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Аннотация: Для использования потенциала применения технологии 

слияния протопластов для решения селекционных задач в рамках селекционных 

программ по созданию F1-гибридов моркови изучены факторы, оказывающие 

влияющие на качественные и количественные характеристики метода 

выделение протопластов: преплазмолиз и экспозиция ферментативной 

обработки тканей. В результате исследования установлено, что с 

увеличением концентрации сорбита в течение 0,3–0,5 М выход протопластов 

увеличивается, а при концентрации 0,5 М жизнеспособность протопластов 

может достигать 95%; при увеличении времени ферментативной обработки 

тканей с 2 до 6 ч выход и жизнеспособность протопластов достигают 

максимума через 6 ч. Между тем, предварительная обработка 0,5 М 

сорбитом в течение одного часа, комбинация 1% целлюлазы, 0,1% пектиназы и 

6-часовое время инкубации были наиболее подходящими условиями для условия 

разделения. 
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Морковь (Daucus carota L. subsp. sativus Hoffm., 2n = 2x = 18) является 

важной корнеплодной культурой во всем мире и одним из первых растений, 

успешно культивируемых in vitro. В настоящее время селекционное улучшение 

моркови во всем мире основывается на расширении генетического 

разнообразия с применением современных биотехнологических методов [1,6,7]. 

Культура протопластов моркови может послужить биотехнологической 

платформой для реализации альтернативных биотехнологических и 

молекулярных исследований и методов селекции. Протопласт – это 

растительная клетка, лишенная клеточной стенки ферментативным или иным 

методом, сохраняющая тотипотентность и жизнеспособность [2]; Целью 

данной работы является изучение основных факторов и разработка 
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эффективной системы выделения и очистки протопластов моркови для решения 

селекционных задач.  

Материалы и методы 

Растительный материал, донор протопластов: линия моркови Виль-1 из 

генетической коллекции ООО «Селекционная станция имени Н.Н.Тимофеева». 

Протопласты выделяли из листьев растений, выращенных из семян in vitro. 

Семена моркови стерилизовали трехэтапной процедурой: сначала семена 

инкубировали при 50°С 10 мин. на водяной бане, затем стерилизовали 

поверхность путем погружения в 70% и 95% этанол на 5 мин, затем в 5% 

NaOCl, содержащий 2 капли Твин 20 на 20 мин. Далее их трижды промывали 

стерильной дистиллированной водой. Семена для проращивания высевали на 

твердую питательную среду MS [3] с витаминами, дополненную 30 г/л 

сахарозы и 6,5 г/л агара в чашки Петри диаметром 9 см, около 20 семян на 

чашку Петри, инкубировали при 24 ± 1°С в темноте.  

Через 7 дней проростки переносили в чашки Петри, содержащие 

регенеративную среду, состоящую из макро- и микроэлементов MS, 0,1 мг/л 

тиамина HCl, 0,1 мг/л пиридоксина HCl, 0,5 мг/л никотиновой кислоты, 3,0 

мг/л. глицин, мио-инозитол 100 мг/л, сахарозу 20 г/л и фитагель 2,5 г/л. 

Культуры хранили в климатическом помещении при температуре 24±1°С, 

фотопериоде 16 ч и интенсивности света 55 мкмоль м-2 с-1 [4]. 

Протопласты выделяли из листьев с черешками 5-недельных проростков 

моркови по протоколу [5] Baranski et al. (2007), с некоторыми изменениями. 

Выделение протопластов: 

Для выделения протопластов из листьев с черешками 5-недельных 

проростков моркови, около 1 г ткани помещали в стеклянную чашку Петри с 8 

мл раствора для преплазмолиза (0,3/0,5/1M сорбита, 0,05 М CaCl2.2H2O), 

разрезали на мелкие кусочки и затем инкубировали в течение 1 часа в темноте 

при 24 ± 1C. 

Ферментирование проводили в течение 2, 4 и 6 часов при 24 ± 1°С и 

осторожном встряхивании (30 rpm) в ферментной смеси, состоящей из 1% 

целлюлазы, 0,1% пектиназы, 20 мМ 2-(N-морфолино) этансульфоновая кислоты 

(MES), 5 мМ CaCl2.2H2O и 0,6 М маннита, pH 5,6, стерилизованной 

фильтрацией (0,22 мкм). 

В чашку Петри добавляли 10 мл раствора W5, осторожно встряхивая 

вручную в течение 1 мин для высвобождения протопластов, затем смесь 

фильтровали через нейлоновые фильтры 40 мкм, оставшиеся в чашке кусочки 

листьев перемешивали и отжимали в чашку Петри. Стенки чашки ополаскивали 

5 мл W5, чтобы получить больше протопластов, и фильтровали, чтобы 

получить весь раствор, который затем центрифугировали при 150 rcf в течение 

10 минут при комнатной температуре в качающемся бакет-роторе. 

После центрифугирования супернатант сливали, а протопласты в осадке 

ресуспендировали в 5 мл 0,5 М маннита два раза и к оставшемуся осадку 

добавляли 2 мл ММG. 
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Результаты: 

Условия изоляции чрезвычайно важны для эффективного высвобождения 

протопластов из листьев D. carota in vitro. Судя по результатам, наиболее 

подходящими условиями для выделения протопластов в исследовании были 0,5 

М сорбита, комбинация 0,5% целлюлазы и 0,1% пектиназы и время инкубации 

6 часов. Установленный протокол может быть использован для будущих 

исследований по манипулированию генами, особенно при изучении слияния 

протопластов. 

Экспозиция ферментативной обработки является важным фактором, 

влияющим на эффективность изоляции протопластов. Если время слишком 

велико, ферментная жидкость повреждает плазматическую мембрану 

высвобождающегося протопласта и снижает стабильность протопласта, и 

слишком короткий ферментативный гидролиз не может обеспечить хорошего 

эффекта разделения. 
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