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МЕЖВИДОВАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯ САХАРНОИ СВЕКЛЬІ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ЗМБРИОКУЛЬТУРЬІ 

Е.Н.Васильченко, Т.П.Жухсжалова, 
О.А.Подвигина, О.А.Землянухина, Д . Н . Ф е д о р и н 

В статье рассмотреньї основньїе лимитирующие факторьі куль-
ирования in vitro незрельїх зародьішей от межвидовой гибри-

^''зации В. vulgaris L. х В. corolliflora Z. Вьіявлено, что полученньїе 
''ежвидовьіе гибридньїе растения различаются по количеству хро-
мосом. Гибридьі, наследующие фенотип В. vulgaris L. и диплоид-
ное число хромосом, несут лишь отдельньїе злементьі генома ди-
кого вида, что вьіражается присутствием видоспецифичньїх сате-
литньїх участков Д Н К и повьішением в 2 - 3 раза активности глюко-
зо-6-фосфатдегидрогеназьі по сравнению с родительскими фор-
мами. Гибридньїе растения, сохраняющие коническую форму кор-
неплода, вьісокую раздельноцветковость (98 %) и ЦМС, могут бьіть 
использованьї как исходньїй материал в селекционной работе 
Введение. Все видьі дикой свекльї обладают рядом ценньїх признаков и 

скрещивание их с культурной свеклой может представлять большую прак-
тическую ценность. Так у диких форм свекльї отмеченьї холодо- и зимо-
стойкость, засухоустойчивость, односемянность, устойчивость к болезням 
и вредителям (в частности к нематоде), склонность к агамоспермии. 

Однако лишь ограниченное число межвидовьіх скрещиваний может при-
вести к получению полноценньїх гибридньїх растений. Дикие сородичи са-
харной свекльї, представленньїе видами из секций Patellaris и СогоІІІпае, как 
правило, от скрещиваний с Beta vulgaris дают нежизнеспособньїе или сте-
рильньїе в силу отсутствия гомологии между хромосомньїми наборами гиб-
ридьі (Jasem, 1976). Невозможность осуществления таких скрещиваний очень 
часто связана с приостановкой развития гибридного зародьіша, что в свою 
очередь, может бьіть обусловлено либо его ранней гибелью, либо дегене-
Рацией зндосперма (Прилюк, 1984; Дунаева, 2000; Savitsky, 1981; Nalin, 

В настоящее время современная техника культурьі зародьішей и 
тканей делает реальньїм более интенсивное вовлечение диких сородичей в 
Раооту по переносу желаемьіх генов от диких форм в культурньїе сорта са-
'̂ арной свекльї. 

для зффективного получения определенной генетической ком-
^^^ации желаемьіх признаков в процессе межвидовой гибридизации мьі 

змбриокультурьі, позволяющий в условиях in vitro вьі-
Развити '̂̂  Рбгенерантьі из зиготических зародьішей на разньїх стадиях их 

^ методьі. Материалом для гибридизации служили сахар-
получ^^'^^ ^ рамонской селекции и дикий вид Beta corolliflora. Для 
П ь і п ! межвидовьіх гибридов проводили принудительное опьіление 

'^ьцои дикого вида. 
(Qamh^ "^льтивированя зксплантов применялась питательная среда Гамборга 
''Ибб с добавлением 6-бензил-аминопурина, кинетина, 

®Риллина, НУК, ИМК, ИУК в различньїх концентрациях и соотношениях! 



Активность ферментов пероксидазьі и глюкозо-6-фосфат-д 
зьі определяли в гомогенатах тканей растений по методике А.А 
на, Л.А. Землянухина (1996). Расчет относительной общей актив ^ ^ "Ч 
водили путем отнесения изменения оптической плотности на 
мени (мин) в мл ферментативного препарата без учета 
лярной зкстинкции (именуется в дальнейшем «общая активность»^^^®'* 

Детекцию интрогрессии чужеродного генетического материала^^''^' 
сахарной свекльї проводили методом ПЦР-амплификации с использ^'^^' 
видоспецифических праймеров (GenduHis F., Desel С., Galasso, SchidT *̂*̂  
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паратов по методике Ярмолюк (1966). Просмотр материала проводи 
микроскопе Jenoval. ""'І 

. . . ^ , ^ _ . . WIVIC І 
на приборе Partec, а также приготовлением временньїх цитологически 
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Результати исследований. Введение в культуру in vitro незрельїх̂  
родьішей межвидовьіх гибридов на разньїх стадиях развития (З -12 д̂  
после опьіления) показало их различную отзьівчивость на стрессовьіеусц 
вия. Недифференцированньїе гибридньїе зародьіши (5 дневньїе) прораси 
ли на питательной среде с частотой 0,9-7,3 %, но проростки на раннихсг, 
диях развития погибали. С увеличением возраста зародьішей ихжизне® 
собность увеличивалась до 25,0 %. При зтом также отмечалась ранняя̂  
бель проростков и образование неморфогенньїх структур - разрастаниете 
ней гипокотиля, витрификация семядольньїх листочков, точек ростаидр.: 
результате зтого вьіживаемость проростков снижалась до 12,5 %. 

Зкспериментальньїе данньїе, полученньїе нами в ходе исследовані 
подтвердили тот факт, что незрельїм зародьішам в возрасте З дней* 
дальнейшего развития требовалось наличие большого содержания сахарс-
зьі и гормонов в питательной среде. Количество нормально развитьіхпро-
ростков при зтом не превьішало 5%. С увеличением возраста зародьіша 
их потребность в гормонах несколько снижалась, а количество нормальї'; 
развитьіх проростков увеличивалось до 12 %. Однако следует отметить,чі; 
независимо от возраста зародьішей, частота образования проростковув^ 
личивалась при наличии в питательной среде большого количества сахаї» 
зьі(табл. 1). 

Культивирование 8-дневньіх зародьішей приводило к формирован 
10,0-25,0 % растений на среде с 20 г/л сахарозьі, а содержание 40 г/лУ 
водов стимулировало регенерацию 17,8-48,6 % в в е д е н н ь ї х зксплантов-

В ходе исследований бьіло вьіявлено, что незрельїе зародьіши 
свекльї в условиях культурьі тканей развивались как на свету, так и в те 
те. В темновьіхусловиях культивирования происходило ф о р м и р о в а н и е -

шего количества недифференцированньїх структур - каллусьі, paspocLU j. 
и витрифицированньїе ткани листьев и гипокотилей. Зто у в е л и ч и в а л ^^^ 

щее количество полученньїх проростков с 4,0 до 48,6 %, но ОДНОВре̂ і̂ц̂  
снижало и образование нормально развитьіх регенерантов с 18,9 ДО 
Культивирование зксплантов на световом режиме снижало ф о р м и р о 

недифференцированньїх структур и положительно влияло на р а з в и т и е ^ ^ ^ | 

неспособньїх проростков, количество которьіх увеличивалось С ВОЗрЗ 

зародьішей до 2,5-9,0 %. і 



w влияние состава средьі и возраста зародьішеи 
^^оопогпбность в УСЛОВИЯХ in vitro 

на 
^дблинз Jg'^x j^j,3Hecn0C06H0CTb в условиях 

НСР, 0,05 
0,31 0,31 1,19 1,18 1,66 1,68 

Культивирование проростков от межвидовьіх скрещиваний вьіявило на-
личие морфологических признаков диких видов свекльї. На начальньїх зта-
пах своего развития у части регенерантов обнаружилась яркая антоциновая 
окраска гипокотиля и черешков листьев, которая сохранялась на всех зта-
пах микроразмножения. 

Более четко морфологические признаки проявились при вьіращивании 
микроклонов в условиях закрьітого грунта. Наблюдения позволили устано-
вить цельїй ряд различий у полуїенного потомства. Так, растения І года 
жизни, имеющие диплоидньїй набор хромосом (2п=18), обладали призна-
ками, характерньїми для материнской формьі (культурной свекльї), а имен^ 
но: зеленой окраской гипокотиля, слабогофрированной формой листовой 
пластинки, конической формой корнеплода (рис.1). 

Î Oj, 1—Внешний вид гибридньїх растений и количєство хро-
^ м в фазе розетки листьев 

Римечание. а) диплоидная форма; б) триплоидная форма. 



^.^щюл іри і і лоиднь їй набор хро̂ ^̂  
при проведеним проточной цитометрии вьіявленьї классьі 

занимающие промежуточное положение между материнской и отцо^ \1 
формами. 

По морфологии они характеризовались наличием признаков п 
в и д а свекль ї : р о з о в о й о к р а с к о й г и п о к о т и л я и череї 
д л и н н о ч е р е ш к о в ь і м и , ц е л ь н о к р а й н и м и , о с т р о к о н е ч н ь ї м и лист 
яйцевидной и стреловидной формьі и темно-зеленой окраски, а 
вьіемчатьім основанием листьев и стержневьім разветвленньїм коо^ '̂̂ ' 

Для диплоидньїх растений II года жизни бьіли характерньї: прямост^^**' 
розетка листьев, многостебельньїе цветоносньїе побеги, вьісокая оачп ^ 
ноцветковость - 98 %, цитоплазматическая мужская стерильность По 
имели желтьіе стерильньїе пьільники. При самоопьілении данньїе Ло 
завязьівали семена, что свидетельствует о склонности к апомиктичн ^ 
способу размножения (рис.2). *** 

Р и с у н о к 2 — Р а с т е н и я с а х а р н о й с в е к л ь ї , полученньїе в 
результате межвидовой гибридизации 

Примечание: а - диплоидная форма; б - триплоидная форма 

27-хромосомньіе растения II года жизни обладали раскидистой розет-
кой, характерной для дикой свекльї, одностебельньїм цветоносньїм побе-
гом, на котором часто формировались партикульї, цитоплазматической муж-
ской стерильностью, характерной для сахарной свекльї, с п ь і л ь н и к а м и тем-
ного цвета и отсутствием завязьівания семян при самоопьілении. 

По литературньїм данньїм известно, что отдаленная и межвидовая гиб-
ридизация являются мощньїм стрессовьім фактором, способньїм вьізьівать 
структурньїе изменения гибридизуемого генома в процессе его стабили-

зации (Трубачева, Салина, Нумерова, 2003). В результате в о з м о ж н а час-
тичная репрессия генов, ответственньїх за биосинтез белков, которая вьі 
зьівает существенньїе изменения в метаболизме . Позтому к л ю ч е в ь і 

ферменть і о с н о в н о г о и вторичного обмена , р е г у л и р у ю щ и х скоро'' 
адаптивньїх реакций у растений являются более доступньїми метчика ^ 
для в ь і я в л е н и я в с т р а и в а н и я ч у ж е р о д н ь ї х г е н о в п р и межвидов" 
гибридизации (Тютерев, 2002). Одним из самьіх ранних ответов на встроИ > 
чужеродньїх генов является накопление п е р и к и с и водорода и ДрУ ^ 
активнь їх ф о р м к и с л о р о д а , при з т о м п р о и с х о д и т а к т и в а ц и я ген"^ 
п е р о к с и д а з н о й активности , вь іражающаяся в и з м е н е н и и фермента 
количестве его изоформ в ту или иную сторону. 
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I о у л ь т а т е проведенньїх исследований вьіявлено, что диплоидньїе и 
в р® ^іерастения, полученньїе от скрещивания S. vulgaris L хВ. corolliflora 

^ипяО'^^^д^іись и по общей активности фєрмента пероксидазьі. Так, у дип-
Р^^^ р-рений она оказалась ниже, чем у материнской формьі на ІФЕ/мл 

^рдньїх Р^^^ g фЕ/мл; в то же время пероксидазная активность на 4 ФЕ/МЛ 
^соста® g^^njje, чем у отцовского компонента - дикой свекльї (рис.З). 
окз^ 
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Рисунок з — Активность пероксидазьі у родительских форм 

межвидовьіх гибридов 
и 

L 

Триплоидньїе растения характеризовались пониженной активностью 
данного фермента по сравнению с культурной свеклои в З раза (3,8 - d,y 
ФЕ/мл); и в 1,5 раза в сравнении с дикими видом В. corolliflora. 

Изучение общей активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназьі вьіявило 
значительное ее повьішение по сравнению о р о д и т е л ь с к и м и формами, 
которая у 27-хромосомньіх растений бьіла вьіше в 2 раза (0,12 ФЕ/мл), а у 
18-хромосомньіх растений в 3 , 5 раза (0,18 ФЕ/мл) (рис. 4). 

Изменения ферментативной активности вьізвано, по-видимому, стрес-
совьім состоянием метаболизма гибридньїх растений при интрогрессии 
генома дикой свекльї в геном сахарной. 

В результате проведенного молекулярного анализа методом ПЦР у дип-
лоидньїх растений, полученньїх от скрещивания В. vulgaris х В. corolliflora, 
бьіли вьіявленьї сателитньїе участки ДНК (161 п.н.), видоспецифичньїе для 
З- corolliflora (рис.5). 

Вьіявленньїй продукт полимеразной цепной реакции (161 п.н.) является 
результатом специфического связьівания праймера с матрицей, что под-
тверждает наличие у диплоидов сателитной последовательности Нае 111, 
"Вляющейся видоспецифическим признаком дикого вида В. corolliflora. Зто 
возможно происходит в результате отдаленности скрещиваемьіх геномов, 
'̂ огда гибридизируются лишь те участки ДНК, которьіе имеют генетическое 
Родство (Wet, Newell, Brink, 1984). 

Полученньїе данньїе позволили предположить, что 18 хромосомньїе ра-
^•^ения, несущие фенотип культурной свекльї и имеющие отдельньїе зле-

еитьі генома дикого вида, являются гибридньїми. 



Рисунок 4 — Общая активность г л ю к о з о - 6 - Ф - Д Г родительских 
форм и гибридньїх растений. 

Рисунок 5 — ПЦР-продуктьі родительских форм и межвидовьіх 
г и б р и д о в 

Примечание. 1 - маркер молекулярной массьі (1 Кв + 100 вр DNA lad-derj: 
2, 6 - материнская форма; З, 8 - растения (2п=27); 4, 9 - растения-миксо-^ 
плоидьі (2п=27.18): 5 - растения (2п=18); 7 - В. Corolliflora; 10 - отрица-тельньїИі 
контроль. 

В результате проведенньїх зкспериментов вьіделен и отобран гибриД' 
ньій материал (2п=18) с морфологическими и функционапьньїми измене-
ниями генома, которьій можно использовать в качестве исходньїх форм в 
процессе селекционной работьі. 
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Анотація 
В статті розглянуті основні лімітуючі фактори культивування in vitro не-

зрілих зародків від міжвидової гібридизації В. vulgaris х В. corolliflora Z. Виз-
начено, що отримані міжвидові гібридні рослини розрізняються за кількістю 
хромосом. Гібриди, які наслідують фенотип В. vulgaris х В. і диплоїдне чис-
ло хромосом, несуть лише окремі елементи генома дикого виду, що визна-
чається присутністю видоспецифічних сателітних ділянок ДНК і підвищен-
ням в 2-3 рази активності глюкозо-6-фосфатдегідрогеліази у порівнянні з 
батьківськими формами гібридні рослини, які зберігають конічну форму ко-
ренеплоду, високу роздільноквітковість (98 %) і ЦЧС, можуть бути викорис-
тані як вихідний матеріал в селекційній роботі 

Annotation 
In the paper, main limiting factors for in vitro culturing of immature embryos 

obtained by interspeci f ic hybridization of S. vulgaris x B. corolliflora are 
considered. It has been revealed that the obtained interspecific hybrid plants 
differ in number of chromosomes. Hybrids inheriting phenotype of S. vulgaris 
and diploid number of chromosomes have only separate elements of wild type 
genome that is expressed by presence of DNA species-specific satellite sites 
and by 2 -3 - fo ld increase of g lucose-6-phosphatedehydrogenase activity 
compared to parent forms. Hybrid plants that keep conical form of beets, high 
monogermity level (98 %) and CMS can be used as starting material in breeding 
work. 


