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Аннотация
Семейство Зонтичные (Apiaceae) занимает значительную часть рынка, на котором в настоя-
щее время преобладают перекрестноопыляемые сорта. Это приводит к отсутствию выров-
ненности и неоптимальному качеству, что побуждает к созданию F1-гибридов. Проблемы 
селекции, связанные с ручной кастрацией цветков, заставили селекционеров использовать 
биотехнологические подходы включая соматическую гибридизацию, которые используют 
признаки самонесовместимости и мужской стерильности. Технология протопластов и со-
матическая гибридизация стали ключевыми инструментами в генетическом улучшении 
и селекции культур семейства Apiaceae – таких, как морковь и сельдерей, которые имеют 
большое экономическое значение, но традиционно зависят от сортов открытого опыления. 
В статье рассматривается применение технологии слияния протопластов для получения со-
матических гибридов и цибридов, а также отбора in vitro по таким коммерчески ценным 
признакам, как ЦМС (цитоплазматическая мужская стерильность) и ГМС (генетическая 
мужская стерильность), которые имеют решающее значение для производства гибридных 
семян и интрогрессии признаков. Приводятся сведения о растительных материалах и тканях 
для выделения протопластов. Обычно в качестве источников используются молодые листья, 
гипокотиль или суспензионные культуры клеток благодаря их высокой жизнеспособности 
и регенеративному потенциалу, а также различные ферментные смеси, используемые для пе-
реваривания клеточных стенок и выделения жизнеспособных протопластов. Этот всеобъем-
лющий обзор служит ценным источником информации для исследователей и селекционеров, 
стремящихся использовать технологию слияния протопластов для генетического улучшения 
культур семейства Apiaceae, что в конечном итоге будет способствовать повышению продук-
тивности сельского хозяйства и качества урожая.
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Abstract
The Apiaceae family holds a significant market share, currently dominated by open-pollinated va-
rieties. This results in a lack of uniformity and suboptimal quality, necessitating the development 
of F1 hybrids. Breeding challenges associated with manual flower emasculation have compelled 
breeders to employ biotechnological approaches, including somatic hybridization, which lever-
age traits of self-incompatibility and male sterility. Protoplast technology and somatic hybridiza-
tion have emerged as crucial instruments in the genetic improvement and breeding of Apiaceae 
crops, such as carrot and celery, which are of significant economic importance but traditionally rely 
on open-pollinated varieties. This article discusses the application of protoplast fusion technology 
for generating somatic hybrids and cybrids, as well as in vitro selection targeting commercially 
important traits such as cytoplasmic male sterility (CMS) and genetic male sterility (GMS), which 
are critical for hybrid seed production and trait introgression. Information is provided on plant 
materials and tissues suitable for protoplast isolation. Typically, young leaves, hypocotyls, or cell 
suspension cultures are utilized as sources owing to their high viability and regenerative poten-
tial, alongside various enzyme mixtures employed for cell wall digestion and the release of viable 
protoplasts. This comprehensive review serves as a valuable resource for researchers and breed-
ers aiming to utilize protoplast fusion technology for the genetic improvement of Apiaceae crops, 
thereby ultimately contributing to enhanced agricultural productivity and crop quality.
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Введение
Introduction

Маловероятно, что традиционные методы селекции растений смогут адекватно 
удовлетворить растущие потребности в продовольствии и решить различные эко-
логические проблемы [1]. В результате этого в атмосферу выбрасываются вредные 
вещества, образующиеся в процессе производства, и повышается уровень загрязнения 
окружающей среды [2].

Ограниченный набор генов, доступных при половой гибридизации скрещиваю-
щихся видов растений, препятствует внедрению интересующих генов или признаков. 



70

В связи с этим многие культуры требуют длительного времени для выбора предпочти-
тельного признака или гена в новом генотипе. Достижения в области клеточных мани-
пуляций in vitro и технологий генной инженерии обеспечивают альтернативный подход 
к традиционным методам селекции растений и обеспечивают новые подходы к объ-
единению генов, которые до сих пор не были доступны в естественных условиях [3].

Культуры, выращиваемые во всем мире и имеющие питательную ценность для че-
ловека, распространены в различных географических регионах и характеризуются раз-
ным уровнем продуктивности. Среди них доминирующее положение на коммерческих 
рынках занимают свободноперекрестноопыляющиеся сорта, принадлежащие семейству 
Зонтичные (Apiaceae), примером которых являются морковь (Daucus carota), корневой 
и черешковый сельдерей (Apium graveolens var. dulce и Apium graveolens var. rapaceum, 
соответственно). Такие сорта, несмотря на свою продуктивность, часто не отличаются 
однородностью и стабильностью урожая в различных климатических условиях [4, 5].

Данные проблемы могут быть решены с помощью создания и выращивания 
F1-гибридов, для чего наличие высококачественных мужских стерильных линий имеет 
первостепенное значение. В настоящее время получение вышеупомянутых линий пред-
ставляет собой сложную задачу в гибридной селекции культур семейства Apiaceae [6].

Существует необходимость преодоления ограничений традиционной селекции 
и использования биотехнологий (соматическая гибридизация, технологии in vitro) 
для получения эффективных гибридных линий с улучшенными агрономическими 
характеристиками, что способствует ускорению селекционного процесса и улуч-
шению сельскохозяйственных показателей культур Apiaceae. Необходимы раз-
работка и совершенствование технологии выделения и слияния протопластов для 
создания соматических гибридов и цибридов в семействе Apiaceae, направленных 
на расширение генетического разнообразия и интрогрессию коммерчески значимых 
признаков – таких, как цитоплазматическая мужская стерильность, с целью повы-
шения продуктивности, стабильности урожая и качества гибридных семян культур  
семейства Apiaceae.

Цель исследований: аналитический обзор существующей ситуации в области 
разработки технологий выделения и слияния протопластов для создания соматических 
гибридов и цибридов в семействе Apiaceae, направленных на расширение генетиче-
ского разнообразия и интрогрессию коммерчески значимых признаков.

Методика исследований
Research method

В обзоре проанализированы зарубежные и отечественные научные источники, 
в которых рассматриваются ЦМС- и ЯМС-формы мужской стерильности, гены-кандида-
ты, вовлеченные в этот процесс, и получение мужских стерильных генотипов с помощью 
методов соматической гибридизации. Кроме того, обсуждаются исследования, рассма-
тривающие предварительную обработку растений-доноров, различные источники тканей, 
используемые для выделения родительских протопластов в семействе Apiaceae, и методы 
получения соматических гибридов и цибридов с их последующим культивированием.

Результаты и их обсуждение
Results and discussion

Значение мужской стерильности в области селекции растений. Мужская 
стерильность у Apiaceae, включая морковь, сельдерей и кориандр, контролиру-
ется либо генетическими, когда только гены ядерного генома определяют ЯМС, 
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либо цитоплазматическими механизмами, когда митохондриальные гены, прямо или 
косвенно влияющие на функции ядерных генов, отвечают за ЦМС. Эта мужская сте-
рильность используется в селекции для облегчения производства гибридных семян 
без ручной кастрации, которая затруднена ввиду небольшого размера цветков и склон-
ности к самоопылению. Гены только ядерного генома определяют ЯМС [7].

Цитоплазматическая мужская стерильность (ЦМС). ЦМС, наследуемая по ма-
теринской линии, является более предпочтительным типом МС, поскольку позволяет 
лучше контролировать производство гибридных семян [8]. Эта технология находит все 
более широкое применение в различных сельскохозяйственных культурах, включая 
основные зерновые, овощные, бобовые, масличные, а также технические и декоратив-
ные культуры, с особым акцентом на различных представителях семейства Apiaceae, 
рассматриваемых в данных исследованиях.

Иранский образец P12295260 семейства Apiaceae является первой мужской 
стерильной линией сельдерея, о которой сообщили Quiros et al. в 1986 г. [9]. В двух 
последующих публикациях за 2006 г. Gao et al. впервые приписали ЦМС одиночно-
му рецессивному гену ms-1 [10]. Однако в 2009 г. они пришли к выводу о том, что 
на самом деле два рецессивных ядерных гена в сочетании с фактором стерильности 
в цитоплазме контролируют мужскую стерильность [11]. В недавних исследованиях 
сравнительный анализ митохондриального генома китайского сельдерея «tanzhixi-
angqin» между линией ЦМС и ее закрепителем стерильности позволил выявить 21 
уникальный регион с 15 ORF в линии ЦМС. В ORF768a был обнаружен только один 
химерный ген, который имел последовательность гена cox1 длиной 1497 п.н. и неиз-
вестную последовательность длиной 810 п.н. Вероятно, ORF768a кодирует 11 транс-
мембранных доменов белка, что заставило группу исследователей Cheng et al. в 2021 г. 
указать, что ORF768a может быть хорошим геном-кандидатом, предопределяющим 
цитоплазматическую мужскую стерильность у сельдерея [12].

К сожалению, количество стабильных мужских стерильных линий у видов се-
мейства Apiaceae остается ограниченным, и ни одна из них в настоящее время не ис-
пользуется для коммерческого массового производства семян. Однако потребность 
в единообразии роста подтверждается растущим числом F1-гибридов, доступных 
на рынке, несмотря на отсутствие эффективной системы ЦМС.

Технология протопластов в семействе Apiaceae. По сравнению с половым раз-
множением соматическая гибридизация имеет множество преимуществ для передачи 
или создания ЦМС de novo, в частности, потому, что она позволяет избежать неже-
лательных/неконтролируемых признаков, возникающих в результате одновременной 
передачи генов, отличных от тех, которые отвечают за ЦМС. Однако для успешного 
использования соматической гибридизации в данном случае существует ряд условий. 
К ним относят эффективное и надежное выделение большого количества высокожиз-
неспособных протопластов обоих компонентов, а также создание воспроизводимых 
стратегий для повышения частоты регенерации растений из культивируемых протопла-
стов, где задействован по меньшей мере один из предполагаемых компонентов слияния.

Изоляция протопластов из различных тканей у видов Apiaceae. К настоящему вре-
мени в семействе Apiaceae были получены данные о выделении протопластов у Daucus 
carota (морковь), Apium graveolens (сельдерей), Coriandrum sativum (кориандр), Foenicu-
lum vulgare (фенхель) и Petroselinum hortense (петрушка) [13]. Выделение протопластов 
было успешно проведено из различных тканей растений семейства Apiaceae – таких, как 
сельдерей и морковь, которые являются обычными модельными видами в этом семействе. 
Например, была создана эффективная система для выделения и трансформации протопла-
стов сельдерея из листьев. Протопласты моркови также были выделены из суспензионных 
культур клеток для исследований субклеточной локализации белков [14].
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До сих пор использовали различные смеси ферментов, а также комбинации 
концентраций для получения лучшего выхода протопластов (табл.). В случае моркови 
протопласты, полученные из листьев, дают примерно в три раза больший урожай, 
чем протопласты, полученные из гипокотилей [15]. В этом отношении большинство 
авторов предпочитали использовать в качестве источника протопластов суспензии 
клеток, а не дифференцированные ткани, как в случае с листьями или гипокотилями 
сельдерея [16]. Интересен тот факт, что у моркови эффективность деления протопла-
стов гипокотиля при измерении количества колоний, происходящих из отдельных 
клеток, была в два раза выше, чем у протопластов листьев, в то время как обычно 
используемые протопласты, полученные из суспензионных культур, демонстрирова-
ли эффективность деления ниже, чем у этих двух источников дифференцированных 
тканей [15].

Таблица
Ключевые различия в технологиях выделения протопластов растений 

семейства Apiaceae
Table

Key differences in protoplast isolation technologies for plants of the Apiaceae family

Вид  
растения Источник ткани Ферментная смесь и условия Выход  

и жизнеспособность
Ссыл-

ки

Морковь  
(Daucus  
сarota)

Листья 
и гипокотиль

1% целлюлазы Onozuka R10,  
0,1% пектолиазы Y-23,  

0,6 М маннитола, 5 мМ CaCl2,  
20 мМ MES, 14–18 ч, 30 rpm, 26 ˚C

листья: 
3,21 × 106 g/fw,  

74% жизнеспособ-
ность; гипокотиль: 

0,96 × 106 g/fw

[15]

Листья

1% целлюлазы Onozuka R10,  
0,1% пектолиазы Y-23,  

0,6 М маннитола, 5 мМ CaCl2,  
10 мМ MES, 14–16 ч, темнота,  

30 rpm, 26˚C

Не указано [17]

Листья

1% целлюлазы Onozuka R10,  
0,1% пектолиазы Y-23,  

0,6 М маннитола, 5 мМ CaCl2,  
20 мМ MES, 12–16 ч, темнота,  

30 rpm, 26 ˚C

2,8 × 106 g/fw,
72–93% жизне-

способность
[18]

Листья

2% целлюлазы Onozuka R10,  
0,1% пектолиазы Y-23  

и 1% мацерозима R-10,  
0,6 М маннитола, 10 мМ CaCl2,  

10 мМ MES, 0,8% бычьего  
сывороточного альбумина,  
15 ч, темнота, 30 rpm, 26 ˚C

Не указано [19]

Кориандр  
(Coriandrum  

sativum vars.)

Суспензия 
эмбриогенных  

клеток

2% целлюлазы Onozuka R10,  
1% пектиназы  

и 0,2% мацерозима R-10,  
0,6 М маннитола, 5 мМ CaCl2,  

14–18 ч, темнота, 50 rpm

4,81 × 106 g/fw,
90–93, 8% жизне-

способность
[20]
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Соматическая гибридизация в семействе Apiaceae. Как правило, желаемое 
слияние протопластов может быть осуществлено либо химическим, либо электри-
ческим способами. Химические фузогены обычно используются для вызывания 
слияния протопластов, поскольку спонтанное слияние происходит редко ввиду за-
ряженной поверхности протопластов. Для семейства Apiaceae типичные хими-
ческие фузогены включают в себя: Полиэтиленгликоль (ПЭГ) с различной моле-
кулярной массой (например, ПЭГ 1540, 4000, 6000) в концентрации от 5 до 56%; 
декстран в концентрации около 15%; диметилсульфоксид (ДМСО) в концентрации 
около 10%; глицин и осмотические стабилизаторы – такие, как маннит или сор-
бит. Эти агенты способствуют слиянию путем уменьшения отрицательного заря-
да на поверхности протопластов или путем содействия адгезии через электроста-
тические силы, что приводит к плотной агглютинации и последующему слиянию  
протопластов [21–23].

Среди других доступных стратегий экспериментального индуцирования ЦМС 
применяется слияние протопластов двух соматических родителей. У таких гибри-
дов наследование хлоропластной ДНК, как правило, унипарентальное, то есть после 
деления клеток передается только хлоропластный геном одного из родителей [24]. 
Одна из ключевых особенностей, которая делает цибриды привлекательными для 
программ селекции, – сохранение целостности сорта, поскольку весь ядерный геном 
происходит от одного родителя. Это означает, что ядерный генетический матери-
ал остается неизменным, в то время как цитоплазматический (митохондриальный) 
геном происходит из другого источника – как правило, от донора яйцеклетки. Это 
позволяет селекционерам сочетать желаемые цитоплазматические признаки (на-
пример, устойчивость к болезням или другие характеристики, кодируемые органел-
лами) без изменения ядерного генома, определяющего сорт. Селекционеры крайне 
заинтересованы в эффективном, экономичном и быстром получении генетически 
однородных растений [25]. Примечательно, что цибриды часто бывают мужски-сте-
рильными и позволяют идентифицировать и отбирать интересующие соматические 
гибридные линии [15]. В целом симметричное слияние максимизирует ядерное ге-
нетическое разнообразие, объединяя полные ядерные геномы, в то время как асим-
метричное слияние в первую очередь повышает цитоплазматическое генетическое 
разнообразие, смешивая органеллярные геномы с одним ядерным геномом. Оба 
подхода способствуют созданию новых генетических комбинаций, которые могут 
быть использованы для улучшения сельскохозяйственных культур, особенно для пре-
одоления половой несовместимости и введения желательных цитоплазматических  
признаков [26].

Таким образом, цибрид – это тип асимметричного соматического гибрида, в ко-
тором ядерный геном происходит от одного родителя, а цитоплазматические геномы 
наследуются от обоих родителей.

Выводы
Conclusions

Рост численности населения остается вызовом современности ввиду повы-
шения спроса на продукты питания, что приводит к одновременной необходимо-
сти роста объемов производства и урожайности в сочетании с высоким качеством 
продукции [27, 28]. Семейство Apiaceae вносит значительный вклад в рацион пи-
тания человека, что в свою очередь сигнализирует о потребности общества в уве-
личении производства продукции, принадлежащей данному семейству. Исполь-
зование протопластов для соматической гибридизации получает все большее 
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распространение благодаря коммерчески важным признакам, которые регулиру-
ются митохондриями и пластидами. Линии ЦМС способны обеспечить однород-
ность, качество и урожайность при производстве гибридных семян. Кроме того, 
соматические гибриды представителей семейства Apiaceae обладают такими агро-
номически и экономически значимыми характеристиками, как высокая питатель-
ная ценность и устойчивость к болезням, в связи с чем расширяются возможности  
их применения.

Для слияния протопластов необходимы хорошо отлаженные процедуры вы-
деления, предварительной обработки и регенерации из различных источников 
тканей. Однако на данный момент слияние протопластов часто остается слож-
ным методом для получения гибридов по причине малой доступности установок 
для ядерного облучения включая гамма-лучи и рентгеновское излучение. В ка-
честве альтернативы используется более доступное ультрафиолетовое излуче-
ние. Кроме того, данный метод требует повышения эффективности химическо-
го и электрического способов слияния протопластов. На сегодняшний день в ряде 
исследований сообщается о соматической гибридизации в семействе Apiaceae, 
однако передача признака и его коммерциализация до сих пор остаются сложной  
задачей.
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