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Аннотация. Выявление корреляций между морфологическими признаками бутонов и стадиями развития 
мужского гаметофита представляет большой практический интерес, так как наличие надежного маркера 
ускоряет и упрощает отбор подходящего растительного материала для культуры изолированных микроспор. 
Культура изолированных микроспор позволяет в короткие сроки получать чистые линии многих овощных 
культур, однако для дыни (Cucumis melo L.) эта технология пока не получила распространения. Чтобы успеш
но применить данную технологию для новой культуры, необходимо оптимизировать множество ее элемен
тов, прежде всего подобрать морфологические маркеры, позволяющие отбирать бутоны, которые содержат 
микроспоры определенных стадий развития. В нашей работе приведена оценка корреляции между длиной 
бутонов, диаметром бутонов, длиной видимой части венчика, длиной пыльников и стадиями развития муж
ского гаметофита дыни F1 гибрида Kim Hong Ngoc. Наиболее сильная корреляция установлена для диаметра 
бутонов, коэффициент корреляции составил 0.885. Сильная корреляция выявлена также для длины бутона, 
коэффициент корреляции 0.880. Длина видимой части венчика являлась менее надежным признаком, а дли
ну пыльников не следует использовать в качестве параметра для прогнозирования стадий развития мужско
го гаметофита дыни. Отмечено, что в одном пыльнике одновременно находились микроспоры и пыльцевые 
зерна разных стадий развития. В бутонах длиной менее 4.00 мм и диаметром до 1.51 ± 0.02 мм преобладали 
тетрады; в бутонах длиной 4.0–4.9 мм и диаметром 2.30 ± 0.02 мм обнаружена наибольшая доля ранних мик
роспор, при этом преобладали микроспоры средней стадии развития; в бутонах длиной 5.0–5.9 мм и диа
метром 2.32 ± 0.00 мм преобладали средние и поздние вакуолизированные микроспоры; в бутонах длиной 
6.0–8.9 мм и диаметром 2.96 ± 0.37 мм – поздние вакуолизированные микроспоры; в бутонах длиной 9.0 мм и 
более, диаметром 3.97 ± 0.34 мм и более – двухклеточная пыльца.
Ключевые слова: мужской гаметофит; стадии развития микроспор; тетрада; пыльца; бутон; пыльник; Cucumis 
melo L.; дыня.
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Abstract. Correlations between the morphological features of f lower buds and the developmental stages of the 
male gametophyte are of great practical interest as a reliable marker that accelerates and simplif ies the selection of 
appropriate plant material for isolated microspore culture. Microspore culture enables one to quickly obtain many 
pure lines of different vegetable crops, but it has not yet been widely applied in the melon (Cucumis melo L.). To suc
cessfully apply this technique in a new culture, one has to optimize many of its elements: f irst, f ind the biological 
markers for selecting the f lower buds containing the microspores of certain development stages. The paper presents 
the results of research estimating the correlations between the length and diameter of the f lower buds, the length 
of the visual part of the corolla, the length of the anthers and the development stages of the male gametophyte 
in the F1 hybrid of the Kim Hong Ngoc melon. The strongest correlation (CC = 0.885) was found for the f lower bed 
diameter and a strong correlation (CC = 0.880), for the bud length. The corolla’s visual part was a less reliable mor
phological feature, and the anther’s length should not be used as a parameter to predict the developmental stages 
of the melon’s male gametophyte. It was also found that one anther could contain the microspores and pollen grains 
of different developmental stages. In the f lower buds less than 4 mm in length and 1.51 ± 0.02 mm in diameter pre
vailed tetrads, and in the buds 4.0–4.9 mm in length and 2.30 ± 0.02 mm in diameter, early microspores. The micro
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spores of a middle stage of development prevailed in the f lower buds 5.0–5.9 mm in length and 2.32 ± 0.00 mm in 
diameter; mid and late vacuolated microspores, in the buds 6.0–8.9 mm in length and 2.96 ± 0.37 mm in diameter; 
and twocelled pollen, in the buds more than 9 mm in length and more than 3.97 ± 0.34 mm in diameter.
Key words: male gametophyte; stages of microspore development; tetrad; pollen; f lower bud; anther; Cucumis 
melo L.; melon.
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Введение
Дыня (Cucumis melo L.) – важная с экономической точки 
зрения сельскохозяйственная культура (Sebastian et al., 
2010), которая по состоянию на 2019 г. в мире занимала 
площадь более 1 млн га (FAOSTAT)1. В настоящее время 
в производстве дыни распространены F1 гибриды, отлича-
ющиеся выровненностью, более высокой урожайностью и 
обеспечивающие биологическую защиту авторских прав 
оригинаторов.

Удвоенные гаплоиды являются ценным материалом 
для генетических исследований и селекции, особенно 
при создании F1 гибридов сельскохозяйственных культур 
(Шмыкова и др., 2015б; Abdollahi et al., 2016). На сегод-
няшний день технологии получения удвоенных гаплоидов 
разработаны более чем для 250 видов (Maluszynski et al., 
2003), для многих из них этот метод используют с целью 
массового производства гомозиготных растений (Ferrie, 
Caswell, 2011).

Известны публикации, в которых описано успешное 
получение удвоенных гаплоидов дыни путем опыления 
облученной пыльцой (Sauton, 1988; Hooghvorst et al., 2020) 
либо методом отдаленной гибридизации с последующим 
доращиванием зародышей in vitro (Lotfi et al., 2003). Авто
ры других работ культивировали пыльники (Abdollahi et 
al., 2016), неоплодотворенные семяпочки (Шмыкова и др., 
2015а) и изолированные микроспоры (Zhan et al., 2009; 
Chen et al., 2017) растений семейства Тыквенные.

Культура изолированных микроспор отличается высо
ким выходом регенерантов по сравнению с культурой не
оплодотворенных семяпочек и культурой пыльников и 
получила широкое применение, особенно у Капустных 
(Дьячук и др., 2019; Козарь и др., 2020). К тому же куль-
тура микроспор подразумевает отсутствие на питательной 
среде соматических клеток донорного растения и, таким 
образом, позволяет исключить сомнения о происхожде-
нии растенийрегенерантов. Однако данная технология 
не реализована для производства удвоенных гаплоидов 
растений семейства Тыквенные.

На эффективность технологии получения удвоенных 
гаплоидов в культуре изолированных микроспор влияет 
множество факторов: стадия развития микроспор, гено
тип, состав питательной среды, плотность клеточной сус
пензии, особенности технологии введения в культуру, 
температурное воздействие и другие условия культиви
рования (Dunwell, 2010; Niazian, Shariatpanahi, 2020). 
Стадия развития микроспор является первым фактором, 
который необходимо учитывать при разработке техноло-
гии культивирования микроспор любой новой культуры. 
В зависимости от вида оптимальными могут быть разные 
1 http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC (дата обращения 01.06.2021).

стадии развития микроспор – от тетрад до двухклеточной 
пыльцы (Touraev et al., 1996; Germanà, 2011). Так, для 
производства удвоенных гаплоидов моркови рекомендуют 
культивировать тетрады и ранние микроспоры (Go recka 
et al., 2010). Для индукции каллуса в культуре пыльников 
момордики наиболее эффективны средние и поздние 
микроспоры (Нгуен и др., 2019). У растений семейства 
Капустные высокой способностью к эмбриогенезу об-
ладают поздние вакуолизированные микроспоры и двух-
клеточная пыльца (Telmer et al., 1992; Binarova et al., 1997; 
Custers et al., 2001; Babbar et al., 2004; Winarto, Teixeira da 
Silva, 2011).

Прямой отбор отдельных микроспор соответствующей 
стадии развития для культивирования in vitro представля-
ется невыполнимой задачей. Как правило, отбор расти-
тельного материала выполняют по косвенным признакам 
с помощью морфологических характеристик бутонов или 
пыльников (Takahata, Keller, 1991; ParraVega et al., 2013). 
У рапса, сои, редиса, томата, момордики в качестве мар-
керов стадии развития микроспор используют длину и 
ширину цветочных бутонов (Weber et al., 2005; Han et al., 
2014; Sumarmi et al., 2014; Adhikari, Kang, 2017; Нгуен и 
др., 2019). В нескольких исследованиях демонстрируется 
пригодность таких параметров, как размер и цвет чашеч-
ки, соотношение длин чашечки и венчика, размер пыль-
ника (De Moraes et al., 2008; ParraVega et al., 2013; Zhang 
et al., 2013). Эти показатели видоспецифичны, поэтому 
для отбора растительного материала дыни необходимо 
разработать свой протокол.

В данной работе представлено изучение взаимосвязи 
между морфологическими характеристиками бутонов и 
пыльников и стадией развития микроспор дыни.

Материалы и методы
Отбор бутонов проводили с растений гибрида дыни F1 
Kim Hong Ngoc, произведенного компанией Chia Tai Seed, 
Таиланд. Бутоны длиной от 3.6 до 15.9 мм с интервалом 
1 мм отбирали в 5:30–6:30 ч утра, перевозили на льду и 
хранили в течение 24 ч при 4 °C. Учитывали не менее 
десяти бутонов каждого интервала длины.

Характеристики бутонов и пыльников фиксировали 
с помощью стереомикроскопа Zeiss Stemi 2000C (Su
zhou Сo., Ltd). Микроспоры каждого бутона выделяли из 
пыльника и помещали на предметное стекло в каплю сме-
си глицерина и дистиллированной воды в соотношении 
1:1, затем в полученную суспензию добавляли 15 мкл 2 % 
раствора ацетокармина, накрывали покровным стеклом и 
микроскопировали. Для флуоресцентного окрашивания 
микроспоры извлекали из пыльников, трижды промывали 
буферным раствором PBS (8.00 г/л NaCl, 0.20 г/л KCl, 
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1.44 г/л Na2HPO4, 0.24 г/л KH2PO4 растворяли в 3/4 тре-
буемого объема дистиллированной воды, с помощью 
НCl и KОН доводили pH до значения 7.4, доливали дис-
тиллированную воду до конечного объема), добавляли 
DAPI (4′,6диамидино2фенилиндол) и наблюдали под 
оптическим флуоресцентным микроскопом Zeiss Axio 
Lab1 (Suzhou Сo., Ltd).

Стадии развития микроспор определяли по размеру и 
форме клеток, количеству ядер и их расположению (Vergne 
et al., 1987; Maluszynski et al., 2003; Blackmore et al., 2007; 
Zhang et al., 2013). В каждом препарате наблюдали ста-
дии развития 100 микроспор. Отмечали наличие тетрад, 
ранних, средних и поздних микроспор, двухклеточной 
пыльцы. Процентную долю каждой стадии развития в 
конкретном препарате рассчитывали как отношение ко-
личества микроспор определенной стадии к общему ко-
личеству наблюдаемых микроспор, умноженное на 100 %.

Достоверность различий проверяли с помощью диспер-
сионного анализа ANOVA и теста Тьюки с α = 0.05. Связь 
между параметрами измерения и стадиями развития ми-
кроспоры определяли с помощью коэффициента линейной 
регрессии и коэффициента корреляции. Статистическое 
описание и обработку данных проводили в программе R.

Результаты и обсуждение
При цитологическом анализе бутонов дыни наблюдали 
шесть стадий развития микроспор, включая тетрады, 
ран ние, средние, поздние вакуолизированные микроспо-
ры, раннюю двухклеточную и позднюю двухклеточную 
пыльцу (рис. 1).

Диаметр микроспор увеличивался по мере их развития 
и достигал максимального значения у поздней двухкле-
точной пыльцы (рис. 2). Отмечено, что каждая стадия 
характеризовалась определенной формой и размером 
клеток. Ранние микроспоры, образовавшиеся после рас-
пада тетрад, имели диаметр 33.41 ± 4.34 мкм, отличались 
нестабильной округлой формой, тонкими клеточными 
стенками и крупными ядрами. Средние микроспоры были 
округлой формы, с центральным расположением ядра, их 
диаметр 39.06 ± 2.33 мкм. Поздние микроспоры имели 
округлую форму, диаметр 40.45 ± 3.26 мкм и характеризо-
вались хорошо развитой трехлопастной стенкой экзины и 

Рис. 1. Стадии развития микроспор Cucumis melo L., окрашенных DAPI и ацетокармином: а – тетрады; б – ранние микро
споры; в – средние микроспоры; г – поздние микроспоры; д – ранняя двухклеточная пыльца; е – поздняя двухклеточная 
пыльца.
Бар 20 мкм.
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Рис. 2. Изменение диаметра клеток мужского гаметофита в зависи
мости от стадии их развития.
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смещенным от центра ядром, прижатым к стенке большой 
вакуолью. В клетках ранней двухклеточной пыльцы с диа-
метром клеток 44.94 ± 2.65 мкм при микроскопировании 
были четко видны два ядра: вегетативное (более крупное) 
и генеративное (более ярко окрашенное). Диаметр поздней 
двухклеточной пыльцы составлял 56.93 ± 4.81 мкм, форма 
клеток варьировала от округлых до овальных, причем в 
одном пыльнике можно было наблюдать пыльцевые зерна 
разной формы. Цитоплазма в пыльце становилась плотной 
и непрозрачной, ядро при этом было труднее различить.

В результате анализа соответствия морфологических 
признаков стадиям развития микроспор и существующих 

изменений бутоны разделили на шесть групп. Каждая 
группа могла содержать микроспоры разных стадий раз-
вития, но при этом одна из них преобладала (см. таблицу). 
Отмечено также, что в одном пыльнике одновременно 
могли находиться микроспоры разных стадий развития. 
Это соответствует наблюдениям исследователей, изучав-
ших данный вопрос на других культурах.

Тетрады были обнаружены в зеленых опушенных, 
полностью покрытых чашелистиками бутонах оваль-
ной формы длиной менее 4 мм, диаметром до 1.85 мм 
(рис. 3, а). Пыльники при этом имели светлобежевую 
окраску и длину 1.6–1.63 мм.

Соответствие размеров бутона и длины пыльника стадиям развития мужского гаметофита

№ 
п/п

Длина  
бутонов, 
мм

Диаметр 
бутонов,  
мм

Длина 
пыльников, 
мм

Доля микроспор разных стадий развития, %

Тетрады Ранняя Средняя Поздняя Ранняя  
двухклеточная

Поздняя  
двухклеточная

1 <4 1.51 ± 0.02a* 1.63 ± 0.19a 48.00 ± 5.66 22.00 ± 8.49 6.00 ± 2.83 22.00 ± 2.83 2.00 ± 2.83 0.00 ± 0.00

2 4.0–4.9 2.30 ± 0.02b 1.83 ± 0.16a 0 30.00 ± 14.14 46.00 ± 25.46 22.00 ± 14.14 2.00 ± 2.83 0.00 ± 0.00

3 5.0–5.9 2.32 ± 0.00b 2.50 ± 0.51b 0 2.00 ± 2.83 50.00 ± 14.14 48.00 ± 11.31 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

4 6.0–8.9 2.96 ± 0.37b 2.89 ± 0.23c 0 0.40 ± 1.26 40.40 ± 24.91 56.80 ± 23.61 2.40 ± 6.31 0.00 ± 0.00

5 9.0–11.9 3.97 ± 0.34c 2.96 ± 0.20c 0 0 0.67 ± 1.63 14.67 ± 34.00 51.33 ± 50.62 33.33 ± 50.13

6 >12 5.16 ± 0.27d 3.12 ± 0.22c 0 0 0 0 0 100.00

* Значения, отмеченные одинаковыми буквами, не различаются при уровне значимости р = 0.05.

Рис. 3. Изменение морфологических характеристик бутонов (1, бар 20 мкм) и пыльников (2, бар 10 мкм) дыни в зависимости от длины бутонов:
а – 3.6–4.0 мм; б – 4.0–4.9 мм; в – 5.0–5.9 мм; г – 6.0–6.9 мм; д – 7.0–7.9 мм; е – 8.0–8.9 мм; ж – 9.0–9.9 мм; з – 10.0–10.9 мм; и – 11.0–11.9 мм; к – 12.0–12.9 мм; 
л – 13.0–13.9 мм; м – более 14.0 мм.
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Flower bud morphology and developmental stages 
of the male gametophyte of melon

Ранние микроспоры были найдены в бутонах длиной 
от 3.8 до 7.0 мм, наибольшая их доля (30 ± 14.14 %) обна-
ружена в бутонах длиной 4.0–4.9 мм. При этом пыльники 
становились зеленоватожелтыми, их длина составляла 
1.63–2.74 мм (см. рис. 3, б ). В целом количество микро-
спор ранней стадии было небольшим по сравнению с 
другими стадиями.

Микроспоры средней стадии развития содержались в 
бутонах длиной от 4.0 до 10.9 мм. Длина пыльников при 
этом достигала 2.15 ± 0.05 мм, их цвет был желтоватым 
с глянцевой поверхностью (см. рис. 3, в). Максимальное 
количество микроспор средней стадии (50 ± 14.14 %) 
вы явлено в бутонах длиной 5.0–5.9 мм, имевших четкое 
морфологическое отличие от более молодых бутонов – 
приоткрытые чашелистики, позволяющие видеть кончик 
венчика.

Микроспоры поздней вакуолизированной стадии преоб-
ладали в бутонах длиной 6.0–8.9 мм. На этом этапе бутоны 
продолжали увеличиваться в размерах, венчик удлинялся 
за пределом чашелистиков, однако морфология пыльников 
не изменялась (см. рис. 3, г–е). Статистически достовер-
ного увеличения длины пыльников тоже не происходило.

Ранняя двухклеточная пыльца преобладала в бутонах 
длиной 9.0–12.0 мм (см. рис. 3, ж–и). При этом длина 
пыльников не изменилась по сравнению с предыдущей 
стадией. На поверхности пыльников можно было увидеть 
зрелую двухклеточную пыльцу.

В бутонах длиной более 12.0 мм была обнаружена 
только двухклеточная пыльца. Переход от поздней стадии 
к зрелой пыльце характеризовался небольшим увеличе
нием размера бутона, лепестки начинали открываться (см. 
рис. 3, к–м). Пыльники увеличивались и вскрывались, так 
что на их поверхности можно было увидеть множество 
пыльцевых зерен.

В результате статистического анализа длины пыльника 
вычислен коэффициент линейной регрессии R2 = 0.52, 
т. е. длину пыльников не следует использовать в качестве 
параметра для прогнозирования стадий развития микро-
спор. Это соответствует данным, полученным на неко-
торых других культурах, например томата и баклажана 
(Se guiSimarro, Nuez, 2005; Salas et al., 2012). Известна 
публикация, в которой похожий коэффициент (R2 = 0.59) 
характеризовал связь между длиной пыльника и стадиями 
развития микроспор томата (Adhikari, Kang, 2017).

Часто исследователи рекомендуют измерять длину 
бутонов при отборе подходящего растительного мате-
риала для культивирования изолированных микроспор; 
это удобный и надежный показатель для многих культур. 
В качестве способа отбора бутонов советуют использовать 
также диаметр бутонов. Так, в 2019 г. наилучшие резуль-
таты эмбриогенеза в культуре микроспор люцерны были 
получены при культивировании поздних микроспор из 
бутонов длиной 6.02–6.20 мм и диаметром 1.50–1.72 мм 
(Yi et al., 2019). В 2017 г. была представлена корреляция 
между размером бутонов (длиной и диаметром), длиной 
пыльника и стадиями развития микроспор томата (Adhi
kari, Kang, 2017). 

В нашем исследовании линейный регрессионный ана
лиз показал четкую линейную зависимость ( p < 0.05) 
между характеристиками бутонов и стадиями развития 

микроспор, коэффициенты линейной регрессии (R2) ва-
рьировали от 0.767 до 0.783. Самая сильная корреляция 
выявлена для диаметра бутонов: r = 0.885, R2 = 0.783 
(рис. 4), затем идет длина бутонов (r = 0.880, R2 = 0.775) 
(рис. 5) и, наконец, длина венчика, которая является менее 
надежным признаком (r = 0.876, R2 = 0.763).

Заключение
Корреляция между морфологическими характеристиками 
бутонов и пыльников и стадиями развития микроспор 
дыни (Cucumis melo L.) позволяет отбирать подходящий 
материал для культивирования изолированных микроспор 
in vitro. Для этой цели лучше всего подходят три показа-
теля: диаметр бутона, длина бутона, длина видимой части 
венчика. Диаметр и длина бутона обеспечивают более 
сильную корреляцию, и их легче использовать. 

Результат исследования может быть полезен для даль-
нейшей разработки технологии получения удвоенных 
гаплоидов дыни в культуре изолированных микроспор.
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Рис.  4.  Зависимость между диаметром бутонов и стадией развития 
мужского гаметофита дыни.

Рис. 5. Зависимость между длиной бутонов и стадией развития муж
ского гаметофита дыни.
Буквы a–e соответствуют разным группам бутонов.
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