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Релолле . В статье приведены результаты исследований по изучению влияния различных концентраций сахарозы 
на развитие неогло^цотворённых ce№iFi»4dTKoe ярового рапса {Brassica napus Ц на и с к у с с т и н н ы к питательных 
средак in vitro, В качестве д о норного материала использовали озрт ярового рапса Амулет селекции В Н НИМИ, 3 
образца лаборатории селекции [ Ш П - З , LHR-5, и л и н и я (№12), полученнал ранее через культуру ткани. Д о -

норные растения вь1ра1цивали в условиях полевого питомника лаборатории биот^ннологии ЛНИИР. Изолирова 

ние семрзачаткое из бутонов п р о в с д и л и на стадии зрелого 7-кл еточнore Е -адерного зэродышееопо мешкэ в асеп

тических условиях ламинарного бокса. Посадку эксплантов осуществляли на питательную среду минерального 
состава М С с добавлением регуляторов роста: 2,4 -Д -2 ,0 мг/л, б-БАП - 0 , 5 мг/л. В исследовании б ы л о использо

вано 6 вариантов концентраций сахарозы; 3, 6, 9,12, 15 и 18 %. Д л я проведения исследования на питательные 
среды б ы л о высажено более бООО семяаачэтков- Культивирование эксплаьшое г р о в с л н л н на свету при 1&-часо-

вом фотопернолэ , освещённости 5000 люкс , температуре 25.. .26^ и влажности воздуха 7 0 % . Д л и т е л ь н о с т ь 
Опьпа составила 4 н е д е л и . Наблюдение и оценку развитие ^ксплантов п р о в о д и л и ка)адые 7...10 д н е й . Результаты 
обрабать1вали метод ом дисперсионного аиэлиза и программ? MS Excel- Каллусопенез нэбпнщался на всех 6 ва

риантах сред. Наибольшее ч и с л о каллусов б ы л о получено на среде , содержащей б ?6 сахарозы, Увеличение кон

центрации дисаха рила с 6 д о 12 % приводило к снижению числа образовавшихся каллусов, но повышало жизне -

сгособность семязачатт<йв. Концентрация свыше 12 % существенно ингибнровала каллусогенез. При 18 % кон

центрации сахароаы в питательной среде набл издалось полное угнетение развития неоплс\дот№рённык семяза

чатков. Результаты проведённых исследований п о к а з а н , что оптимальной д л я и(щукции неоплсдотворенных 
семяпочек лрового рапса In м'лго является 6 % ионцентрация самроаы. 

К л ю ч е в ы е слова: гиногенеэ, н е о г л о д о т в о р ё н и ы е семязачатки, сахароза, каллусогенез, in vitro, зародышевый ме

шок, гаплоидия-
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Abstract. The present article slates the results of the research examining the influence of various sucrose concentrations 
on development of unfierdiized spring rapeseed (Brassica napus L ) ovuies on artfflcfal nutrient media In vitro. Amulet 
variety of spririg rapeseed bred by the All-Russian F^search Institute of Oil crops was used as d o n o r materia i, particularly, 
3 samples fronn the breeding laboratory (LHR-3, LHR-5, LHR'&) and a line (No, 12) which had been previously otained b y 
tissue culture process. The donor plants were g r o w n fn the field nursery of Lipetsk Rapeseed Research Institute biotech

nology laboratory. Isoiatfon of ovules f rom buds was carried out at the stage of a mature 7-cell, 8-nudeate embnro sac 
under aseptic conditions in a laminar-flow box. The explants w e r e planted on a nutr ient medium o f mineral composit ion 
with an addition of growth regulators: 2,4-D - 2,0 пгщ/1, 6-benzylaminopurine - 0,3 nug/l. Six sucrose concentrations 
were applied for this fesearchr 3,6 ,9 ,12,15 and 1S%. For the study, more than 6,000 ovules were planted on nutrient 
media. Explant cultivation wa$ carried out on the light with a IG-htmr photoper iud, with 5000 \un LI I uml nation, 2S-26°C 
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4.1.2. Селекция , семеноаодстао и б и о т е д н о л о т н растений |сельскодозяйстаеиные науки} 

tempEratune and 7C№ air humidity. The enperiment too It 4 weebs- Explant d ^ e l g p r n ^ n t obs^rvatiGn ^nd assessment 
was carried out every 7-10 days. The research results were processed by varience analysis in MS E w e I, Callusogenesis 
was observed in all Б media variants. The largest number of call! was obtained on the medium containing Б?* sucrose. 
I ncrease of the d I saccharl d e concentration from S to 12% led to a d ecrease I n the n u mber of calll fo rmed , but it Increased 
the viability of the ovules- Concentrations ^bove 12% significantly inhibited c^llusogenesis- W i t h 18% sucrose concen
tration in the nutrient medium, complete inhibition of the unfertiliffld ovules devebprnerrt was observed. Thus, the 
results of the studies showed that a €% sucrose concentratlort is most favorable for the induction of unfertilized spring 
rapeseed ovules in v i t ro . 

Keywords : gynogenesis, unfertilized ovules, sucrose, callusogenesis, in vitro, embryo sac, haploidy-
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Введение 
Рапс яровой [Braaicanapus L ) - одна из веду 

щих масличных культур а современном мире. 
Наиболее эффектийным способом повышения про -
дунтивносги рапса является создание гетероэисных 
гибридов. Д л я получения гибридных семян широко 
используется цитоплазматичесная мужская стерильт-
ность (ЦМС) , которая позволяет контролировать 
скрещивание материнских и отцовских л и н и й . Д л я 
ускорен ия селекционного процесса и получения но -
воп5 гомоэи пзтного материала д л я гетерозис ной с е 
лекции на основе Ц М С используется гиногенез -
культиаироаани е неоплодогаорЁнных семязачатноа 
на искусственных питательных средах in vitro [1] . 
Развитие семяпочек идёт по пути образования кал
л у с а с ф о р м и р о в а н и е м на нём ростовых почек и vot 
д а л ь н е й ш е м развитии в растения. Существукзщая 
технология получения гиногенных л и н и й ярового 
рапса имеет низкунз эффективность, поэтому изуче
ние, улучшение и поиск новых условий культивиро
вания является актуальной и приоритетной зедачей. 

П р и культивировании изолированных расти
т е л ь н ы х тканей in wtro углеводы авлйн5тСй неотъем
л е м ы м компонентом искусственных питательных 
сред, выполняя фуннцин! не только у глеводного п и 
тания и источника энергии, но и у с л о в и е м п о д ц е р -
жания не обходимого д л я клеток осмотического д а в 
л е н и я . 

Эффе кти вн ости и сп ол ьз ова н ия разл ич н ых угл е-
вс^цовтл vitro посвящен целый р я д научных работ [2, 
3 , 4 , 5] А н а л и э литературных д а н н ы х показал, что а 
культуре растительных ткан ей и клеток успешно иС-
польэукгт как дисахариды (сахароза, мальтоза, ме 
л и биоза) , так и моносахариды (гли1 коза, фруктоза) 
Отзывчивость эксплантов к источнику у глеводного 
питания в культуральной ф е д е имеет видовую и 
сортовую специфичность, а также зав и сит от тип а эс-
планта и направления е г о развития. 

На культуре пыльников тритикале и озимой 
ПШЕНИЦЫ показано, ч т о наиболее эффективной д л я 
иьщукции андрогенеза и регенерации растений яв 
ляется 5% концентрация сахарозы. Замена саха
розы в индукционной питательной среде на глюкозу 
и м е л и б и о з у Оказывала отрицательное воздействие 
на эмбриоидргенез пыльников и индукцию новооб 
разований [2J. 

В каллус ной культуре чай н о т растения 
[СагпеШа sinefiiiiL) сахароза способствовала л у ч 
шему росту эксплантов. На среде с сахарозой при 
рост каллусов был на 2 0 % выше, чем на средэ ^ та 
кой ж е конценп-рацией глюкозы [3]. Аналогичные 
данные были получены ранее на культуре сахарной 
свеклы [Beta vuigarii L ) , где замен а сахарозы на глю
козу и фруктозу привс(цила к снижению частоты ин 
дукции морф ore иного каллуса. Паи большая частота 
каллусообразования наблиздалась на среде с 3 ?й са 
харозой [4]. 

При регенерации растений in vitro полученные 
^ н н ы е не с^с^нозначн ы, наблн:]дается ярко выр>ажен-
ная видовая и сортовая специфичность по отноше
нию к источнику у глеводного питания. При микро-
клональном размножении роз [BtmaL] замена саха
розы на глюкозу привццила к увеличению высоты 
растен ий, побегообразования и, соответственно, ко-
эффициеьгга размножения [5]. На культуре тканей 
сои [Giycine fnax{L.] M e m ) был о установлен о, что 3 % 
сахароза в питательной ф е д е вызывает самую вы-
coHyHi частоту регенерации побегов. Снижение ч а 
стоты регенерации наблюдалось в следующем по -
p^V^e: сахароза > фруктоза > глюкоза > мальтоза [б] . 
При микроклопальном размножении салата л и с т о 
вого ( i o c ^ c o iativa L.) замена 2 % сахарозы на глю
козу не показала отличий в регенерации растений 
[7]. А при регенерации растений пэртензии 
[Hydrangea L) была выявлена ф р т о в а я специфич
ность знсплактов по отношению к источнику угле 
водного питания. V гортензии крупнолистной сорта 
Peppennint наибольший коэффициент размножения 
микрОпйбеп^В был получен на питательной среде, 
содержащей 1% глюкозы, тогда как у сорта 
Candlelight наибольший коэффициенгг размножения 
наблюдали на среде, ф д е р ж а щ е й 3 % сахарозы [Й]. 

Резюмируя анализ найденных литературных 
источников, м о ж н о сделать в ы в с ^ что основным, 
т р е д и ц и о н н о используемым и наиболее эффектив
ным углеводом в культуре in vitro является сахароза. 

Ц^ль исследования: изучить Влияние различ
ных концентраций сахарозы на отзывчивость не
он л оцсл-ворЁ иных семязачатков я р о в о т рапса в 
культуре in vitro. В рамках достижения поставленной 
цели необходимо б ы л о решить следующие зедачи: 
ввести в культуру in vitro изолированные семяза
чатки и о п р е д е л и т ь частоту дед^^фференциации 
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эксплантов на п л а т е л ь н о й среде, с о д е р ж а н и и раз
личные концентрации сахарозы. 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 
В качестве д о н о р н о г о материала использовали 

сорт лрового рагса А м у л е т селекции ВНИИМК, а 
также образцы лаборатории селекции и л и н и я , по 
лученная через культуру ткани в лаборатории б и о 
технологии Л НИ ИР. 

Д о п о р н ы е растения выращивали в полевых 
условиях. Бутоны собирали с центральной кисти и 
побего впер вого порядка в утрен ние час ы. Д л и на бу 
тонов , взяты к д л я исследования, составляла 
6,D...8,D мм (в зависимости от генотип а). Размер бу 
тонов в соцветиях ярового рапса считается маркер
ным признаком стадии развития женского гамето-
фита. НеоплсдотворЁнные семязачатки, в ы д е л е н 
ные из бутонов указанного размера, содержат зре
лые и л и г о ч т и зрелые зародышевые мешки. 
Именно на этой стадии развития гаметофита семяза
чатки о б л а д а ю т наибольшей компетентностью к 
развитию на питательной среде in vitro, что б ы л о по 
казано результатами предшествующих исследова
ний [9]. 

Стерилизацию бутонов п р о в о д и л и в 70% э та 
н о л е в течение 30 сек., затем в 2 % растворе гипо-
хлорита натрия в течение 10 мин с п о с л е д у ю щ и м 
трёхкратным промыванием стерильной д и с т и л л и 
рованной водой . Извлечение неоглодотворённыл 
семязачатков из бутонов и помещение их на пита 
тельные среды осуществлялось под бинокулярной 
л у г о й М Б С - Ю в р у ч н у ю - с п о м о щ ь ю н а б о р о в т о н к и я 
игл, скальпелей и пинцетов. Все манипуляции с о т о 
бранными бутонами осуществлялись в стерильных 
условиях ламинарного бокса. 

После извлечения семязачатки помещались в 
пробирки на поверхность питательной с р е д ы в ко
личестве 1S...22 штук. В качестве инициальной ис
пользовалась среда минерального состава МС с д о 
бавлением следующих регуляторов роста: 2,4-Д -
2,0 мг/л, 6-БАП - 0,5 мг/л. Исследовано 6 вариантов 
концентраций сакарозы: 3, 6, 9 ,12,15 и 18 ?Ь. В каче
стве контрольной использовали среду, содержащун> 
3 ?й сахарозы, так как она считается оптимальной 
д л я процессов каллусогенеза и органогенеза сома
тических тканей ярового рапса in vitro. 

Культивирование эксплантов проводилось на 
свету при 16-часовом фотопериоде , освещённости 
ЗСЮОлюкс, температуре 25...26°С и влажности воз 
духа 70 Д л и т е л ь н о с т ь опьпа составила 4 н е д е л и . 
Наблюдение и оценку развития эксплантов прово 
д и л и каждые 7... 10 д н е й . Результаты обрабатывали 
м е т о д о м дисгерсноннопо анализа в программе MS 
Excel. 

Результаты 
Во время провед^ения исследования на и н и ц и 

альные питательные среды б ы л о высажено более 
6000 неоплодотворённых семязачатков ярового 

рапса. В результате культивирования каллусы полу 

ч и л и на всех 6 вариантах, а частота каллусогенеза 

составила от 0,1 д о 15,7% (табл. 1). Наибольшее 

ч и с л о каллусов - 15,7 % было получено на питатель

ной среде, содержащей 6 % сахарозы, что значи 

тельно больше количества каллусов, полученных на 

контрольном варианте (9,3 

Т а б л и ц а 1. В л и я н и е концентрации Сахаровы 

на отзывчивость н е о п л о д о т в о р ё н н ы х семязачот-

ков ярового рапса 

Вариант 
Концен 

трация са
карозы 

Культивиру
емых семя

почек 

Живых 
семяпо

чек 
Каллусов 

1%) 
1 (контр.) 3% 1598 25,3 9,3 

II 5% 70S 22,6 15.7 
III S% 705 30,1 9,9 
IV 12 % 1517 34,0 з,а 
V 15 % 83S 30,9 1Д 
VI I S К 807 24,5 0,1 

HCPctf = 
0,24 

НСРС15 = 
0,55 

Д а л ь н е й ш е е повышение концентрации саха
розы в питательной среде привело к г л а в н о м у сни
ж е н и ю каллусогенеза и повышению жизнеспособ
ности неоплодотворённых семязачатков. Данная за
висимость хорошо прослеживается на диаграмме 
(рис .1) . 

Графическое изображение позволяет отметить , 
что 6 % концентрация сакарозы является наиболее 
оптимальной д л я развития неоплодотворённых се
мязачатков ярового рапса. Увеличение концентра
ции дисахарида до 12 % приводит к повышению 
жизнеспособности эксплантов и снижению числа 
образовавшихся из них каллусов д о 3^8%. Семя
почки д о л по оста вались ж и в ы м и и зелёными на ини
циальной питательной средр, но потеряли с п о с о б 
ность к дальнейшему развитию. Пересадка их на 
свежую органогенную среду с пониженным д о 3 % 
содержанием сахарозы не привела к развитию э м -
6pHorehiHono и л и шероховатого каллусов. Концен
трация сахарозы свыше 12% в питательной среде 
практически лолностью ингибировала способность 
неоплодотворённых семяпочек ярового рапса к д е -
д и ф ф е р е н ц и а ц и и . 

Донорные образцы ярового рапса, которые 
были использованы в опыте, проявили неодинако
вую отзывчивость на питательных средах (табл. 2). 
Наибольшую склонность к каллусогенезу показала 
линия LHR-6 (ЮуВ %) и сорт Амулет (8,2 % ) . Наимень
шее число каллусов (2,1 %) было получено у образца 
№ 12. Полученные данные подтверждают, что от
зывчивость неоплодотворённых семязачатков я р о 
вого рагса на искусственных питательных средах за 
висит от генотипа донорного образца. Высоко от 
зывчивые образцы будут отобраны д л я проведения 
дальнейших исследрваний. 
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Таблица Z. Отзывчивость д о н о р н ы х о б р а з ц о в ярового рапса 
Д о н о р . Культивируемых Живых семяпочек Каллусов 

образец семяпочек (К) 
А м у л е т 2753 31.7 8,2 

№ 12 1326 29,1 2,1 
LHR-3 535 31.2 6,0 
LHR-5 303 16,8 3,3 
LHR-6 756 22,0 10,8 

HCPos = 0,83 НСР(ц=0,63 

О б с у ж д е н и е 

Полученные нами данные согласуются с иссле 
дованием, проведённым на картофеле, в котором 
ТВ к т е б ы л о г о н а з а н о ингибирующее действие высо^ 
иих концентраций сахарозы в питательной среде нэ 
ростовые процессы растений [10]. Повышенные 
концентрации сана розы используются также в д е п о 
нировании растений виногреда в условиях д л и т е л ь 
ного беспересадочного культивирования in vitro,тэи 
как они замедляют ростовые процессы, не вызывая 
токсического эффекта [11]. Д л я эгтни т е целей 

эффективно использовать менее энергоёмкие, п а 
сравнению с сахарозой, источники у глеводного пи 
тания, такие каи сорбугг и глюкоза [12]. 

Заключение 
Оптимальной д л я индукции нео1лодотворен

ных семяпочек ярового рапса является 6 % концен
трация сана розы. Концентрации сахарозы в и н и ц и 
альной питательной среде свыше 12 %• интибмруют 
каллусогенез и приводят к потере семязачатками 
способности к дальнейшему развитию. 
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