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Регенерация растений в культуре in vitro через прямой органогенез позволяет избежать 
сомаклональной изменчивости. Целью исследования была индукция прямого органо-
генеза в культуре зрелых зародышей линий кукурузы: АТТМ (bm, wx, y), АТТМ (bm, y), 
АТТМ (bm, g, В-тип ЦМС), АТ-3 (4n). Данные линии характеризуются наследственной 
предрасположенностью к партеногенезу. В качестве первичного экспланта использовали 
изолированные зрелые зародыши, выделенные из стерильных зерновок. Для инициации 
стерильной культуры оптимальной оказалась среда Мурасиге – Скуга (MS) с добавле-
нием витаминов по прописи среды, 20 г/л сахарозы, 7 г/л агара (Panreac) без гормонов. 
Через 7 сут от начала культивирования проростки срезали и переносили на среду MS 
с добавлением 0,5 и 2,0 мг/л БАП (6-бензиламинопурин). Каллус не формировался. 
В зоне нижних узлов проростков развивались пазушные почки, которые затем прорас-
тали в боковые побеги. Время заложения пазушных почек, их количество и длина пазуш-
ных побегов зависели от концентрации БАП в среде. Полученные результаты показали, 
что для индукции прямого органогенеза у изученных линий эффективнее использовать 
среду MS c добавлением 2,0 мг/л БАП. На данной среде пазушные почки в количестве 
от 3 до 10 закладывались на 1–2-й неделе культивирования. Через 5 недель культиви-
рования регенерант представлял собой пучок из 5–10 побегов длиной 10–15 мм. Для 
удлинения микропобегов их, не разделяя, переносили на среду MS без гормонов или 
MS с 0,2 мг/л БАП. На среде с пониженным содержанием БАП происходило удлинение 
побегов, что позволяло разделять их и переводить на среды с ауксинами для дальней-
шего укоренения. 
Ключевые слова: клональное микроразмножение, культивирование in vitro, культура 
зрелых зародышей, прямой органогенез, кукуруза, Zea mays.
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Кукуруза (Zea mays L.) – важная продовольственная, кормовая 
и техническая культура. Для обеспечения разных направлений ее 
практического использования и расширяющегося производства тре-
буется создание сортов с различным набором полезных признаков и 
адаптированных к разным эколого-климатическим условиям. Осо-
бенно актуальным является выведение новых высокопродуктивных 
и экологически пластичных сортов и линий для выращивания в уме-
ренных широтах, так как их генетическое разнообразие ограничено. 

В селекции кукурузы широко используются такие современные 
методы, как удвоение гаплоидов (HD-технологии), трансгенез, куль-
тура тканей и органов in vitro. Регенерация растений in vitro может 
происходить как посредством прямого органогенеза за счет акти-
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вации существующих меристем экспланта, так и 
через каллусные культуры с последующим разви-
тием эмбриоидов и побегов de novo. В настоящее 
время накоплен значительный опыт  регенерации 
растений кукурузы посредством соматического 
эмбриогенеза при использовании в качестве экс-
плантов незрелых и зрелых зародышей [1‒3], 
неоплодотворенных завязей [4], оплодотворен-
ных семязачатков [5], пыльников [6], сегментов 
проростков [7], листьев [8] и др. Регенерация 
через каллусные культуры часто сопровождается 
сомаклональной изменчивостью. В зависимости 
от целей эксперимента она способна оказать на 
его результаты как положительное, так и отрица-
тельное влияние. Ее можно использовать для уве-
личения генетического разнообразия исходного 
материала, но она будет крайне нежелательна 
при клонировании уникальных генотипов и про-
ведении генноинженерных исследований. Для 
снижения риска сомаклональной изменчивости 
необходима разработка технологий регенерации 
растений через прямой органогенез, которые ис-
ключают этап образования каллуса. В отличие 
от многочисленных исследований по соматиче-
скому эмбриогенезу у кукурузы работы по ин-
дукции прямого органогенеза выполнены лишь 
для единичных генотипов [9–13]. Способность 
к регенерации растений в условиях in vitro, как 
известно, во многом определяется его генотипом. 
Считают, что у кукурузы только небольшое ко-
личество генотипов обладает регенерационной 
способностью [14]. В связи с этим актуальными 
являются поиск новых «отзывчивых» к культуре 
in vitro генотипов кукурузы и индукция у них 
прямого органогенеза.

Целью нашего исследования была индукция 
прямого органогенеза в культуре зрелых заро-
дышей партеногенетических линий кукурузы, 
созданных в Саратовском госуниверситете. 

Материалы и методы 

Материалом исследования послужили ли-
нии кукурузы АТТМ (bm, wx, y), АТТМ (bm, y), 
АТТМ (bm, g, В-тип ЦМС), АТ-3 (4n), которые 
характеризуются склонностью к наследуемому 
партеногенезу и регулярно дают в потомстве 
матроклинные гаплоиды [15, 16]. 

В качестве первичного экспланта исполь-
зовали зрелые зародыши. Зерновки замачива-
ли в дистиллированной воде на 24 ч. Удаляли 
семенную оболочку в области зародыша и 
стерилизовали 70% этиловым спиртом и 0,1% 
ртутьсодержащим раствором в течение 5 мин. 
Отмывали тремя порциями стерильной дис-
циллированной воды. В условиях ламинар-бокса 

из зерновок вычленяли зародыши и пассировали 
их в чашки Петри на искусственную питательную 
среду. Для инициации стерильной культуры были 
протестированы следующие среды: 1) голодный 
агар; 2) Мурасиге ‒ Скуга (MS) [17] с добавлением 
витаминов по прописи среды, 20 мг/л сахарозы, 
7 г/л агара (Panreac), без добавления гормонов; 
3) MS с добавлением 0,5 мг/л 6-бензиламинопурин 
(БАП). Для собственно размножения использова-
ли среды MS с добавлением БАП в концентрации 
0,5 и 2,0 мг/л. Среду автоклавировали 20 мин 
при 120о С. Этапы инициации стерильной куль-
туры проводили в чашках Петри, этапы микро-
размножения – в стеклянных колбах объемом 
200 мл. В чашки Петри и колбы добавляли по 
25 мл питательной среды. Культуры выращивали 
в климатокамере Sanyo MLR-352 при температуре 
24о С при 16-часовом фотопериоде.

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с использованием программ Microsoft 
Offi ce Excel 2010.

Результаты и их обсуждение

На всех апробированных вариантах пита-
тельных сред изолированные зародыши прорас-
тали с частотой около 90%. Однако на голодном 
агаре у проростков наблюдалась витрификация 
тканей, а на среде с добавлением БАП – такие 
морфозы, как недоразвитие колеоптиле, закручи-
вание листьев и изменение их формы. Нормаль-
ные жизнеспособные проростки были получены 
только на среде MS без гормонов. 

Через 7 сут от начала культивирования про-
ростки переносили на среды MS с добавлением 
6-бензиламинопурина (БАП) в концентрации 0,5 
и 2,0 мг/л. Приживаемость эксплантов варьиро-
вала от 33% у линии АТ-3 (4n) до 92% у линии 
АТТМ (bm, wx, y) (рис. 1). Выявлено влияние 
генотипа на приживаемость эксплантов.

На среде для размножения, дополненной 
0,5 мг/л БАП, у проростков всех изученных ли-
ний в зоне среза каллус не формировался (рис. 2). 
Проросток рос и через 3–4 недели культивирова-
ния состоял из нескольких укороченных междо-
узлий и 4–5 листьев. В зоне узла, ближайшего к 
поверхности питательной среды, в пазухе листа 
закладывались 1–3 пазушные почки, которые 
можно было обнаружить только после удаления 
листьев при анализе проростков с помощью 
бинокулярного микроскопа. Через 7–8 недель 
пазушные почки прорастали в короткие побеги 
длиной 2–3 мм (см. рис. 2, а). Как правило, они 
были закрыты влагалищем листа, поэтому экс-
плант визуально выглядел как один первичный 
побег. 
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Рис. 1. Частота прижившихся проростков линий кукурузы на среде для размножения MS, дополненной 0,5 и 2,0 мг/л БАП
Fig. 1. The frequency of the survivors seedlings of maize lines on the MS medium, supplemented with 0,5 and 2,0 mg/l BAP

Рис. 2. Проростки кукурузы in vitro:  а – проросток (sd) с развившимся пазушным побегом (ax sh) на среде 
MS с 0,5 мг/л БАП через 7 недель культивирования; б – проросток с пазушными побегами на среде MS 
с 2,0 мг/л БАП через 4 недели культивирования; в, г – регенерант с многочисленными пазушными побегами 
на среде MS c 2,0 мг/л БАП через 5 недель культивирования; д – побег со спонтанно развившимися кор-
нями на среде MS, дополненной 0,2 мг/л БАП, через 15 сут культивирования. Масштабная линейка: 5 мм
Fig. 2. Maize seedlings in vitro: a – seedling (sd) with developed axillary shoot (ax sh) on MS medium, supple-
mented with 0,5 mg/l BAP after 7 weeks of cultivation; b – seedling with axillary shoots on the MS medium, 
supplemented with 2,0 mg/l BAP after 4 weeks of cultivation; c, d – regenerant with numerous axillary shoots on 
the MS medium, supplemented with 2,0 mg/l BAP after 5 weeks of cultivation; e – seedling with spontaneously 
developed roots on MS medium, supplemented with 0,2 mg/l BAP after 15 days of cultivation. Scale bar: 5 mm
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На среде с 2,0 мг/л БАП процесс обра-
зования пазушных побегов ускорялся. Почки 
формировались уже на первой и второй неделе 
культивирования, а пазушные побеги – через 
3–4 недели культивирования (см. рис. 2, б). Их 
количество увеличивалось до 7–10. При этом 
пазушные почки развивались не только в зоне 
ближайшего к поверхности среды узла, но и на 

вышерасположенных узлах. Через 5 недель реге-
нерант представлял собой пучок из укороченных 
побегов (см. рис. 2, в, г). Длина пазушных по-
бегов достигала 10–15 мм. Результаты анализа 
показали отсутствие влияния генотипа линий 
на показатель «количество пазушных побегов» 
и зависимость этого показателя от концентрации 
БАП в среде для размножения (рис. 3). 

Рис. 3. Количество развившихся побегов на среде для размножения MS, дополненной 0,5 и 2,0 мг/л БАП
Fig. 3. The number of developed shoots on the MS medium, supplemented with 0,5 and 2,0 mg/l BAP

Для удлинения развившихся боковых микро-
побегов их, не разделяя, переносили на среду MS 
без гормонов или MS с 0,2 мг/л БАП. На безгор-
мональной среде побеги не удлинялись и желте-
ли, на среде с пониженным содержанием БАП 
происходило удлинение побегов, что позволяло 
разделять их и переводить на среды с ауксинами 
для дальнейшего укоренения. Следует отметить, 
что на среде с пониженным содержанием БАП 
у некоторых побегов спонтанно развивались 
корни (см. рис. 2, д). 

Таким образом, нами была успешно прове-
дена индукция прямого органогенеза для пяти 
генотипов кукурузы, подобраны оптимальные 
среды для инициации стерильной культуры 
и собственно микроразмножения; выявлено 
влияние генотипа на приживаемость побегов 
изученных линий в культуре in vitro, влияние 
концентрации БАП в среде для размножения на 
количество пазушных побегов.

Полученные результаты открывают пер-
спективы для использования разработанной 
технологии в генно-инженерных исследованиях 
с изученными линиями.
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Regeneration of plants in vitro through direct organogenesis allows 
the avoidance of somaclonal variation. The aim of our study was the 
induction of direct organogenesis in the culture of mature embryo 
in maize lines created at Saratov State University: ATTM (bm, wx, 
y), ATTM (bm, y), ATTM (bm, g, V-type CMS), AT-3 (4n). These lines 
are characterized by genetic predisposition to parthenogenesis. The 
mature embryos isolated from sterile grains were used as a primary 
explant. Murashige-Skoogha (MS) supplemented with vitamins ac-
cording to the recipe, 20 g/l sucrose, 7 g/l agar (Panreac) without 
hormones was the most optimal for the initiation of a sterile culture. 
After 7 days of cultivation, the seedlings were cut and transferred to 
the MS medium, supplemented with 0,5 and 2,0 mg/l BAP (6-ben-
zylaminopurine). Callus was not forming. Axillary buds and then axillary 
shoots were developed in the area of the seedlings' nodes. The timing 
of the axillary bud development, the number of buds and the length 
of the axillary shoots depended on the concentration of BAP in the 

medium. The results showed that MS medium supplemented with 
2,0 mg/l BAP is more effective for the induction of direct organogen-
esis in the studied lines. Axillary buds (3-10) were laid in the 1–2nd 
week of cultivation on this medium. After 5 weeks of cultivation, the 
regenerant was a bundle of 5–10 shoots 10–15 mm long. Developed 
shoots were transferred, without dividing, on the MS medium without 
hormones or with 0,2 mg/l BAP for elongation. The elongation of the 
shoots occurred on the medium with a low concentration of BAP. This 
made it possible to separate the shoots and translate them on the 
medium with auxins for rooting.
Keywords: clonal micropropagation, in vitro cultivation, mature 
embryo culture, direct organogenesis, maize, Zea mays.
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