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Всовременной селекции одной

из важнейших задач является

быстрое достижение константности

селекционного материала. Наибо�

лее остро эта проблема возникает

при создании гетерозисных гибри�

дов, для которых требуются гомози�

готные линии с высокой комбинаци�

онной способностью. Обычно линии

получают путем длительного инбри�

динга (5 – 10 поколений).

В 1921 году Бергнер обнаружил

первые гаплоидные растения дур�

мана обыкновенного, а через три го�

да Блейксли и Беллинг (Blakeslee,

Belling, 1924) впервые предложили

использовать такие растения в се�

лекции. Ими было отмечено, что

гаплоидия дает «... быстрый метод

превращения гетерозиготной фор�

мы в чистую линию».

Гаплоидное же состояние генома

в отличие от диплоидного позволяет

обнаружить редкие рецессивные

аллели, а получение удвоенных гап�

лоидов из микроспор и клеток заро�

дышевого мешка – реализовать га�

метоклональную изменчивость в ин�

дивидуальные растения.

Экспериментальное получение

удвоенных гаплоидов у представи�

телей семейства Cucurbitaceae ши�

роко изучается зарубежными учены�

ми (Caglar, Abak, 1999; Dryanovska,

1985; Metwally et al., 1998; Ficcadenti

et al., 1995; Gursoz et al., Lim, Earle,

2009; Lotfi et al, 2003; Sary et al.,

1999; Sauton, 1988, 1989; Sun et al.,

2006; Taner et al., 2000; Xie et al.,

2005). Из трех известных способов

получения гаплоидов (андрогенез,

гиногенез и партеногенез) у тыквы

наиболее успешно используется

партеногенез. Для индукции его

применяется облученная пыльца

(Kurtar, 1999, 2009; Kurtar et al.,

2002, Kurtar et al., 2009, Kurtar et al.,

2010). Имеются единичные сообще�

ния о положительных результатах

при культивировании in vitro пыль�

ников и неопыленных семяпочек ты�

квы (Metwally et al., 1998a; Metwally

et al., 1998b; Mohamed, Refaei,

2004;).

Получение гаплоидных растений в

культуре in vitro неопыленных семя�

почек является результатом перехо�

да клеток зародышевого мешка с га�

метофитного пути развития на спо�

рофитный с образованием из них

эмбриоидов или морфогенного кал�

луса. На процесс индукции гиноге�

неза влияет большое число факто�

ров таких, как генотип растения, ста�

дия развития женского гаметофита,

состав питательных сред, условия

выращивания донорных растений.

Цель наших исследований: оп�

тимизировать условия индукции ги�

ногенеза в культуре неопыленных

семяпочек тыквы для получения го�

мозиготных линий и расширения

спектра формообразовательного

процесса с последующей разработ�

кой отечественной технологии.
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Задачи:

1. Подобрать фазу развития экс�

планта;

2. Подобрать питательные среды

для индукции гиногенеза у тыквы;

3. Подобрать состав питательных

сред для регенерации побегов.

Материалы и методы 

исследования

В качестве исходного материала

для индукции гиногенеза использова�

ли бутоны селекционных сортообраз�

цов тыквы лаборатории селекции и се�

меноводства тыквенных культур

ВНИИССОК №100 №103, №104, №109

и №112 за 1�2 суток до цветения, по

аналогии с культурой неопыленных

семяпочек огурца in vitro (Шмыкова,

Супрунова, 2009). Стерилизацию бу�

тонов проводили 0,1% раствором су�

лемы в течение 10 минут с последую�

щим многократным промыванием сте�

рильной дистиллированной водой.

Для индукции гиногенеза использова�

ли модифицированную среду СВМ

(Gemes Juhasz et al., 2002) в сочетании

с различными регуляторами роста:

1. 0,1 – 0,2 мг/л ТДЗ с 0,0001 мкМ

эпибрассинолида

2. 2 мг/л 2,4Д

На втором этапе регенерации ис�

пользовали среды МС (Murashige,

Skoog, 1962) без гормонов с 0,3 % фи�

тогеля.

Результаты

Для индукции гиногенеза мине�

ральный состав питательной среды,

витамины и добавки аминокислот

подбирали по аналогии с культурой

неопыленных семяпочек огурца

(Шмыкова, Супрунова, 2009). При со�

ставлении вариантов опытов исполь�

зовали эффективное сочетание регу�

ляторов роста, полученное нами для

гиногенеза у огурца – первый вари�

ант. Второй вариант – по литератур�

ным данным (Metwally et al., 1998a).

Авторы этой работы использовали от

0,1 мг/л до 10 мг/л 2,4Д.

При культивировании in vitro семя�

почки тыквы быстро увеличиваются в

Рис. 2. Образование крупных семядолей без корня из

семяпочки тыквы на индукционной среде СВМ (0,2

мг/л ТДЗ и 0,0001 мкМ эпибрассинолида).

Рис.1. Аномальный проросток, развивающийся из семяпоч%

ки тыквы на индукционной среде СВМ (0,2 мг/л ТДЗ и

0,0001 мкМ эпибрассинолида)
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размерах (в 4�5 раз) в течение перво�

го месяца, при этом между варианта�

ми проявляются большие морфологи�

ческие различия. В первом варианте

большинство семяпочек внутри оста�

ются пустыми, между наружными ин�

тегументами образуется щель, через

которую видны почти прозрачные вну�

тренние интегументы и зародышевый

мешок. Образование каллуса не на�

блюдается. Проростки развиваются

из закрытых семяпочек, первоначаль�

но появляются мощный, сильно утол�

щенный корень со слабыми зачатками

семядолей (рис.1) или крупные семя�

доли без корня (рис. 2). При переносе

на безгормональную питательную

среду у проростков, как первого, так и

второго типа, развивается точка рос�

та побега, и образуются корни нор�

мальной толщины (рис.3, 4, соответ�

ственно).

Во втором варианте почти все се�

мяпочки внутри заполнены плотной

тканью, из которой при переносе на

безгормональную среду происходит

образование побегов с последующим

образованием корней (рис. 5, 6) и

дальнейшим развитием полноценных

растений (рис.7).

Гибриды различались по частоте

индукции гиногенеза в зависимости

от варианта среды (табл.1). У гибрида

№100 индукция гиногенеза происхо�

дила лишь на среде с 0,2 мг/л ТДЗ и
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Рис.3. Развитие проростка гибрида

№ 100 на безгормональной среде

MS после индукции гиногенеза 

на среде СВМ (0,2 мг/л ТДЗ

и 0,0001 мкМ эпибрассинолида).

Рис. 4. Развитие проростка гибрида

№ 104 на безгормональной среде 

MS после индукции гиногенеза на

среде СВМ (0,2 мг/л ТДЗ и 0,0001

мкМ эпибрассинолида).

Рис. 5. Образование

побегов в культуре

неопыленных семя%

почек тыквы на ин%

дукционной среде

СВМ с 2 мг/л 2,4Д.
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0,0001 мкМ брассинолида, а у гибридов №103 и

№112 на среде с 2,0 мг/л 2,4Д, а гибриды №109 и

№104 давали хороший результат на обеих средах.

Максимальное число эмбриоидов, образовавших�

ся из одной завязи, было у гибрида №112 (9 штук),

также хорошие результаты получены у гибрида

№104 (6�7 штук эмбриоидов из одной завязи).

Заключение

Полученные положительные результаты свиде�

тельствуют о том, что изучение гиногенеза у тыквы

перспективно, и это в дальнейшем позволит разра�

ботать эффективную методику получения удвоен�

ных гаплоидов.
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№ гибрида

Число эмбриоидов (шт/завязь)

Среда СВМ с 0,2 мг/л ТДЗ и 0,0001мкМ
брассинолида

Среда СВМ с 2,0 мг/л 2,4Д

100 3 0

103 0 1

104 6 7

109 3 6

112 0 9

Рис.7. Развитие растения%регенеран%

та тыквы, гибрид № 109, полученного

на индукционной среде СВМ с 2 мг/л

2,4Д, при переносе на безгормональ%

ную среду MS.

Рис.6. Образование корней у побегов тыквы, полученных на индукционной среде

СВМ с 2 мг/л 2,4Д, при переносе на безгормональную среду MS.

Частота индукции гиногенеза 

в культуре in vitro неопыленных семяпочек

гибридов тыквы на разных средах
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