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Аннотация: Одним из основных методов в селекции моркови (Daucus 

carota L), является создание F1-гибридов на основе ЦМС (цитоплазматической 

мужской стерильности). Аллоплазмики образуются, когда цитоплазма одного 

вида заменяется цитоплазмой другого вида посредством обратного 

скрещивания или биологических методов, таких как соматическая 

гибридизация [4]. Путем замены цитоплазмы клеток моркови цитоплазмой 

клеток родственных видов с мужской стерильностью (Сельдерей, Apium 

graveolens, Фенхель Foeniculum vulgare) и обеспечения возможности 

регенерации этой аллоплазматической клетки во взрослое растение, получают 

растение моркови, имеющее как ЦМС, так и желаемые коммерческие 

характеристики.  
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Морковь Daucus carota L. входит в десятку самых экономически важных 

овощных культур во всем мире как по площади производства, так и по 

рыночной стоимости. 

Цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС) у моркови принимает 

две основные формы: «brown anthers» и «petaloid». Признак растения 

цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС) определяется 

митохондриальным геномом и связан с фенотипом стерильности пыльцы, 

который может подавляться или противодействовать ядерным генам, 

известным как гены-восстановители фертильности. [1] 

ЦМС, вызванная мутациями в митохондриальном геноме, 

обнаруживается у высших растений и увеличивает гетерозис и улучшает 
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генетические ресурсы. Митохондриальные маркеры можно использовать для 

дифференциации различных типов источников ЦМС. Молекулярные маркеры, 

которые могут предсказать статус ЦМС на ранней стадии развития, будут 

ценными инструментами в программах селекции моркови и производства 

семян, а также для фундаментальных исследований мужской стерильности [2]. 

В отношении моркови гибриды F1 ценны за однородность созревания, 

высокую раннюю и общую урожайность, лучшее качество сырной массы в 

отношении уплотнения и цвета, а также устойчивость к насекомым-вредителям, 

болезням и неблагоприятным погодным условиям. Эффективный, надежный и 

проверенный метод. Ручной метод кастрации и опыления моркови непригоден 

для коммерческого использования из-за несовместимого размера и структуры 

цветков. До настоящего времени гибриды моркови разрабатывались с 

использованием системы самонесовместимости. В последние годы также 

сообщалось о значительном гетерозисе у гибридов, созданных с 

использованием системы ЦМС, для показателей урожайности, связанных с 

урожайностью и качественных признаков [3]. 

Материалы и методы 

Растительный материал: 

Гибридные семена сельдерея (Сиенна F1, Мамбо, Балена F1, Кельвин 

RZ), Сорт (Танго), фенхеля и сельдерея были заказаны у компании Rijk Zwaan, 

и посеяны чтобы выбрать MS-родственники моркови. 

Цветы этих гибридов были исследованы визуально, микроскопически и 

на молекулярном уровне, чтобы проверить наличие у них признака ЦМС. 

1.Молекулярно: для идентификации ЦМС Выделена ДНК 11 образцов (5 

моркови, 5 сельдерея и 1 фенхеля), из растений, сформировавших настоящие 

листья, затем провести молекулярное маркирование с использованием методов 

ПЦР и гель-электрофореза для проверки наличия ЦМС в их геномах. 

2. Визуально: каждое растение оценивали визуально по пыльцевым 

зернам и пыльникам их цветков. 

3. Микроскопически: увидеть под микроскопом наличие пыльцевых 

зерен. 

Приготовление суспензии клеток, полученных из протопластов 

Daucus carota L. 

Семена моркови поверхностно стерилизовали в 70%-ном этиловом 

спирте в течение 5 мин, затем 15 мин в 0,75%-ном растворе NaOCl с 

добавлением 2 капель твина 20, затем 3 раза промывали стерильной 

дистиллированной водой и высевали в чашки Петри, содержащие среду MS с 

добавлением витаминов. с 20 г/л сахарозы, 25 мг/л NaFeEDTA, 2 мг/л глицина и 

6 г/л агара и инкубировали при 22°C в темноте для прорастания и роста 

проростков. Семидневные проростки пересаживали на ту же плотную среду [5]. 

Индукция каллуса и инициация клеточной суспензии: 

Листовые и черешковые эксплантаты культивировали на среде MS с 

добавлением 30 г/л сахарозы, 0,5 г/л ферментативного гидролизата казеина, 0,5 

мг/л 2,4-Д (2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты), 0,5 мг/л кинетина и 7 г/л 
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агара. Культуры инкубировали при температуре 22±2°C в темноте, рыхлый 

каллюс отбирали и обновляли ежемесячно. 

Культуры клеточной суспензии инициировали культивированием 250 мг 

рыхлого каллуса в чашках Петри, содержащих жидкую суспензионную среду 

на основе среды МS с добавлением 30 г/л сахарозы, 0,5 г/л ферментативного 

гидролизата казеина, 0,6 мг/л 2,4-Д и 0,55 мг/л кинетина. Культуры 

инкубировали при 22±2°С в темноте при постоянном перемешивании (100 rpm) 

[5] Рис1. 

Рисунок 1. а. семена моркови после стерилизации и выращивания в 

чашках Петри, b. рассада моркови, c. образование костной мозоли, d. 

стабилизированная мозолистая суспензия 

Выделение протопластов: 

Протопласты выделяли из 5-9-недельных суспензионных культур на 4-й 

день после пересева по протоколу Grzebelus et al. (2012) с некоторыми 

изменениями. Около 1 г сырой массы суспензии клеток инкубировали в 10 мл 

раствора фермента, который содержал 0,5% (масса/объем) целлюлазы, 0,05% 

(масса/объем) пектолиазы, 20 мМ сольвата, 5 мМ CaCl2 и 0,6 М маннитола. 

Ферментирование проводили в течение ночи при 22°С при осторожном 

встряхивании (30 rpm) в темноте. После ферментирования, протопласты 

просеивали через нейлоновые филтер 100 мкм и 40 мкм, промывали 15 мл 

среды W5 и центрифугировали при 100 g в течение 5 мин. Протопласты в 

осадке ресуспендировали в 10 мл 0,6 М сахарозы, поверх которой был нанесен 

1 мл среды W5. Образцы центрифугировали при 80 g в течение 10 мин, 

собирали жизнеспособные протопласты, локализованные в интерфазе между 

двумя растворами, после чего промывали в 10 мл среды W5 и 

центрифугировали при 100 g в течение 5 и 10 мин [5]. 

Полученные результаты: 

Идентификация ЦМС родственных видов моркови  

Молекулярно: результаты электрофореза показали, что ни сельдерей, ни 

гибриды фенхеля не обладают такой же мужской стерильностью, как у 

моркови, в принципе это хорошая индукция. 

Визуально: 3 гибрида сельдерея бесплодны (Мамбо, Сейнния и Балина), а 

также гибрид фенхеля (Дракон) 
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Микроскопически: это подтверждается теми же точками визуальных 

результатов; таким образом, мы можем использовать эти стерильные гибриды в 

качестве доноров протопластов. 

Приготовление суспензии клеток, полученных из протопластов 

Daucus carota L. 

Протопласты были приобретены, но в низкой концентрации, 

недостаточной для слияния. Примечательно, что здоровые протопласты были 

получены из суспензии каллуса, профильтрованной на 40 мкм, поскольку это 

позволяет пропускать протопласты без других клеток или примесей. Слияние 

протопластов будет проводиться с использованием системы электропорации 

Gene Pulser Xcell, для получения аллоплазматических протопластов. 
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