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ВПЛИВ ІНДОЛІЛМАСЛЯНОЇ КИСЛОТИ НА РЕГЕНЕРАЦІЮ
ГІБРИДІВ КУКУРУДЗИ В КУЛЬТУРІ IN VITRO

Підвищення регенераційного потенціалу в культурі in vitro кукурудзи є актуальним за-
вданням біотехнологічного забезпечення селекційного процесу. Метою дослідження була хара-
ктеристика впливу фітогормону ауксинового ряду індолілмасляної кислоти (ІМК) на здат-
ність до регенерації in vitro гібридів цієї культури. В результаті проведеного дослідження
встановлено, що ІМК у концентрації 0,1 мг/л позитивно впливає на регенерацію рослин з калус-
ної тканини ІІ типу гібридів сучасних вітчизняних ліній і класичних ліній з високою регенера-
ційною здатністью. Доведено суттєвий вплив генотипу калусної тканини досліджених гібри-
дів на її регенераційну здатність на фоні різних концентрацій ІМК.

Ключові слова: Zea mays L.; калусна тканина; in vitro; фітогормони; біотехнологія
рослин.

Increasing the regeneration potential of maize culture in vitro is an urgent task of
biotechnological accompaniment of the breeding process. The purpose of the study was to
characterize the influence of the auxin phytohormone indolylbutyric acid (IBA) on the ability of maize
hybrids to regenerate in vitro. It was established that IBA at a concentration of 0.1 mg/L has a positive
effect on plant regeneration from type II callus tissue of hybrids of modern native lines and classic
lines with high regeneration capacity. The significant influence of callus tissue genotype of the
investigated hybrids on its regenerative ability under the different concentrations of IBA was proven.

Keywords: Zea mays L.; callus tissue; in vitro; phytohormones; plant biotechnology.

Постановка проблеми
Сучасна селекція кукурудзи (Zea mays L.) базується на використанні явища гетерозису,

який забезпечує суттєве зростання врожайності гібридів, особливо першого покоління, порів-
няно із батьківськими формами. Створення і підбір ліній, які стануть батьківськими компонен-
тами високопродуктивних гібридів,  —  складне і тривале у часі завдання,  яке вирішується в
тому числі із застосуванням сучасних методів біотехнології, зокрема, клітинної і генетичної
інженерії Однак, реакція вихідних популяцій, ліній і гібридів кукурудзи на культивування in
vitro на кожному окремому морфогенетичному етапі є вкрай залежною від генотипу донорного
матеріалу. З цієї причини актуальним є вивчення та оптимізація біотехнологічного потенціалу
не тільки ліній, а і комерційних гібридів кукурудзи.

Аналіз останніх досліджень та публікацій
Регенерація рослин in vitro є важливим морфогенетичним етапом в клітинній і генетич-

ній інженерії. Від ефективності регенераційної здатності залежить успіх біотехнологічних дос-
ліджень з отримання сомаклональних варіантів, селекції in vitro, генетичної трансформації то-
що [1—3]. Регенераційний потенціал калусної тканини є генетично контрольованим [4]. Він
також залежить від онтогенетичних особливостей та морфогенетичного потенціалу калусної
тканини, складу живильних середовищ для калусогенезу і регенерації, зокрема вмісту фітогор-
монів [5—7] та ін.

За існуючими уявленнями калусні тканини рослин переходить до регенерації за суттє-
вого зменшення вмісту ауксинів в живильному середовищі та доповнення його фітогормонами
інших класів — цитокінінами або гіберелінами [8—10]. Загалом ауксини і, зокрема, індолілма-
сляна кислота (ІМК), позитивно впливають на ризогенез регенерантів кукурудзи [11, 12]. Разом
з тим, відомо, що ІМК у поєднанні з цитокінінами виявляє позитивний вплив на регенераційну
здатність in vitro у рослин. Існують свідчення про успішну регенерацію in vitro пагонів кукуру-
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дзи з ембріоїдів на живильному середовищі з мінеральною основою MS з додаванням 1,8 мкМ
ауксину ІМК та 2,25 мкМ цитокініну 6-бензиламінопурину (6-БАП) [13], на живильному сере-
довищі з мінеральною основою MS з додаванням у різних концентраціях ауксину нафтилоцто-
вої кислоти та цитокінінів 6-БАП і кінетину [14]. Проте, ретельне дослідження особливостей дії
ауксину ІМК на регенераційний потенціал Z. mays не здійснювалося.

В культурі in vitro кукурудзи здатні утворюватися компактні калуси білого або жовтого
кольору, які швидко переходять до регенерації (калус І типу) і крихкі білі або прозорі калуси,
які за регулярного субкультивування підтримуються in vitro значний проміжок часу (калус ІІ
типу) [15], а значить мають більший потенціал до сомаклонального варіювання. Вплив фітого-
рмонів частіше вивчався для калусів І типу [10, 11], а реакція калусів ІІ типу на дію фітогормо-
нів майже не досліджена.

Регенерація рослин in vitro у кукурудзи може здійснюватися, по-перше, через соматич-
ний ембріогенез — процес утворення двополюсної структури, яка виникає без запліднення, але
за морфологією аналогічна зиготичному зародку, зокрема має стебловий і кореневий апекси та
сем’ядолю. По-друге — через органогенез, тобто несполучений розвиток стеблової та корене-
вої меристем [16]. За останніми дослідженнями під час переходу до регенерації через соматич-
ний ембріогенез в калусній тканині кукурудзи змінюється рівень певних транскриптів, зокрема
мікроРНК Zma-miR528, яку розглядають як регулятор трансляції продуктів транскрипції генів,
активних під час калусогенезу. Вважається, що Zma-miR528 має неповну компліментарність до
декількох цільових мРНК, що призводить до їхнього зв’язування і деградації [17]. У зв’язку із
даними про залучення мікроРНК в регуляцію розвитку рослин через сигналінг ауксинів [18]
дослідження впливу фітогормону ауксинового ряду на морфогенез і регенерацію рослин куку-
рудзи in vitro набувають не тільки практичного, але і теоретичного значення. Останні дослі-
дження органогенезу у рослин також показали суттєву роль фітогормонів, зокрема цитокінінів
в його регуляції через механізми сигнальної трансдукції, епігенетичного перепрограмування та
інші [19]. Узагальнюючий аналіз морфогенезу у рослин in vitro на основі даних протеоміки і
метаболіки [20] показав їхнє значне варіювання між видами, генотипами, стадіями розвитку, за
різних умов культивування, що підтверджує необхідність розширення досліджень гормональ-
ної регуляції регенерації через соматичний ембріогенез та органогенез in vitro.

Формулювання мети дослідження
Метою дослідження була характеристика впливу фітогормону ауксинового ряду індолі-

лмасляної кислоти у концентраціях 0,1 та 0,2 мг/л на регенераційну здатність in vitro у гібридів
кукурудзи.

Виклад основного матеріалу
Дослідження проводили для калусної тканини ІІ типу семи пар прямих і зворотних гіб-

ридів кукурудзи між лініями комерційної зародкової плазми Ланкастер (ДК633, ДК3070, ДК236
та ДК267) Дніпровської селекційної програми і лініями з високою регенераційною здатністю
А188, Chi31 і PLS61 однойменних плазм. Лінії плазми Ланкастер ДК633, ДК3070, ДК236 та
ДК267 входять як батьківські форми до сучасних комерційних гібридів кукурудзи. Лінії А188,
Chi31 і PLS61 розглядаються як стандарти високої регенераційної здатності у біотехнології
кукурудзи [21, 22].

Для ініціації калусної тканини використовували ізольовані незрілі зародки довжиною
1,0—1,5 мм у віці 10—12 діб, які експлантували in vitro щитком догори на середовище для ін-
дукції калусогенезу,  яке містило макро-,  мікросолі та вітаміни середовища N6 [23], доповнені
100 мг/л інозитолу, 100 мг/л гідролізату казеїну, 690 мг/л L-проліну, 60 г/л сахарози, 10 мг/л
нітрату срібла, 1,0 мг/л 2,4-дихлорфеноксіоцтової кислоти, 0,1 мг/л абсцизової кислоти, 7 г/л
агару. Із започаткованої культури відбирали калуси ІІ типу і субкультивували їх на тому само-
му середовищі впродовж 90 діб. На 91-у добу калуси переносили на модифіковане середовище
MS для індукції регенерації, яке містило макро-, мікросолі та вітаміни MS [24], 100 мг/л інози-
толу, 100 мг/л гідролізату казеїну, 690 мг/л L-проліну, 20 г/л сахарози, 6 г/л агару та залежно
від варіанту експерименту — 0,1 або 0,2 мг/л ІМК. Як контрольне використовували середовище
для індукції регенерації того самого складу, але без ІМК. Культивування проводили за темпе-
ратури 26 оС та 16-годинного фотоперіоду.
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Частоту загальної регенерації розраховували як процентне відношення кількості калу-
сів, які характеризувалися будь-яким типом регенерації (утворення пагону, листоподібних
структур), до загальної кількості культивованих калусів на 30-у добу після трансплантації калу-
сів на середовище для індукції регенерації. Кількість рослин-регенерантів на 100 калусів визна-
чали як кількість рослин-регенерантів, отриманих за весь період регенерації, у перерахунку на
100 культивованих калусів. Дані в таблицях представлено у вигляді D±х , де х — середнє
арифметичне значення показника, D  — довірчий інтервал, розрахований як Δ = m·t0,05, де m —

похибка середнього арифметичного, t0,05 — критерій Ст’юдента за рівня значущості 0,05 [25].
В результаті досліджень встановлено,  що процес регенерації рослин (рис.1)  полягав у

закладанні стеблових бруньок,  коренів та ембріоїдів на калусах ІІ типу та їхньому розвитку в
умовах освітлення в рослинки і листоподібні структури зеленого кольору.

Рис. 1. Регенерація рослин кукурудзи з калусної тканини ІІ типу на модифікованому се-
редовищі для індукції регенерації MS із додаванням 0,1 мг/л індолілмасляної кислоти: 1 — рос-
линки із стеблом і листками, 2 — листкоподібні структури

Частота загальної регенерації за додавання 0,1  мг/л ІМК достовірно зросла у 2,1  раза
порівняно з контролем без ІМК та у 1,9 раза порівняно із варіантом з 0,2 мг/л ІМК. ІМК (0,1
мг/л) у середовищі індукції регенерації сприяла достовірному збільшенню кількості рослин-
регенерантів до 19,5±4,3 шт./100 калусів, що у 2 рази більше порівняно з їхньою кількістю на
контрольному середовищі та у 3 рази більше, ніж на середовищі з 0,2 мг/л ІМК (табл. 1).

Таблиця 1.  Вплив ІМК на регенерацію з калусної тканини ІІ типу у гібридів кукурудзи
між лініями плазми Ланкастер та лініями-стандартами

Вміст ІМК у середовищі
для індукції регенерації,

мг/л

Кількість культиво-
ваних калусів, шт.

Частота загальної
регенерації, %

Кількість рослин-
регенерантів (шт.) на

100 калусів

0 186 15,6±5,3 9,7±4,3
0,1 334 32,1±7,7 19,5±4,3
0,2 186 17,0±5,5 6,5±3,6
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Оцінюючи показники регенерації з калусної тканини ІІ типу за впливу 0,1 мг/л ІМК для
більшої чисельності гібридів між лініями плазми Ланкастер з лініями-стандартами можна помі-
тити, що на регенераційну здатність впливав генотип калусної тканини (табл. 2). Відповідно до
значень проаналізованих показників досліджені генотипи продемонстрували варіювання здат-
ності до регенерації. Найбільше значення частоти загальної регенерації спостерігалося у
ДК236хChi31, а найменьше –– у PLS61хДК236. Найбільша кількість рослин-регенерантів на
100 калусів за дії 0,1 мг/л ІМК приходилася також на гібрид ДК236хChi31, найменша — на
PLS61хДК236. Для реципрокних гібридів спостерігали тенденцію до певного збільшення пока-
зників на фоні 0,1 мг/л ІМК за використання як материнської форми ліній-стандартів
(А188хДК633, Chi31хДК3070, PLS61хДК267), а у інших — ліній Ланкастер (ДК633хChi31,
ДК236хChi31, ДК633хPLS61, ДК236хPLS61). Засвідчена невідповідність між частотою загаль-
ної регенерації та кількістю рослин-регенерантів на 100 калусів для гібридів ДК633хChi31,
ДК236хChi31, ДК267хPLS61, ДК633хPLS61 та їхніх реципроків. Невідповідність для деяких
досліджених гібридів між показниками «частота загальної регенерації» та «кількість рослин-
регенерантів на 100 калусів» пов’язана з тим, що перший показник враховує не тільки сформо-
вані рослинки зі стеблом і листками, але і листкоподібні структури, які розвиваються на калу-
сах, але не мають стебла і не можуть далі розвиватися в повноцінні рослини. Другий показник
враховує лише рослинки, які потенційно здатні до перенесення у ґрунт. Як видно з представле-
них результатів, повноцінних рослинок серед регенерованих структур було близько 60 %, а
40 % припадало на листкоподібні структури.

Таблиця 2. Регенерація з калусів ІІ типу у гібридів кукурудзи між лініями Ланкастер та
лініями-стандартами на середовищі для індукції регенерації з 0,1 мг/л ІМК

Гібрид
Кількість дослі-
джених калусів,

шт.

Частота загальної
регенерації, %

Кількість рослин-
регенерантів (шт.)

на 100 калусів

ДК633хА188 20 5,0 5,0
А188хДК633 20 15,0 15,0
ДК633хChi31 28 39,3 25,0
Chi31хДК633 8 25,0 12,5
ДК3070хChi31 12 25,0 8,3
Chi31хДК3070 16 37,5 37,5
ДК236хChi31 16 75,0 68,8
Chi31хДК236 8 37,5 25,0
ДК267хPLS61 35 22,9 14,3
PLS61хДК267 69 34,8 18,8
ДК633хPLS61 15 33,3 13,3
PLS61хДК633 26 15,4 11,5
ДК236хPLS61 38 13,2 13,2
PLS61хДК236 23 4,4 4,3
За усіма гібридами 334 32,1±7,7 19,5±4,3

Отже, у нашому дослідженні з 90-добовою калусною тканиною кукурудзи за викорис-
тання фітогормону ауксинової природи ІМК (0,1 мг/л) у середовищі для індукції регенерації
вдалося досягти частоти загальної регенерації на рівні 32,1±7,7 % і кількості рослин-
регенерантів 19,5±4,3 шт./100 калусів. У роботі К. М. Pathi et al. [14] наявність ауксину нафти-
лоцтової кислоти (НОК) на фоні цитокінінів 6-БАП та кінетину взагалі мало визначальний
ефект для 21-добової калусної тканини кукурудзи, оскільки без НОК регенерація не відбувала-
ся. Автори встановили, що серед досліджених концентрацій фітогормонів найвищі показники
регенерації (частота регенерації на рівні 90,23 % та 90,0 рослин/100 калусів) забезпечувало по-
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єднання ауксину НОК (0,5 мг/л) та цитокінінів 6-БАП (2,0 мг/л) та кінетину (1,0 мг/л). Нижчий
рівень відповідних показників у нашому дослідженні, порівняно з роботою [14], може бути як
генотипово зумовленим, так і визначатися різним типом, віком калусної тканини та фітогормо-
нальним складом живильного середовища для індукції регенерації. У дослідженні A.
Manivannan et al. [26] для індукції регенерації з 30-добової калусної тканини ліній кукурудзи
було використано модифіковане середовище MS із додаванням індолілоцтової кислоти
(0,5 мг/л) та 6-БАП (1,0 мг/л). Частота регенерації в даному дослідженні коливалася в діапазоні
від 3,3  % до 12,2  % залежно від генотипу,  що значно нижче отриманих нами результатів для
гібридів.

У дослідженні M. Guruprasad et al. [11] у місцевого генотипу кукурудзи на фоні 0,5 мг/л
БАП і 0,5 мг/л кінетину на 100 умовних калусів утворилося 420 рослинок, що є досить високим
результатом. J. Muoma et al. [27] отримали 58—99 рослинок/100 калусів у гібридних комбінацій
тропічних ліній, що приблизно відповідає результату, отриманому для досліджених гібридів
Дніпровської селекційної програми. Для танзанійських вільнозапильних сортів кукурудзи рі-
вень регенерації на різних за складом середовищах досяг 5,4—30,8 рослинок на 100 калусів
[28]. Посухо- та хворобостійкі іранські лінії кукурудзи виявили суттєво вищий, до 440 росли-
нок на 100  калусів,  рівень частони регенерації [29].  На нашу думку,  такі розбіжності в рівні
регенерації, отримані різними дослідниками, перш за все пояснюються генотиповим ефектом та
засвідчують необхідність розробки біотехнологій калусогенезу і регенерації рослин в культурі
in vitro для ліній і гібридів конкретної селекційної програми. Проведена нами оптимізація скла-
ду живильного середовища для регенерації in vitro гібридів кукурудзи дозволить доповнити
біотехнологічну характеристику плазми Ланкастер, ширше застосовувати її генотипи у клітин-
ній селекції, генетичній трансформації і класичній селекції.

Висновки
Проведене дослідження показало, що індолілмасляна кислота позитивно впливає на ре-

генерацію рослин кукурудзи з калусної тканини ІІ типу у концентрації 0,1 мг/л. Встановлено,
що калуси ІІ типу гібридів за участі вітчизняних ліній плазми Ланкастер ДК633, ДК3070,
ДК236 та ДК267 мають здатність до регенерації рослин в культурі in vitro.

За додавання 0,1 мг/л ІМК до середовища індукції регенерації частота загальної регене-
рації збільшилася у 2,1 раза відносно контролю без ІМК та у 1,9 раза відносно 0,2 мг/л ІМК;
кількість рослин-регенерантів на 100 калусів збільшилася у 2 рази порівняно із контролем і у 3
рази відносно варіанта з 0,2 мг/л ІМК.

Доведено суттєвий вплив генотипу калусної тканини досліджених гібридів на її регене-
раційну здатність. Найвище значення частоти загальної регенерації відзначено у ДК236хChi31
(75,0 %), а найнижче — у PLS61хДК236 (4,4 %). Найбільшу кількість рослин-регенерантів на
100 калусів на фоні 0,1 мг/л ІМК було отримано так само у гібрида ДК236хChi31 (68,8 шт./100
калусів), найменшу — у PLS61хДК236 (4,3 шт./100 калусів).

Отримані результати можуть бути використані для оптимізації біотехнології калусоге-
незу та регенерації рослин кукурудзи в культурі in vitro та для підвищення виходу сомаклона-
льних варіантів з тривалокультивованої калусної тканини для використання в селекційному
процесі.
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THE EFFECT OF INDOLYLBUTYRIC ACID ON THE REGENERATION
OF MAIZE HYBRIDS IN VITRO
Denysiuk K., Satarova T.

Abstract
Еру Optimization of the regeneration potential in vitro for maize (Zea mays L.) hybrids with

the participation of perspective inbreds is an actual task for biotechnological maintenance of this im-
portant crop breeding process.

The purpose of the research was the investigation of the effect of the auxin phytohormone —
indolylbutyric acid (IBA) on the in vitro regeneration capacity of maize hybrids. The task of the work
was to determine the effect of IBA in concentrations of 0.1 and 0.2 mg / L on the total regeneration
frequency from type II callus tissue, as well as on the number of regenerated plants per 100 calli. The
material of the study was 90-day type II callus tissue of maize hybrids between inbreds DK633,
DK3070, DK236 and DK267 of Lancaster germplasm from the Dnipro breeding program and inbreds
with high regeneration capacity A188, Chi31 and PLS61. The method of cell, tissue and organ culture
in vitro was used. The initiation of plant regeneration from callus tissue was performed on the mineral
MS medium, supplemented with 100 mg / L inositol, 100 mg / L casein hydrolysate, 690 mg / L L-
proline, 20 g / L sucrose, 6 g / L agar, and 0.1 or 0.2 mg / L IBA.
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It was found that IBA significantly affected the maize hybrids’ regeneration capacity. With 0.1
mg / L IBA in the medium, the total regeneration frequency increased up to 32.1 ± 7.7 %, compared to
the control without IBA (15.6 ± 5.3 %) and to 0.2 mg / L IBA (17.0 ± 5.5 %). IBA (0.1 mg / L) contri-
buted also to the increase of the number of regenerated plants up to 19.5 ± 4.3 pcs/100 calli, compared
with their number without IBA (9.7 ± 4.3 pcs/100 calli) and with 0.2 mg / L IBA (6.5 ± 3.6 pcs/100
calli). The genotype of callus tissue significantly affected the regeneration ability of the hybrids. The
highest number of regenerated plants per 100 calli under 0.1 mg / L IBA was obtained in hybrid
DK236xChi31 (68.8 pcs/100 calli), the smallest one — in PLS61xDK236 (4.3 pcs/100 calli). The
highest total regeneration frequency was observed for DK236xChi31 (75.0 %), and the lowest —for
PLS61xDK236 (4.4 %) as well.

 In the perspective the obtained outcomes can be used to optimize the biotechnology of maize
callusogenesis and plant regeneration in vitro and to increase somaclonal production from long-term
cultivated calli for application in breeding process.
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