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Аннотация. Актуальность и цели. Изучение особенностей морфогенеза важно для 
разработки эффективных технологий регенерации растений в условиях in vitro. 
Наименее изученным путем морфогенеза в эмбриокультуре кукурузы является пря-
мой органогенез. Целью проведенного исследования было выявление особенностей 
индукции и реализации прямого органогенеза в культуре зрелых зародышей кукуру-
зы. Материал и методы. Объектом исследования послужила гомозиготная линия 
кукурузы АТТМ (bm, y, wx). В качестве первичного экспланта использовали зрелые 
зародыши. Инициацию стерильной культуры осуществляли на среде MS без гормо-
нов, микроразмножение ‒ на среде MS, дополненной 0,5 и 2,0 мг/л 6-бензиламино-
пурином (БАП). Гистологические особенности морфогенеза изучали на препаратах 
продольных срезов эксплантов, которые фиксировали темпорально. Результаты. 
Показано, что БАП стимулирует деление клеток интеркалярных меристем пророст-
ков и изменяет направление их дифференцировки. В колеоптилярном узле проростка 
и в основании выше расположенных фитомеров формируется от 1 до 4 вегетативных 
почек, которые затем прорастают в пазушные побеги. Концентрация БАП в среде 
оказывает влияние на динамику развития пазушных побегов. На среде с 2,0 мг/л БАП 
пазушные побеги первого порядка начинают развиваться на экспланте в среднем че-
рез 10 сут, пазушные побеги второго порядка – через 40 сут, третьего порядка – через 
60 сут от начала культивирования. На среде с 0,5 мг/л БАП этим стадиям соответ-
ствуют следующие сроки культивирования: 25, 55, 85 сут. Выявленные закономерно-
сти следует учитывать при разработке эффективных технологий клонального микро-
размножения кукурузы посредством прямого органогенеза. 
Ключевые слова: клональное микроразмножение, культивирование in vitro, культу-
ра зрелых зародышей, прямой органогенез, кукуруза, Zea mays 
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Abstract. Background. The study of the morphogenesis is important for the development 
of effective technologies for plant regeneration in vitro. The least studied pathway of mor-
phogenesis in the maize embryoculture is direct organogenesis. The purpose of the study is 
to identify the features of the direct organogenesis in the maize mature embryo culture. 
Material and methods. The material of the study was a homozygous maize line ATTM (bm, 
y, wx). Mature embryos were used as the primary explant. Sterile culture was initiated on 
MS medium without hormones, micropropagation was performed on MS medium supple-
mented with 0,5 and 2,0 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP). Histological features of mor-
phogenesis were studied on preparations of longitudinal sections of explants, which were 
fixed temporally. Results. The induction of cell division in the intercalary meristems of 
seedlings and a change in the direction of their differentiation under the influence of BAP 
was established. Vegetative buds (1-4) are formed in the coleoptilary node and at the base 
of the higher located phytomers of the seedling. This buds grow into axillary shoots. The 
dynamics of the axillary shoots development depends on the hormone concentration. Axil-
lary shoots of the first order began to develop on the explant after an average of 10 days, 
axillary shoots of the second order - after 40 days, and axillary shoots of the third order - 
after 60 days from the start of cultivation on the medium with 2,0 mg/l BAP. These stages 
correspond to the following periods on a medium with 0,5 mg/l BAP: 25, 55, 85 days. The 
revealed patterns should be taken into account when developing effective technologies for 
clonal micropropagation through direct organogenesis in maize.  
Keywords: clonal micropropagation, in vitro cultivation, mature embryo culture, direct 
organogenesis, maize, Zea mays 
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Введение 
Кукуруза ‒ одна из наиболее важных сельскохозяйственных культур и 

мировой лидер среди злаков по объему посевных площадей. Кукуруза ‒ 
удобный модельный объект для решения прикладных и теоретических науч-
ных задач. Широкая сфера применения кукурузы делает актуальным созда-
ние новых форм, отвечающих требованиям конкретного направления их ис-
пользования и адаптированных к специфическим условиям региона выращи-
вания.  

Биотехнологические и генно-инженерные методы, способствующие 
ускорению селекционного процесса, предполагают работы с растениями в 
условиях in vitro. К сожалению, у кукурузы многие сорта и линии характери-
зуются низким регенерационным потенциалом [1‒5]. Это осложняет, а ино-
гда делает невозможным получение растений-регенерантов у ценных форм 
кукурузы и, как следствие, не позволяет применять к ним современные уско-
ренные методы селекции.  
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Генотип растений оказывает влияние на все этапы формирования кле-
точных культур с максимальным вкладом на этапе развития морфогенного 
каллуса [6‒8]. Учитывая это, правомерно предположить, что снизить зависи-
мость регенерации от генотипа можно, исключив стадию каллусообразования 
путем индукции прямого соматического эмбриогенеза или прямого органоге-
неза. Например, имеются данные, указывающие на независимость от геноти-
па процесса мультипликации побегов при прямом органогенезе в культуре 
незрелых зародышей пшеницы [9] и зрелых зародышей кукурузы [10]. Де-
тальное изучение особенностей инициации и реализации прямых путей мор-
фогенеза может способствовать разработке более универсальных, менее зави-
симых от генотипа донорных растений технологий in vitro. У кукурузы 
наиболее разработанными на сегодня являются методы регенерации растений 
посредством непрямого соматического эмбриогенеза в культуре незрелых 
[1−3, 5, 8, 9, 11−15] и зрелых [4, 16−18] зародышей, тогда как в области изу-
чения особенностей прямого органогенеза в эмбриокультуре сделаны лишь 
первые шаги [10, 19‒25].  

Целью проведенного исследования стало выявление гистологических 
особенностей индукции прямого органогенеза и динамики развития пазуш-
ных побегов в культуре зрелых зародышей кукурузы.  

Материал и методы 
Объектом исследования послужили растения гомозиготной линии ку-

курузы (Zea mays L.) АТТМ (bm, y, wx), которая характеризуется регулярным 
развитием в потомстве (с частотой до 10 %) матроклинных гаплоидов [26, 27]. 
Эта линия представляет интерес как донор гаплоидных растений, а также как 
исходный материал для создания новых форм с наследуемым типом гаплои-
дии или с диплоидным апомиксисом. Линия маркирована рецессивными ге-
нами, которые контролируют хорошо проявляемые фенотипические призна-
ки: bm (brown midrib) – коричневая средняя жилка листа; y (yellow endosperm) – 
желтый эндосперм; wx (waxy endosperms) – восковидный эндосперм. Растения 
выращивались в условиях открытого грунта на опытных полях в окрестно-
стях г. Саратова. Перед появлением рылец початки кукурузы помещали под 
пергаментные изоляторы и через 5–7 сут опыляли пыльцой того же растения.  

В качестве первичного экспланта использовали зрелые зародыши. Зер-
новки промывали проточной водой в течение 10 мин, помещали на 40 мин  
в раствор «Доместос» (действующее вещество – гипохлорит натрия (NaOCl), 
в концентрации 5 %), вновь промывали 10 мин проточной водой и оставляли 
в дистиллированной воде на 24 ч при температуре 28 °С. После этого у зер-
новок в области зародыша удаляли семенную кожуру, стерилизовали 70 % 
этиловым спиртом (1 мин) и 0,5 % раствором мертиолата (действующее ве-
щество – этилмеркуритиосалицилат натрия, ≥ 97 %) (5 мин). Отмывали тремя 
порциями стерильной дистиллированной воды. В условиях ламинар-бокса из 
зерновок вычленяли зародыши и помещали их на искусственную питатель-
ную среду.  

Для инициации стерильной культуры использовали безгормональную 
среду Мурасиге – Скуга (MS) [28] с добавлением витаминов по прописи сре-
ды, 20 мг/л сахарозы, 7 г/л агара (Panreac) [22]. Для собственно размножения 
использовали среды MS без гормонов (контроль) и MS с добавлением  
6-бензиламинопурина (БАП) в концентрации 0,5 и 2,0 мг/л. Данные концен-
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трации индукторов морфогенеза были выбраны по результатам ранее прове-
денного эксперимента как наиболее эффективные для индукции прямого ор-
ганогенеза в культуре зрелых зародышей кукурузы [23, 25]. 

Среды автоклавировали 20 мин при 120 °С. Этапы инициации стериль-
ной культуры осуществляли в чашках Петри, этапы микроразмножения –  
в стеклянных сосудах объемом 200 мл. Культуры выращивали в климатиче-
ской камере Sanyo MLR-352 при температуре 24 °С при 16-часовом фотопе-
риоде. 

Изучение гистологических особенностей морфогенеза проводили на 
препаратах продольных срезов развивающихся побегов. Экспланты фиксиро-
вали ацеталкоголем (3:1) темпорально через 3, 5, 7, 10 и далее через каждые  
5 сут, включая 90 сут от начала культивирования на средах для собственно 
размножения: MS без гормонов и с добавлением 0,5 и 2,0 мг/л БАП. Срезы 
окрашивали гематоксилином по Гейденгайну [29]. Препараты анализировали  
с помощью стереомикроскопа «Discovery» (C. Zeiss, Германия) при увеличении 
х4, х8 и микроскопа «AxioStar Plus» (C. Zeiss, Германия) при увеличении х20.  

Результаты и обсуждение 
На безгормональной среде MS зрелые зародыши, выделенные из обра-

ботанных стерилизующими растворами зерновок, прорастали (рис. 1,а).  
У них развивался первичный корень, колеоптиль и первый лист. Спустя 7 сут 
у проростков отсекали корень ниже колеоптилярного узла. Побеги помещали 
на среды для собственно размножения: MS без гормонов (контроль) и с до-
бавлением 0,5 и 2,0 мг/л БАП (рис. 1,б).  

На безгормональной среде побеги лишь удлинялись, тогда как на сре-
дах с БАП происходила их мультипликация (рис. 1,в, 2,б‒е). Через 2 мес. 
культивирования на среде с 0,5 мг/л БАП на эксплантах можно было обнару-
жить 1‒2 пазушных побега. Постепенно их количество увеличивалось, и че-
рез 5–6 мес. эксплант состоял из многочисленных микропобегов (рис. 2,е).  
На среде с 2,0 мг/л БАП процесс мультипликации проходил быстрее: через  
2 мес. на эксплантах присутствовало в среднем 7 пазушных побегов  
(рис. 2,б‒г), а через 3–4 мес. – от 10 и более (рис. 2,д).  

 

 
а) б) 

Рис. 1. Экспланты кукурузы линии АТТМ (bm, wx, y): a – на среде MS без гормонов  
через 3 сут от начала культивирования; б, в  – на среде MS с 2,0 мг/л БАП через  

15 сут и 3 мес. от начала культивирования соответственно. Масштаб: 1 см (начало) 
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в) 

Рис. 1. Окончание 
 

 
а) б) в) 

 
г) д) е) 

Рис. 2. Экспланты кукурузы линии АТТМ (bm, wx, y): а – через 1 сут  
культивирования на среде MS с 2,0 мг/л БАП; б-г  – через 60 сут  

культивирования на среде MS с 2,0 мг/л БАП; д – через 4 мес. культивирования  
на среде MS с 2,0 мг/л БАП; е – через 6 мес. культивирования  

на среде MS с 0,5 мг/л БАП. Масштаб: 0,5 см 
 
У кукурузы влагалища листьев плотно охватывают стебель и закрыва-

ют участки, на которых формируются почки. В связи с этим при визуальном 
анализе интактных эксплантов невозможно точно определить не только вре-
мя и место заложения почек, но и количество развивающихся пазушных по-
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бегов. Для изучения особенностей прямого органогенеза был проведен гисто-
логический анализ эксплантов. Исследование показало, что семидневные 
проростки, которые помещали на среду для размножения, состояли из 4–5 
укороченных фитомеров. В области отсечения корня клетки побега имели 
признаки дегенерации (рис. 3,а). На безгормональной среде наблюдался рост 
экспланта. Деление клеток интеркалярных меристем приводило к постепен-
ному увеличению размеров междоузлий (рис. 3,б).  

На всех апробированных средах на эксплантах каллус не формировался 
(рис. 3). БАП – гормон цитокининовой группы, а каллусогенез у кукурузы 
инициируется ауксинами: 2,4-Д или пиклорамом [4, 18, 30]. На безгормо-
нальнах средах не только у злаков, но и у однодольных растений, в целом, не 
зарегистрировано ни одного случая каллусообразования. Это объясняют от-
сутствием у них генетически обусловленной способности к формированию 
раневого каллуса [31].  

 

 
а) б) 

 
в) г) 

Рис. 3. Продольные срезы эксплантов, развившихся на среде MS без добавления  
гормонов (а, б) и с добавлением 2,0 мг/л БАП (в–ж): а, б – базальная часть проростка  

(3 и 10 сут культивирования); в – формирующиеся почки (bd) в зоне  
колеоптилярного узла (10 сут); г – развивающаяся пазушная почка (10 сут);  
д, е – эксплант с развивающимися пазушными побегами первого порядка (sh)  

(20 и 40 сут); ж – почки на пазушных побегах первого порядка (45 сут).  
Перед приготовлением препаратов листья на побегах были удалены.  

Масштаб: а–г – 1 мм; д–ж – 3 мм (начало) 
 



Известия высших учебных заведений. Поволжский регион. Естественные науки. 2023. № 2 

 70

 
д) е) ж) 

Рис. 3. Окончание 
 
Как было ранее установлено W. A. Sawahel и A. M. Ali [30], на про-

ростках кукурузы каллус образуется под действием гормона 2,4-Д за счет де-
ления меристематических клеток колеоптилярного узла. В наших экспери-
ментах эти клетки также, как правило, первыми отзывались на воздействие 
экзогенного гормона, но под воздействием БАП их пролиферация и последу-
ющая дифференциация приводили не к каллусогенезу, а к геммогенезу  
(рис. 3,в,г). На среде с 2,0 мг/л БАП геммогенез начинался через 7–10 сут 
культивирования, а на среде с 0,5 мг/л БАП – в среднем через 20–25 сут.  

БАП стимулировал деление меристематических клеток не только коле-
оптилярного узла проростка, но и узлов вышерасположенных фитомеров 
(рис. 3,д,е). Степень развития пазушных побегов не зависела от номера фи-
томера, на котором они формировались. Наблюдались случаи, когда более 
развитыми были пазушные побеги не нижних, а, наоборот, верхних фитоме-
ров (рис. 3,д).  

У покрытосеменных в условиях in vivo расположение пазушных почек 
повторяет расположение листьев, но у изученных нами эксплантов эта зако-
номерность не всегда выполнялась. Несмотря на то, что кукуруза – растение с 
очередным расположением листьев на стебле, в зоне стеблевых узлов могло 
закладываться до четырех почек, которые располагались радиально, на оди-
наковом расстоянии друг от друга (рис. 3,в). Таким образом, под воздействи-
ем БАП у эксплантов происходит нетипичное для кукурузы ветвление побе-
га. Однако нельзя говорить о том, что этот синтетический гормон кардиналь-
но меняет направление дифференциации клеток интеркалярных меристем. 
Скорее он обеспечивает реализацию одного из генетически детерминирован-
ных путей морфогенеза. В норме у кукурузы в условиях in vivo из колеопти-
лярного узла побега образуется второй ярус придаточных корней, а из 3–5 
сближенных узлов стебля, расположенных у поверхности почвы, – третий 
ярус. Вместе с тем крайне редко от данных узлов могут отрастать и пазушные 
побеги – пасынки [32]. Многовековой отбор на одностебельность привел к 
тому, что у современных сортов и гибридов кукурузы при нормальных усло-
виях развитие пасынков подавляется.  
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Проведенный гистологический анализ позволил установить точные 
сроки начала стадий развития эксплантов, которые необходимо учитывать 
при разработке эффективных протоколов регенерации in vitro. На среде  
с 2,0 мг/л БАП они следующие: 10 сут – начало заложения первых пазушных 
почек; 30 сут – пазушных побеги в среднем состоят из 4–5 фитомеров (имен-
но такие побеги после отделения от экспланта хорошо приживаются на но-
вых средах); 40 сут – начало развития в узлах побегов первого порядка па-
зушных побегов второго порядка; 60 сут – начало развития в узлах побегов 
второго порядка пазушных побегов третьего порядка. На среде, дополненной 
0,5 мг/л БАП, экспланты развивались медленнее, с опозданием примерно на 
15 сут: 25 сут – индукция геммогенеза; 45 сут – присутствие на экспланте по-
бегов первого порядка, состоящих из 4–5 фитомеров; 55 и 85 сут – начало 
развития побегов второго и третьего порядка соответственно.  

Учитывая динамику мультипликации побегов, можно более эффектив-
но планировать процедуру микроразмножения в зависимости от той задачи, 
которая будет решаться на следующем этапе: укоренение или дальнейшее 
размножение эксплантов. Так, при индукции ризогенеза не желательно, что-
бы на экспланте присутствовали пазушные побеги второго и третьего поряд-
ка, поскольку это может привести к развитию регенеранта с аномальной 
морфологией (ветвящимся побегом). В таком случае разделение пазушных 
побегов для их дальнейшего укоренения следует проводить не позднее 45 сут 
культивирования на среде MS с 0,5 мг/л БАП и 30 сут на среде с 2,0 мг/л 
БАП. Если же разделенные побеги предполагается пассировать на новые сре-
ды для дальнейшего микроразмножения, наличие у них почек и пазушных 
побегов второго и третьего порядка будет способствовать их мультиплика-
ции. В этом случае разделение эксплантов, развившихся на среде с 0,5 мг/л 
БАП, следует проводить не ранее 60 сут культивирования, а развившихся на 
среде с 2,0 мг/л БАП – не ранее 40 сут.  

Заключение 
У линии кукурузы АТТМ (bm, y, wx) в культуре зрелых зародышей 

прямой органогенез инициируется добавлением в среду MS БАП в концен-
трации 0,5 и 2,0 мг/л. Гистологический анализ эксплантов показал, что экзо-
генный гормон стимулирует деление клеток интеркалярных меристем и из-
меняет направление их дифференцировки. Как правило, сначала в колеопти-
лярном узле, а затем и в основании выше расположенных фитомеров форми-
руются вегетативные почки. Постепенно они прорастают в пазушные побеги, 
на которых затем развиваются побеги второго и третьего порядков. Концен-
трация гормона в среде определяет динамику процесса мультипликации по-
бегов. На среде с 2,0 мг/л БАП первые пазушные почки закладываются в 
среднем через 10 сут от начала культивирования. Через 40 сут на пазушных 
побегах первого порядка начинают развиваться побеги второго порядка, а 
через 60 сут – третьего порядка. На среде с 0,5 мг/л БАП каждый из этих эта-
пов начинается примерно на 15 сут позже. Выявленные закономерности сле-
дует учитывать при разработке эффективных технологий клонального мик-
роразмножения кукурузы посредством прямого органогенеза. 

Высокие показатели роста микропобегов – главная цель микроразмно-
жения, тогда как для поддержания растительных коллекций in vitro предпо-
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чтительным является создание условий, замедляющих рост побегов без поте-
ри их жизнеспособности. Исходя из установленной зависимости динамики 
развития эксплантов от концентрации БАП, культивирование проростков  
кукурузы на среде MS с 2,0 мг/л БАП целесообразно использовать для кло-
нального микроразмножения, а культивирование на среде с пониженной  
до 0,5 мг/л концентрацией БАП – для создания длительно пролиферирующих 
стерильных культур. 

Отсутствие при прямом органогенезе этапа каллусообразования и раз-
витие новых побегов из меристем экспланта способствуют сохранению гене-
тического единообразия культивируемого растительного материала. Это поз-
воляет использовать индукцию данного пути морфогенеза в культуре зрелых 
зародышей для размножения элитных генотипов и создания коллекций in 
vitro.  
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