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В настоящее время многие селекционные технологии строятся 
на использовании в качестве исходного материала гаплоидных 
растений. Однако спонтанная частота их образования крайне 
низкая (0,01–0,1%). В связи с этим актуально получение форм 
культурных растений, склонных к партеногенезу. На кафедре 
генетики Саратовского государственного университета создана 
коллекция линий кукурузы с повышенной частотой образования 
в потомстве гаплоидных растений. Поддержание растительных 
коллекций в полевых условиях сопровождается высокими за-
тратами, тогда как современные технологии in vitro дают воз-
можность более эффективно организовать работу по сохране-
нию гермоплазмы. Целью исследования явилась разработка 
технологии клонального микроразмножения растений линий 
кукурузы для создания в дальнейшем коллекции асептических 
культур партеногенетических форм. В качестве первичного 
экспланта использовали зрелые зародыши, которые вычленяли 
из зерновок, обработанных коммерческим препаратом «Белиз-
на» в разведении 1:1 в течение 5 мин. Наиболее эффективной 
для этапа инициации стерильной культуры оказалась среда, со-
стоящая только из агара и воды, а для этапа собственно микро-
размножения – среда MS, дополненная БАП 0.5 мг/л. 
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Гаплоиды, или особи с одинарным набором 
хромосом, являются ценным материалом для 
решения различных прикладных и фундаменталь-
ных научных проблем. Использование гаплоидов 
в селекции позволяет быстро оценивать растения 
по генотипу и эффективно осуществлять работы 
по экспериментальному мутагенезу, проводить 
отбор в первом поколении на провокационном 
фоне, быстро создавать гомозиготные чистые 
линии путем диплоидизации гаплоидов и др. 
[1]. Частота спонтанного развития в потомстве 

гаплоидных растений крайне низкая. Например, 
у кукурузы она составляет 1:1000 [2]. Даже с ис-
пользованием современных методов индукции га-
плоидии, ее частоту удается увеличить всего лишь 
с сотых долей до нескольких процентов [3–9]. 
Решение проблемы повышения эффективности 
индукции гаплоидии осложняет недостаточная 
изученность генетических механизмов партено-
генеза. Модельным объектом для исследования 
данных механизмов, а впоследствии и донором 
генетических факторов партеногенеза могут 
стать линии со стабильно наследуемой повы-
шенной частотой образования гаплоидов. Путём 
отбора и целенаправленной селекции на кафедре 
генетики Саратовского государственного универ-
ситета имени Н. Г. Чернышевского была создана 
коллекция гомозиготных линий кукурузы, пред-
расположенных к наследуемому партеногенезу 
[9–13]. Поддержание растительных коллекций в 
полевых генных банках высокозатратно, для них 
необходимы большие площади, тщательный и 
своевременный уход с использованием ручного 
труда. Современные технологии in vitro дают 
возможность более эффективно организовать 
работу по созданию и сохранению гермоплаз-
мы. Они позволяют продолжительно хранить и 
мультиплицировать растительный материал в 
асептических условиях, освобождать его от ви-
русных, бактериальных, грибных заболеваний, 
при этом экономить площади под коллекциями 
и затраты труда для их поддержания. В связи с 
этим актуальным является создание и развитие 
коллекции асептических культур растений пар-
теногенетических линий кукурузы.

Накопленный к настоящему времени опыт 
размножения растений в культуре in vitro сви-
детельствует о невозможности создания одной 
универсальной технологии клонирования, так 
как эти технологии зависят не только от вида 
растения, но часто и от конкретного генотипа. 
Целью данного исследования явилась разработка 
технологии клонального микроразмножения рас-
тений партеногенетических линий кукурузы. В 
задачи первого этапа входило:

1) подбор метода стерилизации растительно-
го материала для введения в стерильную культуру 
зрелых зародышей кукурузы;
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2) тестирование питательных сред различно-
го минерального и фитогормонального состава 
для инициации стерильной культуры.

Материалы и методы исследования

Материалом исследования послужили две 
линии кукурузы АТ-ТМ (bm,wx,y) и АТ-ТМ 
(lg, y), которые склонны к наследуемому партено-
генезу и регулярно дают в потомстве матроклин-
ные гаплоиды [10–13]. 

В качестве первичных эксплантов исполь-
зовали зрелые зародыши, которые выделяли с 
помощью препаровальных игл из обработанных 
стерилизующими растворами зерновок. В ка-
честве стерилизующих агентов использовали 
коммерческий препарат «Белизна» (действующее 
вещество – гипохлорит натрия), синтетическое 
моющее средство (СМС) и препарат «Фундазол» 
в разных сочетаниях и с разной экспозицией. 
Всего было протестировано 6 вариантов стери-
лизации: 1) «Белизна» (в разведении 1:1), 5 мин; 
2) «Белизна» (1:1), 10 мин; 3) «Белизна» (1:1), 
20 мин; 4) «Белизна» (1:1), 5 мин, СМС 1%, 15 мин; 
5) «Белизна» (1:1), 15 мин, СМС 1%, 20 мин; 
6) «Фундазол» 1%, 5 мин.

Для инициации культуры зрелых зароды-
шей использовали среды: агар–вода и Мураси-
ге–Скуга, MS [14], с добавлением витаминов 
по прописи среды, 20 г/л сахарозы, 7 г/л агара 
(Panreac). В качестве индуктора морфогенеза ис-
пользовали 6-бензиламинопурин (БАП). рН сред 
корректировали до 5,8–6,0 до автоклавирования. 
Среду автоклавировали 20 мин при 120oC. Этапы 
инициации стерильной культуры проводили в 

чашках Петри, этапы размножения – в стеклян-
ных колбах объемом 200 мл. В чашки Петри и 
колбы добавляли по 25 мл питательной среды. 
Культуры выращивали в климатокамере Sanyo 
MLR-352 при температуре 24оС при 16-часовом 
фотопериоде.

Статистическую обработку полученных 
результатов осуществляли с использованием про-
граммы Microsoft Offi ce Excel 2010.

Результаты и их обсуждение

Оптимальная процедура стерилизации 
должна давать наименьшее количество инфици-
рованного растительного материала и при этом 
не снижать его жизнеспособность. Обработанные 
стерилизующими агентами зерновки кукурузы 
помещали в чашки Петри на влажную фильтро-
вальную бумагу и через 7 сут. определяли размер 
проростков и количество инфицированных зер-
новок. Эффективными для обеих линий оказа-
лись варианты стерилизации 1, 2 и 6 («Белизна» 
5 мин; «Белизна» 10 мин; «Фундазол» 5 мин) 
(рис. 1). Однако линия АТ-ТМ (lg, y) была более 
чувствительна к стерилизующим растворам, и в 
некоторых вариантах предобработка семян угне-
тала процессы их прорастания. В частности, во 
втором варианте изученные линии достоверно 
отличались по длине проростков (рис. 2). Таким 
образом, наиболее эффективными для обеих 
линий можно считать вариант 1 и 6. В дальней-
шей работе для стерилизации растительного 
материала использовали вариант 1 («Белизна» в 
разведении 1:1, 5 мин) как наиболее доступный 
и простой в использовании. 

Рис. 1. Эффективность разных вариантов стерилизации зерновок кукурузы через 7 сут. после обработки

0

20

40

60

80

100

120

 (1
:1

),
5 

 (1
:1

),
10

 

 (1
:1

),
20

 

 (1
:1

),
5 

, 
1 

%
, 1

5  (1
:1

),
15

 
, 

1%
, 2

0 

1%
, 5

 

 
 

, %

 -  (bm,wx,y)  -  (lg, y)



Научный отдел322

Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Химия. Биология. Экология. 2018. Т. 18, вып. 3

Для инициации стерильной культуры было 
апробировано три состава искусственных сред: 
1) агар–вода; 2) среда MS без добавления гормо-
нов; 3) среда MS, дополненная БАП в концен-
трации 0,5 мг/л.

На всех питательных средах изолированные 
зародыши прорастали с частотой около 90%. 
Однако на средах MS у проростков наблюдалась 
витрификация тканей и различные морфозы (не-
доразвитие колеоптиле, закручивание листьев и 
изменение их формы) (рис. 3, б). Вследствие этого 
для инициации стерильной культуры был выбран 

способ проращивания зрелых зерновок на среде, 
состоящей только из агара и воды.

После того как проростки достигали вели-
чины 2–3 см, у них удаляли корень и переносили 
на среды для собственно микроразмножения. 
На данном этапе важно было подобрать такой 
состав питательных сред, которые снимали бы 
апикальное доминирование, стимулировали об-
разование побегов из пазушных меристем, но при 
этом подавляли развитие корней. Как известно, 
образование корней обычно препятствует муль-
типликации побегов.

Рис. 2. Длина колеоптиле проростков кукурузы на 7-е сут. после обработки зерновок стерилизующими 
растворами

Рис. 3. Влияние состава питательной среды на прорастание зрелых зародышей кукурузы (через 
7-е сут. от начала культивирования): а – нормальные проростки на среде агар–вода; б – про-

ростки с закрученными листьями на среде MS без добавления гормонов
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Было протестировано 3 варианта сред: 1) MS 
без гормонов; 2) MS, дополненная БАП в кон-
центрации 0.5 мг/л; 3) ½MS, дополненная БАП в 
концентрации 0.5 мг/л. На безгормональной среде 
наблюдался активный рост побега, апикальное 
доминирование и развитие корня (рис. 4, а). На 
среде ½MS БАП 0.5 мг/л корни отсутствовали, но 

рост побега был замедлен, и пазушные побеги не 
развивались (см. рис. 4, б). Наиболее эффективной 
оказалась среда MS БАП 0.5 мг/л. В этом варианте 
у эксплантов не формировались корни, побеги 
были несколько укорочены и в базальной части 
первичного побега происходило развитие пазушных 
меристем в боковые побеги (см. рис. 4, в).

Рис. 4. Влияние состава питательной среды на развитие проростков кукурузы через 1 месяц куль-
тивирования: а – апикальный рост побега и образование корней у проростков на среде MS без 
добавления гормонов; б – апикальный рост побега без корней на среде MS, дополненной БАП 0.5 
мг/л; в – образование побегов из пазушных меристем на среде ½ MS, дополненной БАП 0.5 мг/л

                                                                                 

Таким образом в ходе проведенного ис-
следования были подобраны эффективные 
варианты стерилизации растительного материала 
и среды для инициации стерильной культуры 
зрелых зародышей и мультипликации побегов.
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Many modern selection technologies are based on the use of haploid 
plants as a starting material. The spontaneous frequency of haploid 
development is very low (0.01–0.1%). In this regard, the creation of 
plant forms with increased frequency of parthenogenesis is important. 
The collection of corn lines with an increased frequency of haploid 
plants in the progeny was created at the Department of Genetics of 
the Saratov State University. High costs are required for maintain of a 
plant collections in the field. Modern in vitro technologies allow more 
efficient organize the works on creation and preservation of germplasm. 
The aim of the study is the introduction of plants of parthenogenetic 
lines into a culture in vitro to create a collection of aseptic cultures of 
parthenogenetic maize forms. Mature embryos were used as a primary 
explants. Embryos were isolated from the grains, treated by the com-
mercial preparation “Belizna” in a dilution of 1:1 within 5 minutes. The 
most effective medium on the stage of initiation of a sterile culture 
was a medium consisting only of agar and water. The MS medium 
supplemented with BAP 0.5 mg/l was a most effective on the stage 
of micropropagation. 
Key words: micropropagation, in vitro, embryoculture, parthenogen-
esis, corn, Zea mays L.
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