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ВЛИЯНИЕ СНИЖЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ САХАРОЗЫ НА ЭМБРИОИДОГЕНЕЗ 
В КУЛЬТУРЕ  НЕОПЫЛЕННЫХ ЗАВЯЗЕЙ КУКУРУЗЫ 

АЛАТОРЦЕВА Татьяна Алексеевна, Саратовский национальный исследовательский государственный 
университет имени Н.Г. Чернышевского 

Для оптимизации условий получения гаплоидных растений в культуре неопыленных завязей кукурузы исследовали 
эффективность снижения концентрации сахарозы в питательной среде в процессе культивирования. Донорами экс-
плантов являлись одна апомиктичная и шесть амфимиктичных линий кукурузы. Завязи переносили с исходной среды 
(9,0 % сахарозы) на новую среду (2,0 % сахарозы) через 7, 14, 21, 28, 35, 45, 55 суток от момента инокуляции.  У амфимик-
тичных линий завязи  дегенерировали во всех вариантах эксперимента, не  дав новообразований. У апомиктичной линии 
гибель эксплантов наблюдалась только при непродолжительном  (7 суток) выдерживании их на исходной питательной 
среде. В остальных случаях завязи оставались жизнеспособными и продуцировали эмбриональные новообразования с час-
тотой от 2,3 до 6,5 %.  При этом отсутствовала корреляционная связь между частотой морфогенеза и длительностью 
первичного культивирования. Полученные результаты позволяют рекомендовать для индукции эмбриоидогенеза в не-
опыленных завязях кукурузы линии АТ-1 беспересадочное культивирование на среде  c 9,0 % сахарозы.

ЕС ТЕС ТВЕННЫЕ НАУКИЕС ТЕС ТВЕННЫЕ НАУКИ

Разностороннее использование гаплоидных 
растений в селекции ведет к возрастающему 

спросу на них. Однако многие методы, применяе-
мые  для индукции гаплоидии, трудоемки и малопро-
дуктивны. Более перспективным в этом отношении 
может  быть метод  культуры изолированных пыль-
ников, неопыленных завязей и семяпочек, позволяю-
щий значительно ускорить процесс массового полу-
чения гаплоидных растений. Особенно эффективно  
использование женских генеративных органов в ка-
честве первичных эксплантов  для форм с цитоплаз-
матической мужской стерильностью [11, 19], а также 
для генотипов, у которых андрогенез ведет к высоко-
му выходу альбиносов среди регенерантов.  

Что касается  кукурузы, то метод получения гап-
лоидных растений путем гиногенеза  разработан для 
нее недостаточно. В некоторых случаях при культиви-
ровании  неопыленных завязей кукурузы удавалось 
индуцировать только развитие гаплоидного каллу-
са [18]. Успешные эксперименты по получению гап-
лоидных  регенерантов в настоящее время немного-
численны [5, 6, 15, 17].

Получение гаплоидов in vitro в культуре 
неопыленных завязей и семяпочек – многоступен-
чатый процесс, требующий на каждом этапе культиви-
рования определенных условий и сбалансированной 
питательной среды. Особенно важно адекватное   
соотношение регуляторов роста и углеводов  на стадии 
инициации.  Начальные деления клеток зародышевого 
мешка в изолированных завязях и семязачатках 
крайне редко обнаруживаются на безгормональных  
питательных средах [1, 7, 13, 14, 16]. Также не час-
то разви тие эмбриональных новообразований из 
яйцеклетки или других элементов зародышевого 
мешка до целого растения проходит на исход ной среде 
без пересадки. Оно описано лишь для пшеницы, риса 
и  сахарной свеклы [8, 9, 20].  Количество тех или 
иных компонентов среды во многом определяется 
генотипическими особенностями донорных расте-
ний. Не является исключением и количество угле-
вода. Для культуры неопыленных завязей кукурузы 
в одних исследованиях было отмечено эффективное 

использование сахарозы в концентрации 12,0 %, а на 
этапе регенерации  уменьшалось только количество 
2,4-Д – с 3,0 до 0,02 мг/л [17]. В других работах  в 
процессе культивирования количество сахарозы 
снижалось с 4,0  до 3,0 %  [10]. 

Цель нашего исследования заключалась в оценке 
эффективности длительного культивирования не-
опыленных завязей кукурузы апо- и амфимиктичных 
линий на исходной питательной среде.

Методика исследований. Объектами исследо-
вания являлись одна апомиктичная линия кукурузы 
АТ-1 и шесть амфимиктичных линий (ГПЛ-1, ГПЛ-14, 
ГПЛ-63, ГПЛ-76, ТМ, ЗМig). Для линии АТ-1 характе-
рен неиндуцированный тип гаплоидии. Линия сходна 
с псевдогамными апомиктами, у которых зародыш 
развивается партеногенетически, а для нормального 
развития эндосперма необходимо оплодотворение  
центральной клетки [4]. 

Растения выращивали в полевых условиях. Что-
бы исключить случайное опыление, початки до начала 
цветения накрывали пергаментными изоляторами. 
Завязи всех исследуемых линий отбирали для эксплан-
тации спустя 5 суток после появления рылец из початка. 
Культивирование  эксплантов проводили в темноте, в 
пробирках,  на питательной среде,  содержащей макро- и 
микроэлементы MS [12], витамины, сахарозу (9,0 и 2,0 %),  
2,4-Д (2,0 мг/л), агар-агар. В качестве дезинфицирующих 
средств для эксплантов использовали этанол (70 %) и 
раствор натриевой соли этилмеркуртиосалициловой  
кислоты (30 мг/л) с последующей промывкой стерильной 
дистиллированной водой. Экспланты помещали  на 
исходную среду, содержащую 9,0 % сахарозы и 2,0 мг/л 
2,4-Д. Затем  спустя  7, 14, 21, 28, 35, 45, 55 суток завязи 
переносили  на питательную среду того же состава, но 
с уменьшенным до 2,0 %  количеством сахарозы. Часть 
эксплантов оставляли в первоначальных условиях без 
пересадки.

Гистологическое исследование  проводили спустя 
65 суток от начала культивирования. Препараты сре-
зов завязей окрашивали с использованием тройной 
окраски [2, 3] и анализировали с помощью микроско-
па Axiostar plus (Carl Zeiss, Германия).



44

А
ГР

А
РН

Ы
Й

 Н
А

У
ЧН

Ы
Й

 Ж
У

РН
А

Л
А

ГР
А

РН
Ы

Й
 Н

А
У

ЧН
Ы

Й
 Ж

У
РН

А
Л

ЕС
ТЕ

СТ
В

ЕН
Н

Ы
Е

ЕС
ТЕ

СТ
В

ЕН
Н

Ы
Е 

Н
А

У
К

И
 Н

А
У

К
И

12
2017

Результаты исследований. Культивирование 
эксплантов амфимиктичных линий кукурузы  (ГПЛ-1, 
ГПЛ-14, ГПЛ-63, ГПЛ-76, ТМ, ЗМig) не привело к по-
явлению эмбриональных новообразований и, следо-
вательно, гаплоидных растений. Некротические явле-
ния были зафиксированы в семязачатках всех сроков 
субкультивирования.

У апомиктичной линии кукурузы АТ-1 снижение 
концентрации сахарозы в искусственной питатель-
ной среде через семь суток  вызывало дегенерацию 
эксплантов. Если пересадка завязей на среду с пони-
женной концентрацией сахарозы проводилась в более 
поздние сроки или они оставались на исходной среде 
до окончания культивирования без пересадки, то они 
сохраняли свою жизнеспособность. Через 30–35 су-
ток на некоторых эксплантах как на исходной среде, 
так и на среде с более низкой концентрацией сахарозы 
из-под покровов завязей появлялись «грозди» много-
численных эмбриоидоподобных структур (рис. 1). 

Некоторые из них  здесь же, в системе завязи, мог-
ли прорастать и давать начало регенерантам.

Через 65 суток от начала культивирования был 
проведен гистологический анализ эксплантов, не 
имевших внешних признаков эмбриоидогенеза.  Во 
всех вариантах субкультивирования, за исключением 
семи суток, были обнаружены завязи с новообразова-
ниями с  частотой от 2,3 до 6,5 %. Новообразования 
представляли собой проэмбрио или проэмбрио  с раз-
вившимися на их поверхности эмбриоидоподобными 
структурами (рис. 2). 

Полученные данные позволяют констатировать, 
что эмбриоиды образуются в результате «почкова-
ния» партеногенетического зародыша.  Партеногене-
тическое развитие последнего, судя по всему, у данной 
линии кукурузы может инициироваться как в услови-
ях in vivo, так и in vitro. Разное время индукции яйцек-
летки к партеногенезу объясняет неодновременное 
появление эмбриоидов в разных эксплантах.

Снижение концентрации сахарозы в питательной 
среде через 14–55 суток эксплантации достоверно не из-
меняет частоту эмбрио- и эмбриоидогенеза (рис. 3). Не 
обнаружено достоверных различий  и между вариантом, 
когда субкультивирования не проводили, и вариантами, 

Рис. 1. Эмбриоидогенез в  культуре  неопыленных завязей 
кукурузы линии АТ-1 (э – эмбриоиды)

                                       
                                а                                                             б                                                                                                 в

Рис. 2. Эмбриональные структуры, развившиеся в культивируемых неопыленных завязях кукурузы линии АТ-1: 
а – зародыш (зар) в полости завязи;  б – эмбриоид (э),  возникший на поверхности проэмбрио;   в – проэмбрио 

с развившимися на его поверхности эмбриоидами (э) 

когда концентрацию сахарозы снижали через 14–55 су-
ток.  Полученные данные свидетельствуют о том, что 
культивирование неопыленных завязей кукурузы линии 
АТ-1 можно проводить на исходной среде без пересадок 
на среды с пониженным содержанием углевода.

Выводы. Успех культивирования неопыленных 
завязей исследуемых линий кукурузы на данных пи-
тательных средах определяется способом размноже-
ния донорных растений. Завязи шести амфимиктич-
ных линий кукурузы независимо от сроков пересадки 
на новую среду дегенерировали, не дав новообразо-
ваний. Только в семязачатках апомиктичной линии 
АТ-1 можно обнаружить апомиктично возникшие 
проэмбрио и проэмбрио с  появившимися на их  по-
верхности эмбриоидоподобными структурами. 

Предрасположенность донорной линии  к партено-
генезу in vivo и способность сохранять подобное  свойс-
тво в неопыленных завязях при культивировании in vit-
ro являются главными причинами того, что становится 
неэффективной смена среды в ходе эксплантации. Об 
этом свидетельствует отсутствие корреляционной свя-
зи между частотой эмбриональных новообразований 
в конце культивирования и продолжительностью вы-
держивания завязей на исходной среде. 

В связи с вышесказанным  полагаем, что для не-
опыленных завязей кукурузы линии АТ-1 может быть 
рекомендовано беспересадочное культивирование на 
исходной питательной среде названного состава. 
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Рис. 3. Зависимость частоты эмбриогенеза 
от длительности культивирования неопыленных завязей 

кукурузы линии АТ-1 на исходной питательной среде
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The effect of sucrose concentration decline in the nutrient me-
dium was investigated for optimizing of the maize haploid produc-
tion in a culture of unpollinated ovaries.  The explants donors were 
one apomictic and six amphimictic lines. Ovaries were transferred 
from the initial medium (9.0% sucrose) to a new medium (2,0% 

sucrose) at 7, 14, 21, 28, 35, 45, 55 days after  inoculation. The ova-
ries  of amphimictic lines were degenerated in  all variants. The new 
regenereited structures was not detected. The explants of apomictic 
lines were died only when they were cultivated on the initial nutri-
ent medium for 7 days. In other cases, the ovaries produced a new 
regenereited structures with a frequency of 2,3 to 6,5%. The corre-
lation between the frequency of morphogenesis and the duration of 
primary cultivation was not detected. The obtained results make it 
possible to recommend the medium complemented cultivation with 
9,0 % sucrose   for the direct cultivation of unpollinated ovaries for 
apomictic maize line AT-1.
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КОМПЛЕКСНАЯ ДИАГНОСТИКА МИНЕРАЛЬНОГО ПИТАНИЯ ПРОСА  
ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ НА СВЕТЛО-КАШТАНОВОЙ ПОЧВЕ 
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В трехлетнем полевом опыте на светло-каштановой почве выявлены закономерности и тесные зависимости 
между содержанием доступных растениям форм питательных веществ  в почве, содержанием общего азота и фосфо-
ра в растениях и урожайностью проса Саратовское 10. Установлены уровни оптимального содержания нитратного 
азота и подвижного фосфора в диагностируемом слое почвы и нормативы затрат действующего вещества удобрений 
для их достижения. Также определены уровни содержания общего азота и фосфора в растениях в основные фазы роста 
и развития и  нормативы затрат действующего вещества удобрений для их достижения. Это дает возможность раз-
работать оптимальные системы азотно-фосфорного удобрения для достижения  планируемой урожайности.      

В условиях Саратовского Заволжья просо яв-
ляется одной из распространенных культур, 

от урожайности которой зависит стабильность про-

изводства зерна. Установлено, что просо отличается 
высокой отзывчивостью на улучшение минерального 
питания [1, 3, 5]. Повышение урожайности проса и по-


