно использовать фитагель, 
агаргель (смесь агара и фитагеля), агарозу, крахмал, гуаровую камедь, ксантановую 
камедь (Dobranszki et al., 2011). Фитагель, или геллановая камедь, является экзополиса-
харидом, состоящим из глюкуроновой кислоты, рамнозы и глюкозы, который произво-
дится путем микробиологической ферментации и широко используется в культуре рас-
тительных тканей в качестве заменителя агара благодаря низкой стоимости, высокой 
плотности геля при низких концентрациях (1,5–2,5 г /л), прозрачности и бесцветности 
геля (Banik et al., 2000; Thorpe et al., 2008). Агаргель сочетает положительные свойства 
фитагеля и агара, способен образовывать плотный полупрозрачный гель в концентра-
ции 3,5–5,0 г/л и предотвращает витрификацию растительных тканей (Hall, 2000).

Как правило, для культивирования эмбриоидов капустных культур, в том числе раз-
новидностей B. Oleracea, большинство исследователей используют среды с добавлением 
агара (Custers et al., 2003; Yuan et al., 2015; Cilingir et al., 2017; Bhatia et al., 2018; Niu et al., 
2019). Работы с использованием других гелеобразователей немногочисленны. Например, 
Шумилина и др. (2015) в культуре микроспор капусты китайской проводили культивацию 
эмбриоидов на питательной среде Мурасиге-Скуга с добавлением 3 г/л фитагеля в сочета-
нии с 0,1 мг/л бензиламинопурина. Фитагель также применялся для культивации эмбрио-
идов капусты белокочанной (Минейкина и др., 2016), капусты брокколи (Domblides et al., 
2018), репы (Shumilina et al., 2020) Zeng et al. (2015) для регенерации эмбриоидов капусты 
брюссельской использовали 10 г/л агарозы. Эффективность использования сред, содер-
жащих агар-гель для получения растений из эмбриоидов B. Oleracea, не изучалась.

Условия культивации – такие, как температура и фотопериод, способ-
ны повлиять на развитие эмбриоидов в проростки и последующее формирование 
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растений-регенерантов. Ряд исследований, посвященных стимуляции прямого пути про-
растания эмбриоидов, свидетельствует о положительном влиянии культивирования эм-
бриоидов рапса в течение 3–14 дней при температуре 1–10°C (Zhou et al., 2002; Gu et al., 
2004; Zhang et al., 2006). Двухнедельная обработка холодом при температуре 4°C зна-
чительно увеличивала частоту прямого пути развития эмбриоидов рапса с 14% (стан-
дартные условия) до 28% (Klutschewski, 2012). CegielskaTaras et al. (2002) сообщают, что 
при обработке пониженными температурами в течение 14 дней в сочетании с коротким 
фотопериодом (8 ч света в сутки) наблюдаемая частота прямого прорастания эмбриои-
дов рапса при 1°C составляла более 70% и была на 50% выше, чем при 4°C.

В работе Rijven (1952) сообщается, что высокая интенсивность света в первые 
несколько дней культивации эмбриоидов Capsella bursa-pastoris L. может подавлять 
их прорастание. Инкубирование эмбриоидов Musa acuminata Colla в полной темноте 
дает лучшие результаты, чем чередование свет/тьма (Uma et al., 2011). Для увеличе-
ния скорости роста и длины проростков Musa balbisiana Colla отсутствие света было 
в целом лучше, чем при различных фотопериодических режимах (Ahmed et al., 2006).

Работа посвящена изучению влияния гелеобразователей на частоту регене-
рации/прорастания эмбриоидов, полученных в культуре микроспор B. oleracea var. 
capitata, а также изучению возможности стимулирования прямого прорастания эм-
бриоидов B. oleracea var. gongylodes при воздействии холодовой обработки в сочета-
нии с культивацией в темноте. В качестве вариантов гелеобразователей использовали 
11 г/л агара, 4,5 г/л агаргеля и 2 г/л фитагеля. Обработку холодом в отсутствие света 
проводили при 5°C в течение 3, 6, 9, 12 и 15 дней.

Материалы и методы исследований

Растения-доноры и условия выращивания. Для изоляции микроспор исполь-
зовали разновидности вида B. oleracea L., представленные 2 линиями капусты бело-
кочанной B. oleracea var. capitata БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I и одной линией капусты 
кольраби B. oleracea var. gongylodes Кор17×Кор2фКи)2–1 из коллекции ООО «Селек-
ционная станция имени Н.Н. Тимофеева».

Донорные растения выращивали в условиях открытого и защищенного грунта. 
В стадии 3–5 настоящих листьев рассаду пересаживали в открытый грунт. Осенью 
здоровые, хорошо сформированные растения пересаживали в зимнюю теплицу для 
яровизации при температуре 4–6°C в течение трех месяцев. Далее температуру воз-
духа повышали до 15–20°C, чем стимулировали активный рост и цветение.

Изоляция и культивирование микроспор. Для изоляции микроспор отбирали 
бутоны длиной 5,0 мм для капусты кольраби и 5,1–5,3 мм – для генотипов капусты бело-
кочанной, содержащие микроспоры поздней одноядерной стадии развития. Изоляцию 
и культивирование микроспор проводили по методике, описанной Байдиной (2018).

Регенерация/проращивание эмбриоидов. Эмбриоиды в семядольной стадии 
развития пересаживали в полипропиленовые автоклавируемые контейнеры разме-
ром (8×6×4,5 см), заполненные на 0,5–0,6 см агаризованной (1,1%) средой В5 (Gam-
borg et al., 1968), содержащей 2,5% сахарозы, рН среды перед стерилизацией автоклави-
рованием доводили до 5,8. Плотность размещения эмбриоидов составляла 9 шт. на один 
контейнер. Эмбриоиды культивировали в климатической комнате при 24°C и фотопери-
оде 16 ч – день, 8 ч – ночь. Один раз в 30 дней при отсутствии развитых растений про-
изводили пересадку развивающихся эмбриоидов на свежую питательную среду того же 
состава. При образовании из эмбриоида проростка с нормально развитыми листьями 
и корневой системой их пересаживали в кассеты с торфяным субстратом для адаптации.

Изучение влияния различных типов гелеобразователей в среде В5 на морфоге-
нез эмбриоидов было проведено у капусты белокочанной. В качестве гелеобразующих 
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веществ были использованы агаргель в концентрации 4,5 г/л и фитагель в концентра-
ции 2 г/л. Контролем в эксперименте был агар в концентрации 11 г/л.

Изучение влияния холодовой обработки (5°C) и инкубирования в темноте 
на стимуляцию прямого прорастания эмбриоидов проводили на капусте кольраби. 
В рамках эксперимента эмбриоиды сразу после пересадки на твердую питательную 
среду помещали в холодильную камеру и культивировали при 5°C и отсутствии света 
в течение 3, 6, 9, 12 и 15 дней. Кроме того, проводили культивирование эмбриоидов 
в темноте при 24°C в течение трех и шести дней. Контроль сразу после пересадки 
эмбриоидов на твердую питательную среду переносили в климатическую комнату, 
культивировали при 24°C и фотопериоде 16 ч – день, 8 ч – ночь.

Статистический анализ. Оценку существенности различий вариантов опыта 
проводили с использованием U-теста Манна-Уитни. При этом значения, указанные 
в процентах, преобразовывали с помощью функции arcsin. Эксперименты заложены 
в четырёхкратной повторности, одна повторность соответствует одному контейнеру 
с 9 эмбриоидами. Существенность различий между вариантами опыта определяли 
с использованием уровня значимости P ≤ 0.05.

Результаты и их обсуждение

Изучение влияния гелеобразователей питательной среды на частоту ре-
генерации эмбриогенных проростков. Изучение влияния гелеобразующих веществ 
на частоту формирования проростков проводили с использованием линий капусты 
белокочанной БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I. В качестве гелеобразователей в среде для 
стимуляции морфогенеза эмбриоидов использовали агар (11 г/л), агаргель (4,5 г/л) 
и фитагель (2 г/л) (табл. 1). Частоту регенерации генотипов капусты белокочанной 
оценивали как отношение общего числа образовавшихся из эмбриоидов растений-ре-
генерантов к числу эмбриоидов.

Таблица 1
Влияние гелеобразователя в питательной среде на частоту прорастания 

эмбриоидов/регенерацию проростков капусты белокочанной

Генотип Гелеобразователь
Среднее число растений-ре гене-
рантов, образовавшихся из эм-

бриоидов, на один контейнер, шт. 

Среднее число эмбриои-
дов с прямым путем разви-
тия на один контейнер, шт.

Частота 
регене-

рации, % 

БФЦ3×N14 

Агар (11 г/л) 4,3 ± 0,7a 3,7 ± 0,3a 48,1a 

Агаргель (4,5 г/л) 1,7 ± 1,3b 0,0 ± 0,0b 18,5b 

Фитагель (2 г/л) 0,0 ± 0,0c 0,0 ± 0,0b 0,0c 

ЦрI×Фу4–5I 

Агар (11 г/л) 2,3 ± 0,7a 2,2 ± 0,4a 25,9a 

Агаргель (4,5 г/л) 0,0 ± 0,0b 0,0 ± 0,0b 0,0b 

Фитагель (2 г/л) 0,7 ± 0,7b 0,0 ± 0,0b 7,4b 

Примечание. Строчные буквы a, b, c указывают на существенное различие между ва-
риантами в столбце для каждого генотипа на уровне значимости Р = 0.05.

Наибольшая частота регенерации генотипов БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I была 
отмечена на агаризированной среде, составив 48,1% и 25,9% соответственно. 
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Частота регенерации генотипа БФЦ3×N14 на среде с использованием агаргеля име-
ла значение 18,5%, а у генотипа ЦрI×Фу4–5I – 0%. Частота регенерации генотипов 
БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I на среде с добавлением фитагеля составила 0 и 7,4% соот-
ветственно, при этом значение 7,4% значимо не отличается от 0%.

Среднее число растений-регенерантов, образовавшихся из эмбриоидов, куль-
тивируемых на питательной среде с добавлением агара, равнялось 4,3 шт/контейнер 
у генотипа БФЦ3×N14 и 2,3 шт/контейнер у генотипа ЦрI×Фу4–5I и было значимо 
больше, чем на средах с добавлением агаргеля и фитагеля. При культивации эмбри-
оидов генотипа БФЦ3×N14 на средах с агаргелем и фитагелем образование пророст-
ков наблюдали только на среде, содержащей агаргель (1,7 шт/контейнер). У генотипа 
ЦрI×Фу4–5I на среде с фитагелем удалось получить единичные проростки, в то вре-
мя как на агаргеле растения-регенеранты не развивались.

Прямое прорастание эмбриоидов было отмечено только на среде, содержащей 
агар. Среднее число эмбриоидов генотипов БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I, развивших-
ся без формирования промежуточных стадий, значимо не отличалось и составляло 
3,7 и 2,2 шт/контейнер соответственно. На средах, содержащих агаргель или фитагель, 
наблюдали витрификацю эмбриоидов исследуемых генотипов, а эмбриоидов, прорас-
тающих без формирования промежуточных стадий, не было (рис. 1, 2). Эмбриоиды, по-
мещенные на среды, содержащие агаргель и фитагель, набухали и имели низкую корне-
образовательную и побегообразующую способность, большинство эмбриоидов витри-
фицировались, поражались некрозами, темнели и прекращали свое развитие (рис. 2).

Рис. 1. Регенерация проростков из эмбриоидов на твердой питательной среде 
с различными гелеобразователями (слева направо: агар, 11 г/л; фитагель, 2 г/л; 

агаргель, 4,5 г/л); генотипа БФЦ3×N14 на 4-й неделе регенерации

Рис. 2. Регенерация проростков из эмбриоидов на твердой питательной среде 
с различными гелеобразователями (слева направо: агар, 11 г/л; фитагель, 2 г/л; 

агаргель, 4,5 г/л) генотипа ЦрI×Фу4–5I на 4-й неделе регенерации
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Изучение влияния условий культивирования эмбриоидов в темноте при по-
ниженной температуре. С целью стимуляции прямого прорастания эмбриоидов 
и сокращения сроков подготовки проростков к пересадке в грунт было изучено сочета-
ние воздействия низкой положительной температуры и темноты на прорастание/реге-
нерацию эмбриоидов. Для этого зрелые эмбриоиды линии (Кор17×Кор2фКи)2–1 
капусты кольраби культивировали в климатической комнате при 24°C в течение 3, 
6 дней в полной темноте, а также в холодильной камере при температуре 5°C в те-
чение 3, 6, 9, 12 или 15 дней в полной темноте. После проращивания эмбриоидов 
в темноте и холодовой обработки в темноте на 30-й и 45-й дни культивирования оце-
нивали количество готовых к пересадке в грунт растений и сравнивали с контролем 
без холодовой предобработки и культивированием эмбриоидов на свету сразу после 
пересадки их на среду для регенерации (табл. 2).

Таблица 2
Влияние условий культивирования на частоту прямого прорастания 

и регенерации эмбриоидов капусты кольраби

Условия экспе-
римента, чис-
ло дней куль-
тивирования 
эмбриоидов

Количество проростков 
при прямом прорастании 

эмбриоидов, шт.
Частота 
прямого 
прорас-
тания, %

Среднее число 
эмбриоидов
с развитием
без промежу-
точных стадий 

на 1 контейнер, шт.

Частота 
форми-
рования 

про-
ростков, 
всего, %

Всего проростков 
(с учетом обра-
зования адвен-
тивных побегов 

и вторичного эм-
бриогенеза), шт.

на 30-й 
день

на 45-й 
день Всего

0 (контроль) 10 6 16 44,44a 4 ± 0,8а 125 45

3 (при 24°C) 0 13 13 36,11а 3,25 ± 0,49а 52,78 19

6 (при 24°C) 0 15 15 41,67а 3,75 ± 0,48а 47,22 17

3 (при 5°C) 26 5 31 86,11b 7,75 ± 1,47b 100 36

6 (при 5°C) 23 10 33 91,67b 8,25 ± 1,01b 102,78 37

9 (при 5°C) 21 11 32 88,89b 8 ± 0,9b 119,45 43

12 (при 5°C) 0 9 9 25c 2,25 ± 0,3c 125 45

15 (при 5°C) 0 5 5 7,2d 1,25 ± 0,39d 127,78 46

Примечание. Строчные буквы a, b, c, d указывают на существенное различие между 
вариантами в столбце на уровне значимости Р = 0.05.

При культивации эмбриоидов в темноте без холодовой обработки в течение 
3 и 6 дней частота прямого прорастания составила 36,11 и 41,67% соответственно 
и значимо не отличалась от контроля. Среднее число проростков при прямом про-
растании эмбриоидов при культивации в темноте было сопоставимо с контролем, 
в то же время число полученных из них саженцев было ниже, чем образовалось 
из эмбриоидов в контроле.

Воздействие на эмбриоиды после пересадки на твердую среду температу-
ры в 5°C в сочетании с отсутствием света на протяжении 3, 6 и 9 дней увеличи-
ло среднее число полученных растений на 45-й день культивирования эмбрио-
идов с 4 до 7,75–8,25 шт/контейнер и частоту прямого прорастания эмбриоидов 
с 44,44 до 86,11–91,67% по сравнению с контролем. При этом значимые различия 
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между частотой прямого прорастания эмбриоидов при холодовой обработке сроком 
3–9 дней не наблюдались. Более длительная культивация при 5°C в темноте сроком 
12 и 15 дней привела к уменьшению частоты прямого прорастания эмбриоидов, 
среднего числа растений-регенерантов из прямо проросших эмбриоидов и сдви-
нула сроки пересадки растений в грунт на 15 дней по сравнению с холодовой об-
работкой без света в течение 3–9 дней и контролем. Число растений, полученных 
на 45-й день культивирования эмбриоидов, и частота прямого прорастания эмбри-
оидов при 15 днях холодовой обработки в темноте составили 1,25 шт/контейнер, 
или 7,5% соответственно, что было значимо меньше, чем 2,25 шт/контейнер, или 
25% при 12 днях такой обработки (рис. 3).

Рис. 3. Регенерация проростков из эмбриоидов после холодовой обработки при 5°C 
генотипа (Кор17×Кор2фКи)2–1 на 3-й неделе культивации

Воздействие холодом повлияло на длительность периода культивации эм-
бриоидов и сроки пересадки растений-регенерантов в почвенный субстрат. После 
30 дней культивирования в почвенный субстрат было пересажено больше половины 
саженцев, полученных из эмбриоидов со сроками холодовой обработки в темноте 3, 
6, 9 дней и контроля. На 45-й день саженцы, полученные при прямом прорастании 
эмбриоидов, подвергавшихся воздействию холода в сочетании с темнотой сроком 
3–9 дней, и контроль были полностью адаптированы к условиям in vivo. Пересадка 
в почвенный субстрат саженцев, полученных из прямо проросших эмбриоидов, на-
ходившихся при 5°C12 и 15 дней и при 25°C3 и 6 дней в отсутствие света, происхо-
дила однократно на 45-й день культивирования.

При изучении влияния холодовой обработки и темноты для каждого 
из вариантов опыта и контроля нами было использовано по 36 эмбриоидов геноти-
па (Кор17×Кор2фКи)2–1 и получено от 17 до 46 растений-регенерантов на контей-
нер. Превышение количества растений-регенерантов над количеством культивируе-
мых эмбриоидов произошло за счет формирования нескольких проростков из одного 
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эмбриоида в результате вторичного эмбриогенеза и роста адвентивных побегов. Ча-
стота прямого прорастания эмбриоидов при культивации эмбриоидов только в тем-
ноте в течение 3 и 6 дней (36,11 и 41,67% соответственно) сопоставима с контро-
лем, однако общая частота регенерации в темноте составила 52,78% для 3-х дней 
и 47,22% для 6 дней культивации, что ниже, чем общая частота регенерации с чере-
дованием темнота/свет у контроля в первые дни культивирования, равная 125%, и об-
щая частота регенерации в темноте при 5°C, имеющая значение от 100 до 127,78%. 
Общая частота регенерации эмбриоидов со сроками холодовой обработки в темноте 
3, 6 и 9 дней составляет 100–119,45%, общая частота регенерации контроля и эмбри-
оидов со сроками холодовой обработки в темноте 12 и 15 дней – 125–127,78%.

Результаты и их обсуждение

Известно, что фитагель и агаргель являются экономичной заменой агару за счет 
способности образовать стабильные плотные и прозрачные гели в меньшей концен-
трации (1,5–2,5; 3,5–5,0 г/л соответственно), чем агар (7,0–11,0 г/л). Nairn (1988) от-
мечает, что использование фитагеля может вызывать витрификацию тканей некото-
рых видов растений. Hall (2000) считает, что проблему витрификации можно решить 
применением агаргеля, предотвращающего гипергидрацию и изменение структуры 
растительных тканей. Однако в нашем опыте на генотипах капусты белокочанной 
БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I витрификация эмбриоидов происходила на среде как с фи-
тагелем, так и с агаргелем.

В культуре микроспор капусты китайской и брокколи добавление 3 г/л фитагеля 
и 0,1 мг/л бензиламинопурина в среду для культивации эмбриоидов используют для 
стимулирования образования вторичных эмбриоидов, что позволяет получить боль-
шое число удвоенных гаплоидных растений (Шумилина и др., 2015; Domblides et al., 
2018). На средах с гелеобразователями, заменяющими агар, также было отмечено 
разрастание эмбриоидов с образованием адвентивных побегов или вторичным эм-
бриогенезом. Однако растения, регенерирующие посредством вторичного эмбриоге-
неза и органогенеза, являются клонами одного генотипа, не несут новых сочетаний 
аллелей исходного эмбриоида.

Прямое прорастание эмбриоидов в проростки наблюдали только на среде с до-
бавлением агара. Доля эмбриоидов с прямым прорастанием, культивируемых на пи-
тательной среде с добавлением агара, генотипов БФЦ3×N14 и ЦрI×Фу4–5I, состави-
ла 41 и 25% соответственно при общей частоте регенерации 48,1 и 25,9% соответ-
ственно. Частота формирования растений-регенерантов при культивации эмбриоидов 
на агаризированной среде была в несколько раз выше, чем на средах с добавлением 
фитагеля и агаргеля, и варьировала в пределах 25,9–48,1%, что сопоставимо с дан-
ными Pilih et al. (2008), отмечающим частоту регенерации генотипов капусты бело-
кочанной менее 54%.

Таким образом, для получения растений-регенерантов в культуре микроспор 
капусты белокочанной является более предпочтительным использование в качестве 
гелеобразователя агара.

Работы многих авторов свидетельствуют о возможности стимуляции прямо-
го прорастания эмбриоидов рапса при холодовой обработке низкой положительной 
температурой 1–10°C в течение 3–14 дней (CegielskaTaras et al., 2002; Zhou et al., 
2002; Gu et al., 2004). Klutschewski (2012) при изучении влияния фотопериода на про-
растание эмбриоидов у 13 генотипов рапса отметил, что при культивировании в пол-
ной темноте частота прорастания/регенерации эмбриоидов, включая прямое про-
растание, увеличивалась, что свидетельствует о значительной роли фотопериода 
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на начальных этапах формирования растений-регенерантов из эмбриоидов. Стиму-
ляция прямого прорастания эмбриоидов посредством холодовой обработки может 
быть связана с тем, что низкие температуры вызывают обезвоживание клеток, необ-
ходимое для органогенеза эмбриоидов (Chinnusamy et al., 2007; Fei et al., 2007).

В нашем исследовании у эмбриоидов генотипа капусты кольра-
би (Кор17×Кор2фКи)2–1, культивируемых в темноте при температуре 5°C в тече-
ние 3, 6 и 9 дней, частота прямого прорастания эмбриоидов увеличилась в два раза 
по сравнению с контролем. Более длительная культивация при 5°C в темноте сроком 
12 и 15 дней привела к снижению частоты прямого прорастания эмбриоидов в два 
и шесть раз соответственно по сравнению с контролем. Очевидно, в отличие от рап-
са для капусты кольраби холодовая обработка (5°C) в темноте сроком более 9 дней 
является избыточной и оказывает ингибирующее влияние на прямое прорастание 
эмбриоидов.

Продолжительность воздействия холодом в темноте повлияла и на сроки пере-
садки растений-регенерантов в почвенный субстрат. Растения-регенеранты, полу-
ченные из эмбриоидов после культивации в темноте в течение 3, 6 дней и холодовой 
обработки в темноте 12 и 15 дней, были готовы к адаптации на 15 дней позже, чем 
саженцы со сроками холодовой обработки без света 3, 6, 9 дней и контроля.

Таким образом, культивация в темноте и культивация в темноте при 5°C более 
9 дней увеличивает время прорастания эмбриоидов. Задержку побегообразования 
на 8–9 дней при культивировании эмбриоидов в темноте в течение 15 дней также 
отмечает Asif et al. (2001).

Среднее число эмбриоидов с прямым прорастанием на один контейнер при хо-
лодовой обработке в темноте в течение 3, 6 и 9 дней значимо не отличалось, и сроки 
культивации таких эмбриоидов до получения проростков сопоставимы с контролем. 
Однако количество растений-регенерантов, полученных из эмбриоидов, культивиру-
емых в темноте при 5°C на протяжении 9 дней, превышало количество исходных 
эмбриоидов на 7 шт. за счет появления клонов одного генотипа в результате образо-
вания адвентивных побегов и вторичного эмбриогенеза. Меньшее количество клонов 
было отмечено при прорастании эмбриоидов после холодовой обработки в темноте 
сроком 3, 6 дней.

Таким образом, оптимальным можно считать срок от 3 до 6 дней, требующий 
использования минимума ресурсов и достаточный для стимуляции прямого пути раз-
вития эмбриоидов капусты кольраби.

Выводы

Было изучено влияние гелеобразователей: агара (11 г/л), агаргеля (4,5 г/л) и фи-
тагеля (2 г/л) – на частоту регенерации/прорастания эмбриоидов капусты белокочан-
ной (B. oleracea var. capitata), произведенных в культуре изолированных микроспор, 
а также возможность стимулирования прямого проращивания эмбриоидов капусты 
кольраби (B. oleracea var. gongylodes) при воздействии низкими положительными 
температурами (5°C) на эмбриоиды на протяжении 3, 6, 9, 12 и 15 дней в темноте.

При сравнении частоты регенерации/прорастания капусты белокочанной 
на средах с добавлением в качестве гелеобразователя агара (11 г/л), агаргеля (4,5 г/л) 
и фитагеля (2 г/л) было установлено, что частота регенерации изученных геноти-
пов капусты белокочанной была существенно выше на питательной среде с добав-
лением агара в среднем в 2,5–3,5 раза. На питательных средах, содержащих агар-
гель и фитагель, не происходило прямое прорастание эмбриоидов, в то время 
как на питательной среде с агаром прямое прорастание эмбриоидов наблюдали 
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с частотой 3,7 эмбр/контейнер у генотипа БФЦ3×N14 и 2,2 эмбр/контейнер у геноти-
па ЦрI×Фу4–5I.

Таким образом, повсеместно используемый агар лучше стимулирует развитие 
эмбриоидов капусты белокочанной на питательной среде, чем альтернативные геле-
образователи агаргель и фитагель.

Прямое прорастание эмбриоидов имеет ряд преимуществ: сокращается вре-
мя получения растений-регенерантов, что дает возможность проведения яровизации 
в оптимальные сроки, сокращает расходы и трудозатраты на культивирование разрас-
тающихся эмбриоидов на питательной среде, исключается появление дублирования 
генотипа ввиду развития нескольких растений из одного эмбриоида, что исключает 
необходимость в контроле и последующей дифференциации подобных генотипов. 
Нами показано положительное влияние культивирования эмбриоидов при низких по-
ложительных температурах 5°C в течение 3, 6 и 9 дней: частота прямого прорастания 
эмбриоидов в этих условиях была в два раза выше по сравнению с контролем (куль-
тивирование эмбриоидов при 24°C и фотопериоде 16 ч – день, 8 ч – ночь).

Более длительные сроки холодовой обработки в темноте в течение 12 и 15 дней, 
напротив, снизили частоту прямого прорастания эмбриоидов по сравнению с контро-
лем в два и шесть раз соответственно. Также мы наблюдали увеличение сроков куль-
тивации эмбриоидов/проростков при холодовой обработке в темноте на протяжении 
более 9 дней. При начале проращивания эмбриоидов на питательной среде при 24°C 
в темноте частота прямого прорастания эмбриоидов была на уровне контроля.

Таким образом, показано, что обработка низкими положительными темпера-
турами оказывает стимулирующее воздействие на прорастание эмбриоидов капусты 
кольраби.
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EFFECT OF CULTIVATION CONDITIONS 
ON THE GERMINATION/REGENERATION FREQUENCY 

OF MICROSPOROGENIC EMBRYOS BRASSICA OLERACEA L.

A.A. SINITSYNA, A.V. VISHNYAKOVA, A.A. ALEKSANDROVA, S.G. MONAKHOS

(Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy)

Most genotypes of white cabbage (Brassica oleracea L.) have a low frequency of microspore-de-
rived embryos germination and regeneration through adventitious shoots or secondary embryogenesis. In-
creasing the frequency of regeneration and the formation of seedlings can ensure the production of a large 
number of doubled haploids. This work studied the effects of gelling agents, such as agar (11 g/l), agar-
gel (4.5 g/l), and phytagel (2 g/l), on the frequency of regeneration/germination of microspore-derived em-
bryos of white cabbage (B. oleracea L.), as well as the effect of a cold incubation of kohlrabi cabbage 
embryos (B. oleracea var. gongylodes L.) at 5°C for 3, 6, 9, 12 and 15 days in complete darkness. The stud-
ies showed that when culturing embryos on regeneration medium B5 solidified with agar, the embryo ger-
mination and seedling regeneration were higher than those on media solidified with agargel and phyta-
gel. No embryo germination but vitrification of embryo tissues was observed on media containing agargel 
and phytagel. Cold incubation of Kohlrabi cabbage embryos at 5°C for 3, 6 and 9 days in complete dark-
ness twice increased the frequency of embryo germination compared to the control sample. More extended 
periods of cold incubation for 12 days in the dark, on the other hand, twice reduced the rate of direct em-
bryo germination compared to the control sample, and for 15 days – 6 times.

Key words: white cabbage, kohlrabi cabbage, isolated microspore culture, regeneration fre-
quency, embryo germination, cold treatment, agar, agargel, phytagel, seedling
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