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Ис сле до ва ли ком пе тен т ность к аг ро бак те ри а ль ной транс фор ма ции ме зо ко ти лей ку ку ру зы ли ний 4766, РБ-179, L-1 и L-2 и
усло вия ре ге не ра ции из них рас те ний. Ре ге не ра цию ме зо ко ти лей ку ку ру зы на блю да ли на сре дах с раз лич ным со че та ни ем аук -
си нов и ци то ки ни нов. Эф фек тив ность это го про цес са за ви се ла от ка че ст вен но го и ко ли че ст вен но го со ста ва ре гу ля то ров ро с та. 
Ча с то та ре ге не ри ро вав ших эк с п лан тов и сред нее ко ли че ст во по бе гов, об ра зо вав ших ся на од ном эк с п лан те, уве ли чи ва лись с
по вы ше ни ем кон цен т ра ции ци то ки ни на 6-БАП и де фо ли ан та Дропп (ти ди а зу рон) в сре де. Наи бо лее эф фек тив ны ми для ре ге -
не ра ции ме зо ко ти лей яв ля ют ся 6-БАП (3–5 мг/л) и Дропп (3 мг/л) в со че та нии с аук си на ми (ИУК – 0, 5 мг/л и 2,4-Д – 2 мг/л).
Ко ли че ст во ре ге не ри ро вав ших эк с п лан тов до сти га ло 59,0 %, а сред нее чис ло по бе гов на эк с п лант – 7,5 за шесть не дель ку ль -
ти ви ро ва ния. Уко ре не ние и до ра щи ва ние ре ге не ри ро вав ших по бе гов успеш но про во ди ли на сре де МС с до бав ле ни ем 0,2 мг/л
ИМК. С це лью опре де ле ния ком пе тен т но сти ме зо ко ти лей была про ве де на их ге не ти че ская транс фор ма ция штам мом AGLO
Ag ro bac te ri um tu me fa ci ens, со дер жа щим ге не ти че скую кон ст рук цию pVe cAc tI-GUS, ко то рая ко ди ру ет ре пор тер ный ген uidA
под кон т ро лем про мо то ра гена ак ти на (Ac tI) риса и со дер жит се лек тив ный ген hptII, опре де ля ю щий устой чи вость к гиг ро ми -
ци ну. У не ко то рых ре ге не ран тов, устой чи вых к се лек тив но му аген ту, ме то дом ПЦР по ка за но на ли чие встав ки гена hptII в ге -
ном рас те ния. Та ким об ра зом, уста нов ле на воз мож ность ис по ль зо ва ния ме зо ко ти лей ку ку ру зы в ка че ст ве эк с п лан тов для аг -
ро бак те ри а ль ной транс фор ма ции.

Клю че вые сло ва: аук си ны, 2,4-Д, Дропп, ИУК, ИМК, ки не тин, НУК, ре ге не ра ция in vitro, 6-БАП, Agrobacterium- опос ре до ван -
ная ге не ти чес кая тран с фор ма ция (АТМТ), ци то ки ни ны, Zea mays L.
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Ку ку ру за яв ля ет ся од ной из ве ду щих зла ко -
вых ку ль тур в ми ро вом сель ско хо зяй ст вен ном про -
из вод ст ве. Она ис по ль зу ет ся в ка че ст ве пи ще во го,
тех ни че ско го и кор мо во го про дук та. Уве ли че ние
про из вод ст ва этой ку ль ту ры яв ля ет ся ак ту а ль ной
проб ле мой, ре ше ние ко то рой тре бу ет ре а ли за ции
со вре мен ных био тех но ло ги че ских ме то дов и под -
хо дов, та ких как ге не ти че ская ин же не рия и кле точ -
ная се лек ция, с це лью со зда ния вы со ко про дук тив -
ных ли ний и гиб ри дов, устой чи вых к за бо ле ва ни ям, 
вре ди те лям и не бла го при ят ным фак то рам сре ды.

Эти ме то ды ба зи ру ют ся на воз мож но сти
ку ль ти ви ро ва ния и ре ге не ра ции кле ток рас те ний в
усло ви ях in vit ro, и их эф фек тив ность в зна чи те ль -
ной сте пе ни за ви сит от мор фо ге не ти че ско го по -
тен ци а ла ку ль ту ры. Вы яв ле ние ге но ти пов и ви дов
эк с п лан тов, бы ст ро и эф фек тив но ре а ги ру ю щих на 
ин дук цию со ма ти че ско го эм б ри о ге не за, оп ти ми -
за ция пи та те ль ных сред и усло вий ку ль ти ви ро ва -
ния – не об хо димы в на ча ль ной ста дии для успеш -
но го про ве де ния по сле ду ю щих био тех но ло ги че -
ских про цес сов в рас те ни е вод ст ве.
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Спи сок со кра ще ний: 6-БАП – 6-бен зи ла ми но пу рин; 2,4-Д – 2,4-дих лор фе нок си ук сус ная кис ло та; Дропп – ти ди а зу рон; ИМК –
-ин до лил мас ля ная кис ло та ; ИУК – ин до ли лук сус ная кис ло та; МС – ми не ра ль ные со ли; НУК – -на фти лук сус ная кис ло та;
ОП – оп ти че ская плот ность; ATMT (Ag ro bac te ri um Tu me fa ci ens-Me di a ted Tran s for ma ti on) – Ag ro bac te ri um-опо сре до ван ная ге -
не ти че ская транс фор ма ция.



Основ ные проб ле мы, свя зан ные с ре а ли за -
цией мор фо ге не ти че ско го по тен ци а ла ку ку ру зы –
это низ кая ча с то та кал лу со об ра зо ва ния и ре ге не ра -
ции по бе гов, а так же сни же ние уров ня то ти по тен т -
но сти кле ток при их дли те ль ном ку ль ти ви ро ва нии.

Гор мо на ль ный со став ку ль ту ра ль ной сре -
ды – один из наи бо лее важ ных фак то ров, влия ю -
щих на по ло жи те ль ный ре зу ль тат при ку ль ти ви -
ро ва нии тка ней ку ку ру зы [1, 2]. Так, при опре де -
лен ных со от но ше ни ях эк зо ген ных ре гу ля то ров
ро с та про ис хо дит де диф фе рен ци а ция тка ней эк с -
п лан та (об ра зо ва ние кал лу са) или ре диф фе рен ци -
а ция кал лу са (ин дук ция мор фо ге не за).

Осо бен но стью зла ков яв ля ет ся то, что ин -
дук ция кал лу со об ра зо ва ния у них про ис хо дит
при вы со ком со дер жа нии аук си нов [2–6]. В ра бо -
те с ку ку ру зой наи бо лее ча с то при ме ня ют син те -
ти че ский аук син 2,4-Д; при этом для фор ми ро ва -
ния эм б ри о ген но го кал лу са оп ти ма ль ны ми счи та -
ют ся кон цен т ра ции 2, 4-Д до 3 мг/л. Бо лее вы со -
кое со дер жа ние аук си на (6 мг/л) при во дит к фор -
ми ро ва нию не эм б ри о ген но го кал лу са [7].

Со вме ст ное ис по ль зо ва ние ци то ки ни нов и
аук си нов яв ля ет ся не об хо ди мым усло ви ем ин дук -
ции со ма ти че ско го эм б ри о ге не за у ку ку ру зы [8–10],
и из всех ви дов ци то ки ни нов при ра бо те с этой
ку ль ту рой пред поч те ние от да ет ся 6-БАП [8]. По -
ка за но, что до бав ле ние 6-БАП даже в не зна чи те ль -
ных кон цен т ра ци ях (0,1 мг/л) яв ля ет ся опре де ля ю -
щим для ин дук ции эм б ри о ге не за кал лу са ку ку ру -
зы при всех уров нях кон цен т ра ций 2,4-Д (до 10 мг/л).
В от сут ст вие ци то ки ни нов в сре де уро вень ре ге -
не ра ции сни жа ет ся [7].

В слу чае, ког да для по лу че ния ре ге не ран -
тов ку ку ру зы ис по ль зу ют не щит ки за ро ды шей, а
дру гие виды эк с п лан тов – апи ка ль ные ме ри сте мы 
или сег мен ты стеб лей ци то ки ни ны (пред поч ти -
те ль но 6-БАП) так же при ме ня ют со вме ст но с аук -
си на ми [11–15].

Од на ко тра ди ци он ным ви дом эк с п лан тов
при ре ге не ра ции in vit ro од но до ль ных ку ль тур и,
в ча ст но сти, ку ку ру зы оста ют ся щит ки за ро ды -
шей, чаще – не зре лых [1–4, 16, 17], ино гда – зре -
лых [9, 18, 19]. Не зре лые за ро ды ши спо соб ны
фор ми ро вать эм б ри о ген ный кал лус, обес пе чи ва ю -
щий до ста точ но вы со кую ча с то ту ре ге не ра ции.
Од на ко до ступ ность не зре лых за ро ды шей огра -
ни че на се зон но стью или бо ль ши ми ин ве сти ци я -
ми, свя зан ны ми с теп лич ным ку ль ти ви ро ва ни ем
до нор ных рас те ний ку ку ру зы. В то же вре мя, зре -
лые за ро ды ши хотя и до ступ ны в те че ние все го
года, об ла да ют в срав не нии с не зре лы ми бо лее
низ ки ми кал лу со ген ным и ре ге не ра ци он ным по -
тен ци а ла ми. Все это сдер жи ва ет при ме не ние ге -

не ти че ской транс фор ма ции для ряда се лек тив но
цен ных ли ний и сор тов.

В свя зи с этим важ но ве с ти по иск но вых ви -
дов эк с п лан тов, об ла да ю щих вы со ким ре ге не ра -
ци он ным по тен ци а лом и оп ти ми зи ро вать со став
ку ль ту ра ль ных сред. Это по зво лит обес пе чить
вы со кий и ста би ль ный вы ход ре ге не ран тов. 

В по след нее время ряд ис сле до ва те лей ис -
по ль зу ет для успеш ной ре ге не ра ции и аг ро бак те -
ри а ль ной транс фор ма ции та кие аль тер на тив ные
виды эк с п лан тов ку ку ру зы, как апи ка ль ные ме ри сте -
мы по бе гов [11–13], а так же сег мен ты по бе гов [14,
15, 20, 21], ко то рые об ла да ют вы ра жен ным и дли те ль -
ным мор фо ге не ти че ским по тен ци а лом и вы со ким
уров нем ком пе тен т но сти к Ag ro bac te ri um tu me fa ci ens.

Спо соб но стью к то ти по тен т но сти об ла да -
ют не все тка ни рас те ний, в осо бен но сти зла ко -
вых. Это за ви сит от воз ра с та эк с п лан та, ак тив но с -
ти кле точ ных де ле ний и ба лан са эн до ген ных/эк -
зо ген ных ре гу ля то ров ро с та.

Ме зо ко ти ли ку ку ру зы – это ткань, рас по ла -
га ю ща я ся в пе ре ход ной зоне меж ду по бе гом и
кор нем и вы пол ня ю щая транс пор т ную, син те ти -
че скую и рас пре де ли те ль ную фун к ции. Здесь
про ис хо дит тка нес пе ци фи че ский син тез и на коп -
ле ние зна чи те ль но го ко ли че ст ва ами но кис лот.
Вдоль всей дли ны ме зо ко ти ля на блю да ет ся ак -
тив ное де ле ние кле ток [22]. Не смот ря на эти
пред по сыл ки, ме зо ко ти ли ку ку ру зы ред ко ис по -
ль зу ют ся в ка че ст ве эк с п лан тов для ре ге не ра ции
[15] и их ре ак ция на эк зо ген ные гор мо ны не изу -
че на, так как они по па ли в поле зре ние ис сле до ва -
те лей от но си те ль но не дав но.

При изу че нии усло вий ин дук ции кал лу со -
ге не за и ре ге не ра ции раз лич ных ви дов эк с п лан -
тов ку ку ру зы все гда от ме ча ет ся за ви си мость это -
го про цес са от ге но ти па ис ход ных рас те ний. При
этом зна чи те ль ная часть ком мер че ски цен ных ге -
но ти пов об ла да ет сла бой спо соб но стью к ре ге не -
ра ции в ку ль ту ре in vit ro.

В свя зи с этим, а так же учи ты вая фак тор за ви -
си мо сти ре ге не ра ции от ге но ти па, ха рак тер ный для
ку ку ру зы, це лью на сто я ще го ис сле до ва ния бы ло
опре де лить оп ти ма ль ную ком би на цию ре гу ля то ров 
ро с та для каж до го из че ты рех ге но ти пов пер с пек -
тив ных ли ний ку ку ру зы оте че ст вен ной се лек ции
(4766, РБ-179, L-1 и L-2) с це лью по лу че ния эф фек -
тив ной и вос про из во ди мой си с те мы их ре ге не ра ции 
и про а на ли зи ро вать ком пе тен т ность дан ных ге но -
ти пов к Ag ro bac te ri um- опо сре до ван ной транс фор -
ма ции ме зо ко ти лей. Ис хо дя из по став лен ной цели,
основ ная за да ча за клю ча лась в изу че нии вли я ния
эк зо ген ных ре гу ля то ров ро с та на ин дук цию мор -
фо ге не за изо ли ро ван ных ме зо ко ти лей ку ку ру зы.
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ВОС ПРИ ИМ ЧИ ВОСТЬ К АГ РО БАК ТЕ РИ А ЛЬ НОЙ ТРАНС ФОР МА ЦИИ МЕ ЗО КО ТИ ЛЕЙ КУ КУ РУ ЗЫ



УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

В ра бо те ис по ль зо ва ли се лек ци он но пер с -
пек тив ные ли нии ку ку ру зы, по лу чен ные во ВНИИ
ку ку ру зы – 4766, РБ-179, L-1 и L-2. L-1 – ран не -
спе лая ли ния, яв ля ю ща я ся ро ди те ль ской фор мой
для двух гиб ри дов. Не до ста ток этой ли нии за клю -
ча ет ся в вос при им чи во сти к вре ди те лям, пы ль ной 
и пу зыр ча той го лов не. L-2 – уль т ра ран няя ли ния,
яв ля ет ся от цов ской фор мой для двух ран не спе -
лых гиб ри дов; ее не до ста ток – вос при им чи вость к 
пы ль ной го лов не. PB-179 – ран не спе лая хо ло до -
стой кая ли ния, от цов ская фор ма для трех гиб ри -
дов. 4766 – трех ли ней ный уль т ра ран ний гиб рид,
не до стат ком ко то ро го яв ля ет ся вос при им чи вость
к пы ль ной и пу зыр ча той го лов не.

Сте ри ли за ция се мян. Зре лые се ме на ку ку -
ру зы сте ри ли зо ва ли 20 мин в 70%-ном спир те, а
за тем 20 мин в 20%-ном рас тво ре «Бе лиз на» и по -
сле это го триж ды про мы ва ли сте ри ль ной ди с тил -
ли ро ван ной во дой. Сте ри ль ные се ме на по ме ща ли 
в про бир ки (рис. 1) на без гор мо на ль ную сре ду,
со дер жа щую 1

2 кон цен т ра ции МС [23]. Се ме на
ку ль ти ви ро ва ли на рас се ян ном све ту при тем пе -
ра ту ре от 21°С до 23°С.

Ку ль ти ви ро ва ние ме зо ко ти лей ку ку ру -
зы. У 7–10-днев ных про ро ст ков изо ли ро ва ли ме -
зо ко ти ли и по ме ща ли их в чаш ки Пет ри при бли -
зи те ль но по 20 эк с п лан тов (рис. 2). Ис по ль зо ва ли
три по втор но сти. Ме зо ко ти ли ку ль ти ви ро ва ли в
кли мо ка ме ре Sa nyo WLR-351H (Япо ния) при тем -
пе ра ту ре от 22°С до 25°С, осве щен но сти 4 клк и
16-ча со вой про дол жи те ль но сти све то во го дня.

Изу че ние ре ге не ра ци он но го по тен ци а ла
ме зо ко ти лей ис по ль зу е мых ге но ти пов ку ку ру зы
про во ди ли на сре дах, со дер жа щих гор мо ны ци то -
ки ни но вой (6-БАП, Дропп, ки не тин) и аук си но -
вой (2,4-Д, ИУК, НУК) при ро ды (Sig ma-Al d rich
(США)) в раз лич ных со че та ни ях и со от но ше ни ях
(табл. 1).

Учет ко ли че ст ва ре ге не ри ро вав ших эк с п лан -
тов и по бе гов на них про во ди ли че рез 4 и 6 нед ку -
ль ти ви ро ва ния на ин дук ци он ных сре дах. Ста ти -
сти че скую об ра бот ку вы пол ня ли с ис по ль зо ва -
ни ем па ке та ста ти сти че ско го ана ли за Mic ro soft
Of fi ce Ex cel.

Ге не ти че ская кон ст рук ция. Для транс -
фор ма ции ку ку ру зы ис по ль зо ва ли ге не ти че скую
кон ст рук цию pVe cAc tI-GUS на осно ве эк с п рес си -
он но го век то ра pVec035 [24], ко ди ру ю щую ре -
пор тер ный ген uidA под кон т ро лем про мо то ра
Ac tI риса и со дер жа щую се лек тив ный ген hptII. 

Про вер ка транс фор ман тов ме то дом ПЦР.
ДНК из рас ти те ль ных тка ней вы де ля ли в со от вет -
ст вии с ме то дом, пред ло жен ным Kang и Yang [25].
Кон цен т ра цию нук ле и но вых кис лот из ме ря ли на
спек тро фо то мет ре Na nod rop (США). Ка че ст во
вы де ле ния и чис то ту нук ле и но вых кис лот опре -
де ля ли по от но ше нию ОП260/ОП280. ПЦP про во -
ди ли в объ е ме 50 мкл в ам п ли фи ка то ре Mj Mini
(Bi o Rad, США). ПЦР осу ще ст в ля ли по схе ме: де -
на ту ра ция – 94°С, 2 мин; элон га ция – 35 цик лов:
94°С, 30 с; 62°С, 30 с; 72°С, 30 с; от жиг – 72°С,
5 мин. Для раз де ле ния про дук тов ам п ли фи ка ции
ис по ль зо ва ли элек т ро фо рез в 1%-ном ага роз ном
геле (He li con, Рос сия) в при сут ст вии бро ми сто го
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Рис. 1. Вы ра щи ва ние до нор ных рас те ний для изо ля -
ции ме зо ко ти лей

Fig. 1. Growing of donor plants for mesocotyle extraction

Рис. 2. По сад ка ме зо ко ти лей на куль ту раль ную сре ду

Fig. 2. Planting of mesocotyles onto culture medium



эти дия (In vit ro gen, США). Ви зу а ли за цию про дук -
тов ам п ли фи ка ции осу ще ст в ля ли при по мо щи
транс ил лю ми на то ра УВТ1 (Рос сия). Дли ну ам п -
ли фи ци ро ван ных фраг мен тов ДНК опре де ля ли с
по мо щью мар ке ров Gene Ru ler 1kb DNA Lad der
или Gene Ru ler 100 bp DNA Lad der Plus (Fer men -
tas, США). При сут ст вие це ле вой встав ки в ге но ме 
рас те ния оце ни ва ли с ис по ль зо ва ни ем прай ме ров
к гену устой чи во сти к ан ти би о ти ку гиг ро ми ци ну
(20 мг/л) (In vit ro gen, США). От сут ст вие кон та ми -
на ции аг ро бак те рией в об раз цах про ве ря ли с ис -
по ль зо ва ни ем прай ме ров, спе ци фич ных для бак -
те ри а ль ных ге нов се мей ст ва Vi rE (vi rE-f: CGA -
ATA CATTCTCGTGCGTCAAACG и vi rE-r: TTT -
CGAGTCATGCATAATGCCTGAC). Прай ме ры пре -
до став ле ны фир мой «Син тол» (Рос сия). 

В ка че ст ве кон т ро ля при ис сле до ва нии ДНК
по лу чен ных ре ге не ран тов ис по ль зо ва ли пре па ра -
ты не тран с ген но го рас те ния ку ку ру зы (ли нии
4766) и транс ген ной ку ку ру зы ли нии MON 810
(«Син тол», Рос сия), а так же A. tu me fa ci ens, штам -
ма AGLO (лю без но пре до став лен ла бо ра то рией
стрес со устой чи во сти ВНИИ СБ).

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Ис сле до ва ли ре ге не ра ци он ную ак тив ность
че ты рех оте че ст вен ных ге но ти пов ку ку ру зы, ко -
то рые яв ля ют ся пер с пек тив ны ми для да ль ней шей 
се лек ци он ной ра бо ты. С этой целью ис по ль зо ва -
ли раз лич ные ком би на ции ци то ки ни нов и аук си -
нов в пи та те ль ной сре де (см. табл. 1).

По ка за те ли ре ге не ра ции ме зо ко ти лей на
раз лич ных по со ста ву сре дах че рез 4 и 6 нед ку ль -
ти ви ро ва ния при ве де ны в табл. 2 и 3.

Как вид но из дан ных таб лиц 2 и 3, по яв ле ние 
пер вых ре ге не ран тов на блю да ли уже на 4-й не де ле 
ку ль ти ви ро ва ния эк с п лан тов всех че ты рех ге но ти -
пов; в от де ль ных слу ча ях доля эк с п лан тов с по бе -
га ми до сти га ла 18 % и уве ли чи ва лась к 6-й не де ле
ку ль ти ви ро ва ния до 59, 0 % (см. табл. 2, ли ния L-2,
ва ри ант 6).

Ре ге не ра ция ме зо ко ти лей ку ку ру зы осу ще -
ст в ля лась по двум на прав ле ни ем: 1) пу тем пря мо -
го ор га но ге не за, ког да ре ге не ран ты об ра зо вы ва -
лись не по сред ст вен но из тка ней пер вич но го эк с п -
лан та (ми нуя фор му кал лу са); 2) пу тем не пря мо го 
мор фо ге не за, ког да об ра зо ва ние кал лу са име ло
мес то. По пути пря мо го ор га но ге не за ре ге не ра -
ция про хо ди ла на сре дах с пре об ла да ю щим со -
дер жа ни ем ци то ки ни нов (ва ри ан ты 1–4, 9–13).
Здесь об ра зо ва нию мик ро по бе гов пред ше ст во ва -
ло уве ли че ние эк с п лан тов в раз ме ре.

В дру гих же ва ри ан тах (5–8), бо лее вы со кая
кон цен т ра ция аук си нов (НУК – 3 мг/л; 2, 4-Д – 3 мг/л 

и бо лее) ин ду ци ро ва ла кал лу со об ра зо ва ние и не -
пря мой эм б ри о ге нез. В то же вре мя, при лю бом
гор мо на ль ном ба лан се об ра зо ва ние ме ри сте ма ти -
че ских оча гов с по сле ду ю щей ре ге не ра цией на -
блю да ли по всей по вер х но сти эк с п лан тов (рис. 3).

На осно ва нии по лу чен ных дан ных труд но
сде лать од но знач ный вы вод о бо ль шей эф фек -
тив но сти того или ино го пути ор га но ге не за. При
оди на ко вом со ста ве и ко ли че ст ве аук си нов в
ку ль ту ра ль ной сре де ве ду щая роль в ин дук ции
ре ге не ра ции ме зо ко ти лей ис сле до ван ных нами
ге но ти пов при над ле жит ци то ки ни нам, и в пер -
вую оче редь 6-БАП.

Так, на при мер, наи бо лее ак тив ную ре ге не -
ра цию на блю да ли у всех ге но ти пов при со дер жа -
нии 6-БАП 5 мг/л и ИУК 0,1 мг/л (ва ри ант 2) (см.
табл. 2). Сни же ние 6-БАП до 3 мг/л (ва ри ант 1)
при во ди ло к не бо ль шо му сни же нию ин тен сив но с -
ти ре ге не ра ции. За ме на ИУК на дру гие аук си ны
(2,4-Д и НУК) в не бо ль ших кон цен т ра ци ях су ще -
ст вен но не вли я ло на ре ге не ра ци он ный эф фект от
вы со ких кон цен т ра ций 6-БАП (ва ри ан ты 12, 13).
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Та б ли  ца  1

Ком би на ции ре гу ля то ров ро с та, 
ис по ль зо ван ные в ра бо те

Growth fac tors com bi na ti ons used in this work

Ва ри ант
Со дер жа ние среды

Ци то ки ни ны мг/мл Аук си ны,
мг/мл мг/мл

1 6-БАП 3 ИУК  0,1

2 6-БАП 5 ИУК 0,1

3 6-БАП 2 2,4-Д 2

4 6-БАП 3 2,4-Д 2

5 6-БАП 2 2,4-Д 3

6 6-БАП 3 2,4-Д 3

7 6-БАП 2 НУК 3

8 6-БАП 0,5 2,4-Д 4

9 Ки не тин 3 2,4-Д 2

10 Дропп 2 2,4-Д 2

11 Дропп 3 2,4-Д 2

12 6-БАП 4 НУК 0,5

13 6-БАП 3 2,4-Д 0,5



С уве ли че ни ем кон цен т ра ции аук си нов в
ку ль ту ра ль ной сре де на блю да ли тен ден цию к
сни же нию ин тен сив но сти ре ге не ра ции все ми
изу ча е мы ми ге но ти па ми (см. табл. 2). Од на ко и
при та ком гор мо на ль ном ба лан се ци то ки ни ны со -
хра ня ли опре де ля ю щую роль в про цес се ре ге не -
ра ции. Так, с повышением кон цен т ра ции 6-БАП
от 2 мг/л до 3 мг/л при оди на ко вом уров не 2, 4-Д в
сре де (2 мг/л) у всех ге но ти пов ко ли че ст во ре ге -
не ри ро вав ших эк с п лан тов уве ли чи ва лось (ва ри -
ан ты 3 и 4). Ана ло гич но ре а ги ро ва ли ме зо ко ти ли
и на бо лее вы со кое (3 мг/л) со дер жа ние 2,4-Д (ва -
ри ан ты 5 и 6).

Ис по ль зо ван ные ци то ки ни ны про я ви ли не -
о ди на ко вую ак тив ность в от но ше нии ре ге не ра -
ции ме зо ко ти лей ку ку ру зы. При срав не нии 6-БАП

и Дропп было от ме че но не ско ль ко бо лее си ль ное
вли я ние пер во го (срав ни ва ри ан ты 3 и 10; ва ри ан -
ты 4 и 11). Ки не ти н (3 мг/л, ва ри ант 9) про я вил
себя как ме нее эффективный для ин дук ции ре ге -
не ра ции од но до ль ных ку ль тур гор мон [25, 26].

Ме нее ак тив но ре ге не ра ция про хо ди ла в
7–9 ва ри ан тах у ге но ти пов 4766 и РВ-179. Эти ва -
ри ан ты со дер жа ли либо ма лое ко ли че ст во 6-БАП
(0,5 мг/л), либо ки не тин (3,0 мг/л) и НУК (2,0 мг/л). 
В то же вре мя, ге но ти пы L-1и L-2 по ло жи те ль но
ре а ги ро ва ли на НУК; ре ге не ра ция эк с п лан тов у
них со ста ви ла 33,7% и 42,9 % со от вет ст вен но (см. 
табл. 2, ва ри ант 7).

Ге но тип ма те рин ско го рас те ния так же ока -
зы ва ет вли я ние на ре ге не ра цию изо ли ро ван ных
ме зо ко ти лей. Наи бо лее ак тив ную ре ге не ра цию на -
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Та б ли  ца  2

Ча с то та ре ге не ри ро вав ших эк с п лан тов ме зо ко ти лей че ты рех ли ний ку ку ру зы на сре дах 
с раз лич ным со че та ни ем фи то гор мо нов, на блю да е мая че рез 4 и 6 недель, %

Fre qu en cy, %, of re ge ne ra ting me so co ty le ex p lants of four corn li nes on me dia with va rio us 
phy to hor mo ne com bi na ti ons af ter 4 we eks and 6 we eks of cul ti va ti on

Гор мо на ль ный
фон Ва ри ант*

4 нед 6 нед

4766 L-1 L-2 PB-179 4766 L-1 L-2 PB-179

Вы со кое 
со дер жа ние 
ци то ки ни нов

1 14,2±2,0 15,0±2,7 14,3±2,0 13,0±2,7 43,5±4,2 45,9±5,0 54,7±3,9 38,8±4,3

2 17,5±1,9 15,4±2,3 16,1±2,5 13,1±2,9 51,8±3,8 48,6±3,9 57,4±4, 8 42,5±5, 0

3 9, 7±2, 7 10,0±1,9 15,0±2,0 11,3±2,0 37,1±3,1 30,1±4,0 49, 0±3,3 37,5±2,9

4 10,1±1,8 11,4±3,0 16,7±2,9 12,0±2,6 38,7±2,9 35,4±4,6 50,0±4,8 39,0±3,2

Вы со кое 
со дер жа ние 
аук си нов

5 9,3±3,0 8,2±2,0 12,0±3,4 9,0±2,4 35,2±4,0 29,3±3,4 41,0±5,3 35,9±5,3

6 14,1±2,8 11,3±3,9 18,0±3,1 14,3±2,7 39,0±4,3 20, 0±4,0 59,0±5,1 44,0±5,4

7 5,4±1,7 6,0±1,7 8,9±2,2 4,5±2,0 18,3±3,0 33,7±3,9 42,9±4,1 14,3±3,5

8 3,1±1,3 2,0±1,4 8,0±2,5 2,5±1,1 19,4±2,9 25,0±3,7 29,0±3,8 23,3±3,7

Вы со кое 
со дер жа ние 
ци то ки ни нов

9 0 5,7±1,7 7,7±2,3 15,1±2,6 5,8±2,3 15,9±3,1 30,0±4,7 33,3±4,3

10 7,7±2,0 11,8±2,5 13,7±2,4 9,7±2,3 31,4±3,9 27,8±3,1 43,8±5,6 33,1±4,6

11 10,1±1,7 9,4±2,6 7,7±2,7 12,5±1,9 28,8±2,5 25,9±3,1 50±5,7 34,9±3,9

12 15,4±3,0 16,5±3,0 14,7±2,0 14,3±2,0 40,3±5,5 43,0±4,9 55,7±3,9 39,5±3,1

13 15,1±2,7 16,4±2,9 14,0±3,0 15,1±2,4 48,7±4,9 37,4±5,0 50,7±5,1 41,9±5,3

При ме ча ние: по лу жир ным шриф том по ка за ны дан ные по эк с п лан ту с наи бо лее вы со кой ча с то той ге не ра ции.
Da ta on ex p lant with the hig hest re ge ne ra ti on fre qu en cy are ty ped bold.
*Здесь и в табл.3 ком би на ции ре гу ля то ров ро с та, обо зна чен ные но ме ра ми ва ри ан тов, см. табл. 1
Here and in Tab le 3 for num bers of growth fac tors com bi na ti ons see Tab le 1.



блю да ли у ме зо ко ти лей ли нии L-2, ме нее эф фек -
тив ную – у 4766 и L-1; мак си ма ль ный про цент ре -
ге не ри ро вав ших эк с п лан тов со ста вил у этих ли -
ний 59,0%, 51,8 и 48,6 %, со от вет ст вен но. Наи -
мень шим этот по ка за тель был у РВ-179 – 44,0 %.
Не об хо ди мо так же от ме тить, что тка ни ли нии L-2
наи бо лее ак тив но ре а ги ро ва ли на гор мо на ль ный
со став сре ды. Даже при са мом не у дач ном со че та -
нии аук си нов и ци то ки ни нов (ва ри ан ты 8 и 9)
доля ре ге не ри ро вав ших по бе гов ме зо ко ти лей у
дан ной ли нии со став ля ла 29,0 и 30,0 % при мак си -
ма ль ном зна че нии 33, 3% для ва ри ан та 9 (см. табл. 2).

Та ким об ра зом, пред ло жен ные нами ком -
би на ции ци то ки ни нов и аук си нов ин тен сив но ин -
ду ци ру ют ре ге не ра цию ме зо ко ти лей у всех те с ти -
ру е мых ге но ти пов. 

Сред нее ко ли че ст во по бе гов-ре ге не ран тов,
об ра зо вав ших ся на од ном эк с п лан те, так же на хо -
ди лось в за ви си мо сти от гор мо на ль но го со ста ва
сре ды (см. табл. 3).

Для ге но ти пов 4766, РВ-179 и L-2 са мое
низ кое чис ло по бе гов было ха рак тер но при ис по ль -
зо ва нии сред с ки не ти ном (см. табл. 3, ва ри ант 9)
и/или с ма лым со дер жа ни ем 6-БАП на фоне вы со -
кой кон цен т ра ции 2,4-Д (ва ри ант 8). У ге но ти па
L-1 на ря ду с эти ми ва ри ан та ми гор мо на ль но го
со ста ва сре ды наи мень шее по бе го об ра зо ва ние
на блю да ли в ва ри ан те 7 (6-БАП – 2мг/л и НУК –
3 мг/л). НУК так же не сти му ли ро ва ла по бе го об -
ра зо ва ние у ге но ти пов 4766 и L-1 (ва ри ант 7). Во
всех оста ль ных слу ча ях, ког да кон цен т ра ция
6-БАП в ку ль ту ра ль ной сре де была вы со кой (бо -
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Та б ли  ца  3

Сред нее ко ли че ст во по бе гов-ре ге не ран тов, об ра зо вав ших ся на од ном эк с п лан те че рез 4 и 6 не дель
на сре дах с раз лич ным со че та ни ем фи то гор мо нов

Mean num ber of re ge ne ra ting sho ots  per ex p lant on me dia with va rio us phy to hor mo ne com bi na ti ons 
af ter 4 we eks and 6 we eks of cul tu ring

Гор мо на ль ный
фон Ва ри ант

4 нед 6 нед

4766 L-1 L-2 PB-179 4766 L-1 L-2 PB-179

Вы со кое 
со дер жа ние 
ци то ки ни нов

1 4,8±1,7 2,2±1,1 3,1±1,1 2,7±1,2 4,9±1,7 6,5±2,1 5,4±2,0 4,8±1,7

2 4,8±2,0 3,1±1,4 3,9±2,0 3,1±1,3 5,3±1,9 6,9±2,4 5,6±2,1 5,1±2,4

3 3,6±1,6 2,8±1,3 3,3±1,8 2,9±1,7 4,4±1,9 4,8±2,1 5,1±1,9 5,0±2,2

4 3,9±1,8 2,9±1,6 3,9±1,6 3,4±2,1 5,1±2,1 6,3±2,5 7,4±2,1 5,6±2,7

Вы со кое 
со дер жа ние 
аук си нов

5 3,1±1,1 3,0±1,3 3,3±1,2 3,0±1,6 4,2±1,5 5,6±1,9 4,9±1,4 5,0±2,3

6 3,6±1,4 3,5±1,4 3,3±1,3 3,1±2,0 4,7±2,3 5,9±2,0 6,7±2,3 5,6±2,2

7 2,4±2,0 1,9±1,2 2,6±1,2 3,4±1,7 3,3±2,2 3,0±1,5 5,0±1,6 4,5±1,9

8 2,6±1,7 2,2±1,1 2,0±1,7 2,4±1,3 2,9±1,9 3,3±1,3 3,7±2,1 3,1±1,9

Вы со кое 
со дер жа ние 
ци то ки ни нов

9 0 1,7±1,1 1,3±1,1 2,1±1,2 2,3±1,8 3,1±1,3 3,2±1,1 4,0±1,2

10 3,3±1,1 3,1±1,1 2,9±2,0 2,7±1,4 4,5±2,3 5,4±2,0 5,7±2,4 4,8±2,0

11 3,2±1,9 2,9±2,0 3,9±1,3 3,3±1,7 5,1±1, 9 6,3±2,0 7,4±1,5 4,4±1,7

12 4,1±2,0 3,3±1,3 3,8±1,2 3,3±1,4 5,3±2,1 6,0±1,4 7,5±1,8 5,0±2,0

13 4,3±1,7 3,3±1,8 3,1±1,4 3,0±1,7 5,4±2,0 5,3±1,8 5,4±1,6 5,1±2,0

При ме ча ние: по лу жир ным шриф том по ка за ны дан ные по эк с п лан там с наи бо лее эф фек тив ным по бе го об ра зо ва ни ем. 
Data on ex p lants with the most ef fi ci ent sho o ting are ty ped bold.



лее 2 мг/л), даже при вы со кой кон цен т ра ции аук -
си нов (2 мг/л 2,4-Д) от ме ча ли по вы шен ную ин -
тен сив ность ре ге не ра ции по бе гов на эк с п лан тах.
При этом у ге но ти пов 4766, РВ-179 и L-1 раз ни ца
в по ка за те лях не вы гля де ла до сто вер ной. То ль ко у
эк с п лан тов ли нии L-2 ци то ки ни ны в кон цен т ра -
ции 3 мг/л и бо лее вы зы ва ли до сто вер но луч шее
по бе го об ра зо ва ние (см. табл. 3, вар. 4, 6, 11 и 12).

В то же вре мя, сле ду ет от ме тить тен ден цию 
к сни же нию чис ла по бе гов с уве ли че ни ем со дер -
жа ния в сре де 2, 4-Д.

Важ ным об сто я те ль ст вом яв ля ет ся то, что
для всех ис сле ду е мых ге но ти пов от ме че но не зна -
чи те ль ное из ме не ние ко ли че ст ва об ра зо вав ших ся 
по бе гов при ре ге не ра ции ме зо ко ти лей (сред ний
по ка за те ль 4, 9–7,3).

Кор ре ля ци он ный ана лиз по зво лил уста но -
вить наи бо лее вы со кую взаи мо за ви си мость меж -
ду ре ге не ра ци он ной ак тив но стью ме зо ко ти лей и
ко ли че ст вом по бе гов на эк с п лант у ге но ти па 4766
(рис. 4). Не ско ль ко ме нь ший ко эф фи ци ент пар -
ной кор ре ля ции ха рак те рен для ли ний L-2 и

PB-179. У L-1 кор ре ля ция меж ду ре ге не ра цией
ме зо ко ти лей и ко ли че ст вом об ра зо вав ших ся на
них ре ге не ран тов ско рее сла бая (ко эф фи ци ент
кор ре ля ции 0,43). На осно ва нии этих по ка за те лей, 
мож но сде лать вы вод, что оба рас смат ри ва е мых
при зна ка – ча с то та по бе го об ра зо ва ния ме зо ко ти -
лей ку ку ру зы и ре ге не ра ци он ная спо соб ность са -
мих эк с п лан тов – а так же сте пень их кор ре ля ции
за ви сят от ге но ти па ма те рин ско го рас те ния.

По сле опре де лен но го пе ри о да ро с та ре ге -
не ран ты пе ре са жи ва ли для уко ре не ния на пи та те -
ль ную сре ду, со дер жа щую ИМК в кон цен т ра ции
0,2 мг/л, и ку ль ти ви ро ва ли в кли мо ка ме ре Sa nyo
WLR-351H (Япо ния) при тем пе ра ту ре от 22°С до
25°С, осве щен но сти 4 клк и 16-ча со вой про дол -
жи те ль но сти све то во го дня. Че рез 30 дней ку ль -
ти ви ро ва ния доля уко ре нив ших ся по бе гов до сти -
га ла 90 %.

За тем уко ре нив ши е ся по бе ги ку ку ру зы ли -
нии 4766 под вер га ли аг ро бак те ри а ль ной транс -
фор ма ции ме то дом, пред ло жен ным С.А. Да ни ло -
вой с со авт. [26]. От бор транс ген ных ре ге не ран тов
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Рис. 4. Кор ре ля ция меж ду ре ге не ра ци он ной ак тив нос -
тью ме зо ко ти лей и ко ли чес т вом по бе гов на эк с плант для раз -
лич ных ге но ти пов ку ку ру зы

Fig. 4. Correlation between mesocotyle regeneration
capacity and shoot number per explant in various corn genotypes

Рис. 3. Об ра зо ва ние ме рис те ма ти чес ких оча гов с пос ле ду ю щей ре ге не ра ци ей (а); от дель ные эк с план ты с ре ге не ран та -
ми (b, c)

Fig. 3. Formation of meristemal loci with following regeneration (а); individual explants with regenerants (b) and (c)



про во ди ли на сре де, со дер жа щей се лек тив ный ан -
ти би о тик гиг ро ми цин в кон цен т ра ции 20 мг/л.

У ре ге не ран тов, устой чи вых к се лек тив но -
му аген ту, ме то дом ПЦР про ве ря ли на ли чие
встав ки в ге ном рас те ния по се лек тив но му гену
устой чи во сти к ан ти би о ти ку гиг ро ми ци ну (hptII). 
Было уста нов ле но, что в ис сле ду е мых об раз цах
этот ген при сут ст ву ет (рис. 5), что сви де те ль ст ву -
ет о на ли чии це ле вой встав ки у ча с ти ис сле до ван -
ных ре ге не ран тов.

Так же была про ве де на ПЦР-диа гно с ти ка
аг ро бак те ри а ль ной кон та ми на ции по лу чен ных
ре ге не ран тов, ре зу ль та ты ко то рой сви де те ль ст во -
ва ли о ее от сут ст вии (рис. 6).

Та ким об ра зом, мы по ка за ли ком пе тен т -
ность ме зо ко ти лей про ро ст ков зре лых за ро ды -
шей ку ку ру зы оте че ст вен ной се лек ции к аг ро бак -
те ри а ль ной транс фор ма ции.

Од ним из ито гов на шей ра бо ты яви лось то,
что по ка за на воз мож ность ис по ль зо ва ния ме зо ко -
ти лей ку ку ру зы для ре ге не ра ции че ты рех ге но ти -
пов оте че ст вен ной се лек ции. Ак тив ную ре ге не ра -
цию во всех слу ча ях на блю да ли уже че рез ме сяц
по сле на ча ла ку ль ти ви ро ва ния. Че рез 6 нед в наи -
бо лее эф фек тив ных слу ча ях ре ге не ра ция пре вы -

ша ла 50%, что сви де те ль ст ву ет о вы со ком ре ге не -
ра ци он ном по тен ци а ле ис сле до ван ных ге но ти -
пов. Оп ти ма ль ны ми для ре ге не ра ции ме зо ко ти -
лей ку ку ру зы яв ля ют ся сре ды, со дер жа щие
6-БАП в кон цен т ра ции бо лее 2–3 мг/л в со че та -
нии с не бо ль шим со дер жа ни ем аук си нов.

В эк с пе ри мен тах с ме зо ко ти ля ми, так же,
как и с дру ги ми ви да ми эк с п лан тов, про я ви лась
за ви си мость ре ге не ра ции от ге но ти па. В свя зи с
этим для ин тен си фи ка ции по бе го об ра зо ва ния це -
ле со об раз но под би рать оп ти ма ль ные по со ста ву и 
кон цен т ра ции ре гу ля то ры ро с та для кон к рет но го
ге но ти па.

До ста точ но вы со кий ко эф фи ци ент ре ге не -
ра ции со зда ет пред по сыл ки к ис по ль зо ва нию
дан но го вида эк с п лан тов для про ве де ния ге не ти -
че ской транс фор ма ции этой ку ль ту ры. В дан ной
ра бо те по ка за на ком пе тен т ность ме зо ко ти лей ку -
ку ру зы к аг ро бак те ри а ль ной транс фор ма ции.

Ис по ль зо ва ние ме зо ко ти лей по срав не нию
с рас те ни я ми упро ща ет и уско ря ет про цесс по лу -
че ния эк с п лан тов ку ку ру зы. Этот при ем яв ля ет ся
эф фек тив ным и эко но ми че ски обо сно ван ным, так 
как по зво ля ет из бе жать тру до ем ко го и энер го -
зат рат но го эта па по лу че ния до нор ных рас те ний
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Рис. 6. Элек т ро фо рег рам ма про дук тов ПЦР с целью
кон т ро ля аг ро бак те риаль но го заг ряз не ния ре ге не ран тов
(VirB). До рож ки сле ва нап ра во: М – мар кер мо ле ку ляр ной
мас сы (Gene Ruler 1kb DNA Ladder); В – вода; ТК – от ри ца -
тель ный кон т роль (нет ран с ген ное рас те ние ку ку ру зы); TA2,
TA4, TA5 – про ве ря е мые об раз цы ре ге не ран тов; КА – по ло -
жи тель ный кон т роль (штамм аг ро бак те рии AGLO)

Fig. 6. Electrophoresis of PCR products in order to assess
agrobacterial contamination (VirB). Lanes from left to right: M,
molecular mass marker (Gene Ruler 1kb DNA Ladder); B, water;
TK, negative control (nontransgenic corn plant); TA2, TA4 and
TA5, investigated regenerant samples; КА, positive control
(Agrobacterium AGLО strain)

Рис. 5. Элек т ро фо рег рам ма про дук тов ам п ли фи ка -
ции фраг мен та гена hptII. До рож ки сле ва нап ра во: М – мар -
кер мо ле ку ляр ной мас сы (Gene Ruler 1kb DNA Ladder); TK –
от ри ца тель ный кон т роль (нет ран с ген ное рас те ние ку ку ру -
зы); ТA1, TA2, TA3, TA4, TA5 – про дук ты ам п ли фи ка ции
фраг мен та гена hptII у ус той чи вых к ан ти би о ти ку ре ге не ран -
тов; КА – по ло жи тель ный кон т роль (тран с ген ная ку ку ру за
MON 810)

Fig. 5. Electrophoresis of amplification products of gene
hptII fragment. Lanes from left to right: M, molecular mass
marker (Gene Ruler 1kb DNA Ladder); TK, negative control
(nontransgenic corn plant); ТA1, TA2, TA3, TA4 and TA5,
amplification products of gene hptII fragment in
antibiotic-resistant regenerants; КА, positive control (transgenic
corn MON 810)



в теп лич ных усло ви ях и, кро ме того, устра ня ет
не у доб ст ва, свя зан ные с се зон но стью. По лу чен -
ные дан ные сви де те ль ст ву ют о пер с пек тив но сти
при ме не ния ме зо ко ти лей для раз ра бот ки ме то дов 
Ag ro bac te ri um-опо сре до ван ной транс фор ма ции ис -
пы тан ных элит ных ли ний ку ку ру зы.

Ра бо та была вы пол не на с ис по ль зо ва ни ем
на уч но го обо ру до ва ния Цен т ра кол лек тив но го по ль -
зо ва ния «Био тех но ло гия» ФБГНУ ВНИИ СБ.
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Ab s t ract – The com pe ten ce to ag ro bac te ri al tran s for ma ti on of four corn me so co ty le li nes, 4766, RB-179, L-1, L-2 and con di ti ons for
the ir in vit ro  re ge ne ra ti on have been stu ded. The re ge ne ra ti on of the corn me so co ty les was ob ser ved in me dia con ta i ning va rio us auxins
and cy to ki nins com bi na ti ons. The ef fi ci en cy of the pro cess de pen ded on qu a li ta ti ve and qu an ti ta ti ve com po si ti ons of growth re gu la tors.
The fre qu en cy of re ge ne ra ted ex p lants and the ave ra ge num ber of sho ots for med at one ex p lant in c re a sed with gro wing cy to ki nin 6-BAP
and de fo li ant Dropp (thi di a zu ron) con cen t ra ti ons in the me di um. 6-BAP (3–5 mg/L) and Dropp (3 mg/L) in com bi na ti on with auxins
(IUK, 0.5 mg/L and 2.4-D, 2 mg/L) were shown to be most ef fec ti ve for the me so co ty le re ge ne ra ti on. The num ber of re ge ne ra ted ex p -
lants re ac hed 59.0%, whe re as the ave ra ge num ber of sho ots per ex p lant was 7.5 for 6 we eks of cul ti va ti on. The ro o ting and gro wing of
re ge ne ra ted sho ots was suc ces sful ly car ri ed out on the MS me di um sup ple men ted with 0.2 mg/L IMK. To as sess the com pe ten ce of the
me so co ty le, Ag ro bac te ri um tu me fa ci ens-me di a ted tran s for ma ti on (ATMT) was per for med using an AGL0 stra in con ta i ning a ge ne tic
con s t ruc ti on of pVe cAc tI-GUS that en co des a re por ter ge ne uidA un der the con t rol of the pro mo ter for the ac tin-en co ding Ac tI rice gene
and con ta ins a se lec ti on gene hptII of hyg ro my cin re sis tan ce. A few re ge ne rants with the re sis tan ce to the se lec ti ve agent were shown by
PCR to con ta in the in ser ti on of the an ti bi o tic-re sis tan ce gene (hptII) in the ir ge no mes. Thus, the po ssi bi li ty of using corn me so co ty les as
ex p lants for ag ro bac te ri al tran s for ma ti on was shown. 

Key words: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT), auxins, 6-BAP, cytokinins, 2,4-D, Dropp, IMA, IAA,
kinetin, NAA, regeneration in vitro, Zea mays L.
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