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вдОскОналення технОлОгії стериліЗації для мікрОклОнальнОгО рОЗ-
мнОження гіБриднОї кукурудЗи (ZEA MAYS L.)

наведено результати досліджень щодо можливості вдосконалення елементів технології мікро-
клонального розмноження гібридної кукурудзи (Zea mays L.). Показано переваги пророщуван-
ня насіння кукурудзи в чашках Петрі на зволоженому дистильованою водою фільтрувальному 
папері, за температури 20–22 °C і вологості повітря 85–87%, що забезпечило отримання 
матеріалу для заготовки спроможних до ефективної проліферації експлантів. Зроблено висновок, 
що технології in vitro можуть бути використані як біотехнологічна ланка у селекційному процесі 
та насінництві для прискореного розмноження гібридів кукурудзи та їх компонентів.

Вступ
Починаючи з другої половини минулого сторіччя 

методи біотехнології знаходять все більше застосу-
вання в селекції та насінництві рослин [1–4]. для 
багатьох трав’янистих рослин, насамперед суниці, 
картоплі, багатьох овочевих, квітково-декоративних, 
деяких лікарських та інших спроможних до вегета-
тивного розмноження традиційними методами рос-
лин вже розроблено економічно ефективні технології 
розмноження in vitro з високими показниками коефі-
цієнта розмноження [4–9]. Однак прискорене роз-
множення як гібридів кукурудзи, так і їх компонентів 
(насамперед чоловічо-стерильного материнського) 
in vitro має сенс лише тоді, коли в процесі мікрокло-
нування спадковість особини, що розмножується, 
залишається недоторканою [3, 10, 11].

у селекції кукурудзи виникає низка специфіч-
них труднощів зумовлених моноецією цієї росли-
ни, потребою в перехресному запиленні для фор-
мування якісного насіння, самонесумісністю, що 
хоча й забезпечує біологічний механізм постійного 
перехресного запилення, однак ускладнює гомо-
генізацію вихідного матеріалу методами інбридин-
гу тощо, які гальмують селекційний процес. тому 

розробка і вдосконалення способів прискорення 
селекції взагалі і зокрема швидкого розмноження 
найціннішого вихідного матеріалу належить до 
найважливіших селекційних завдань [12–15]. 
найбільші перспективи в цьому напрямі селек-
ціонери кукурудзи пов’язують з біотехнологією, 
насамперед з мікроклональним розмноженням 
материнських компонентів гетерозисних гібридів, 
адже для збереження достатніх рівнів стабільності 
генотипу під час розмноження чоловічо-стериль-
них матеріалів традиційними способами дово-
диться створювати і розмножувати закріплювачі 
стерильності і виконувати цілий комплекс загай-
них і вартісних заходів [16–18].

Багато дослідників вважають також привабливи-
ми перспективи вегетативного розмноження in vitro 
одержаних унаслідок ручної кастрації і запилення 
гібридів кукурудзи з виробництвом ембріоїдного на-
сіння, яке може продукуватися у вигляді придатних 
до сівби сівалкою гранул, що складаються з гідроге-
лю, живильного середовища і соматичного ембріоїда 
та має оболонку, утворену взаємодією гідрогелю 
з рослинною дубильною речовиною і карбонатом 
кальцію [19].



ISSN 2220-1114. автохтонні та інтродуковані рослини. випуск 11. 2015   131

Матеріали та методи досліджень
експериментальні дослідження проводили 

у біотехнологічній лабораторії кафедри генетики, 
селекції рослин та біотехнології уманського націо-
нального університету садівництва. вивчали мож-
ливість мікроклонального розмноження кукурудзи 
(Zea mays L.) на прикладі гетерозисного гібри-
да F1 Піонер-гран 3978 селекції Ф. м. Парія зі 
співробітниками [20]. для підготовки до мікрокло-
нального розмноження з метою відбору найбільш 
ефективних експлантів гібридів кукурудзи нами було 
поставлено на пророщування у чашки Петрі по 50 
насінин цього гібрида у кожному з чотирьох варі-
антів. у першому варіанті матеріал пророщували 
у стерильній дистильованій воді на фільтрувальному 
папері у світлових умовах, у другому —  у такій же 
воді на фільтрувальному папері у темнових умовах, 
у третьому варіанті —  на ґрунтовій суміші (яка вклю-
чала 2/3 ґрунту і 1/3 піску) у світлових умовах, 
а у четвертому —  на ґрунтовій суміші (з тим самим 
співвідношенням ґрунту і піску) у темнових умо-
вах. у першому і третьому варіантах насіння про-
рощували в термостаті при температурі 20–22 °с. 
у другому і четвертому —  в лабораторній кімнаті за 
температури 18–20 °с і вологості 75–80%.

Після визначення найкращих умов для пророщу-
вання насіння перед нами постало завдання з’ясувати 
особливості застосування загальновживаних і нових 
стерилізаторів та підібрати оптимальні режими для 
ефективної стерилізації проростків кукурудзи.

стерилізацію починали зі стерилізації приміщення 
та інструментів, а потім стерилізували рослинний 
матеріал. Проростки рослинного матеріалу зрізували 
скальпелем притримуючи пінцетом, які пропарювали 
при температурі 180–200 °с. Перед стерилізаці-
єю для змивання грибкової і бактеріальної інфекції 
проростки промивали мильною і стерильною водою 
впродовж 15–20 хвилин. у ламінар-боксі прово-
дили стерилізацію експлантів і переносили їх на жи-
вильне середовище мурасіге і скуга з половинним 
вмістом солей.

За стерилізатори використовували гіпохлорит на-
трію та перкарбонат натрію (відповідно хлоридний та 
кисневий відбілювачі). гіпохлорит натрію, як контр-
ольний стерилізатор, застосовували у багаторазово 

перевіреній у попередніх дослідах концентрації роз-
водячи комерційний відбілювач «Білизна» стериль-
ною дистильованою водою у співвідношенні 1:3. 
Перкарбонат натрію використовували у трьох кон-
центраціях: 5, 10 і 20%. стерилізацію та введення 
експлантів у стерильну культуру [1, 2, 18], обліки 
і спостереження здійснювали за загальновживаними 
методиками [21, 22]. статистичний аналіз отрима-
них даних проводили за р. Фішером [23].

Результати досліджень та їх обговорення
успіх мікроклонального розмноження кукурудзи, 

як і будь-якої іншої рослини, залежить від серед-
овища, умов пророщування, а головне, від наявності 
(чи відсутності) інфекції не лише на поверхні на-
сіння, а й прихованої інфекції, що може проявитись 
на певних етапах подальшого розвитку. внаслідок 
спостережень за швидкістю проростання насіння 
з’ясувалось, що у першому варіанті, на зволожено-
му дистильованою водою фільтрувальному папері 
в світлових умовах, на п’яту добу отримано 26 про-
рослих насінин, що перевищило 50% від числа по-
ставлених на пророщування, на сьому добу їх кіль-
кість становила 36, а на десяту добу досягла 46 шт., 
що становить 92%. на зволоженому фільтруваль-
ному папері у темнових умовах кількість пророслих 
насінин була меншою на 6, 7 і 6 шт. відповідно на 5, 
7 та 10-у добу (рис. 1).

аналізуючи діаграму можна дійти висновку, що 
четвертий (ґрунтові суміші в темнових умовах) і тре-
тій (ґрунтові суміші в світлових умовах) варіанти були 
менш ефективними варіантами пророщування насін-
ня, ніж пророщування на фільтрувальному папері. так 
у третьому варіанті на п’яту добу кількість пророслих 
насінин кукурудзи становила три штуки, на сьому —  
11, та 30 на десяту добу. Порівняно з третім варіан-
том, дещо меншу кількість пророслих насінин отри-
мано на ґрунтовій суміші в темнових умовах —  одну 
і чотири штуки відповідно на п’яту і сьому, тоді як на 
десяту добу кількість пророслого насіння становила 
28 штук, що близька до показника пророщування на 
ґрунтовій суміші в світлових умовах.

Отже, кращі умови для пророщування насіння 
склалися на дистильованій воді у світлових умовах 
(рис. 2.). гіршими вони були на ґрунтовій суміші 
в темнових умовах (рис. 3).
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рис. 1. кількість пророслого насіння гетерозисного гібриду кукурудзи Піонер-гран 3978 залежно від 
середовища та умов пророщування, шт.

рис. 2. Проростки насіння на зволоженому 
дистильованою водою фільтрувальному папері 

в світлових умовах

рис. 3. Проростки насіння на ґрунтовій суміші 
у темнових умовах

у названих варіантах відповідно отримано 91,6% 
та 56,4% проростків За пророщування на зволоже-
ному дистильованою водою фільтрувальному папері 
в темнових умовах вихід стерильного біоматеріалу 
для in vitro, був на 10,8% меншим, ніж у світлових 
умовах, тоді як на ґрунтових сумішах різниця між 
світловими і темновими умовами пророщування не 
виходила за межі нір05 (табл. 1).

слід відмітити, що на початковому етапі куль-
тивування in vitro бактеріально-грибкові інфекції 
найменше проявились за використання експлантів 
отриманих у варіанті пророщування насіння на дис-
тильованій воді у світлових умовах. При цьому част-
ка інфікованих експлантів не перевищувала 17,4, 
тоді як за пророщування насіння на ґрунтовій суміші 
у темнових умовах частка інфікованого матеріалу 
досягла 80,2%. За інших варіантів пророщування 
насіння відсоток інфікованого матеріалу варіював від 
31 до 45 відсотків.

З’ясувалось, що швидкий ріст і розвиток рос-
линного матеріалу було досягнено у першому варіан-
ті —  при пророщуванні на змоченому дистильованою 
водою фільтрувальному папері в світлових умовах, 
температурі 20–22 °с і вологості повітря 85–87%, 
тому у своїх подальших дослідженнях для проро-
щування насіння було використано умови першого 
варіанту рекогносцирувального досліду.

на поверхні насінини, як і в середині неї (прихо-
вана інфекція), може знаходитися велика кількість 
грибкових і бактеріальних інфекцій, що поглинають 
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поживні речовини живильного середовища, а також 
пригнічують та гальмують розвиток експланта. тому 
важливим етапом мікроклонального розмноження є 

процес стерилізації рослинного матеріалу та підбір 
стерилізаторів і експозиції стерилізації безпосеред-
ньо перед введенням.

1. якість стерилізації насіння гетерозисних гібридів кукурудзи залежно від середовища та умов пророщу-
вання (2014–2015 рр.)

умови пророщування вихід стерильного біоматеріалу 
для in vitro, %

кількість інфікованого in vitro 
матеріалу, %

вода + світлові умови 91,6 17,4
вода + темнові умови 80,8 31,1
Ґрунтові суміші + світлові умови 60,8 44,9
Ґрунтові суміші + темнові умови 56,4 80,2

нір05  6,2  4,5

Загальновживаною методикою підготовки рос-
линного матеріалу з пророщеного насіння для отри-
мання знезаражених експлантів рекомендується 
промивання його мильною, а потім дистильованою 
водою з подальшою стерилізацією та перенесенням 
на живильне середовище. Однак наші дослідження 
засвідчили недостатність промивання насіння миль-
ною і дистильованою водою, після якого на екс-
плантах, заготовлених з підготовленого до введення 
in vitro за згаданою технологією матеріалу і введених 
на живильне середовище, в їх подальшому розвитку 
на всіх рослинах проявлялася інфекція ще на почат-
кових етапах культивування.

для подолання грибково-бактеріальної інфекції 

нами, крім протокольного промивання насіння миль-
ною і дистильованою водою протягом 15–20 хв., 
було застосовано додаткову попередню обробку ма-
теріалу гіпохлоритом натрію впродовж 20 хв. та 
промивання стерильною водою, що забезпечило пер-
винне знезараження від поверхневої інфекції. Піс-
ля цього промиті проростки стерилізували різними 
стерилізаторами з різними експозиціями.

у варіантах з перкарбонатом натрію 3-х про-
центний розчин виявився кращою концентрацією 
препарату за виходом життєздатних експлантів за 
15- та 30-хвилинної експозиції при 100-відсотко-
вому пошкодженні і загибелі експлантів від некрозів 
за 45-хвилинної експозиції (табл. 2.).

2. ефективність стерилізації рослинного матеріалу гетерозисних гібридів кукурудзи залежно від типу стери-
лізатора та експозиції (на 15 добу після введення in vitro)

стерилізатор концентрація, 
%

експозиція сте-
рилізації, хв.

вихід життєз-
датних екс-
плантів, %

частка інфіко-
ваного матеріа-

лу, %

кількість 
експлантів з 
некрозом, %

гіпохлорит 
натрію 10

15  86,3   0  13,7
45  36,6   0  63,4

Перкарбонат 
натрію

1,5
15   0* 100   0
30  14,3  85,7   0
45   0*  29,4  70,6

3
15  85,7   0  14,3
30  57,1   0  42,9
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1 2 3 4 5 6

45   0*   0 100

6
15  55,7   0  44,3
30  43,7   0  56,3
45   0*   0 100

нір0,5   7,3

Примітка: * —  при розрахунку нір0,5 варіанти з нульовим виходом життєздатних експлантів не брались 
до уваги.

використання 1,5-процентного розчину за 
15-хвилинної експозиції було неефективним. усі 
експланти у цьому варіанті були інфіковані і невдо-
взі загинули. Збільшення експозиції до 30 хв. дало 
змогу отримати 14,3% життєздатних експлантів, 
однак частка інфікованого матеріалу перевищила 
85%, а подальше збільшення тривалості обробки 
до 45 хв. хоча й сприяло зменшенню частки інфі-
кованих експлантів до близько 30%, призвело до 
некрозів з понад 70-відсотковою кількістю.

За 6-відсоткової концентрації перкарбонату на-
трію було отримано 55,7 та 43,7% життєздатних 
експлантів у варіантах з 15- та 30-хвилинною екс-
позицією відповідно; не було інфікованих експлантів 
у жодному з варіантів цієї концентрації, однак кіль-
кість експлантів з некрозом досягала 44,3 і 56,3% 
у згаданих експозиціях і зросла до 100% при збіль-
шенні тривалості обробки до 45 хв.

виконаними дослідженнями з’ясовано, що ефек-
тивна стерилізація перед введення в ізольовану куль-
туру пророслого насіння гібридної кукурудзи була 
досягнена у варіанті з 3% перкарбонатом натрію та 
15-хвилинною експозицією обробки (рис. 4.), що 
не поступалась протокольному варіанту з 10% гі-
похлоритом натрію і з тією ж експозицією (рис. 5.).

вихід життєздатних експлантів у цих варіантах 
досліду відповідно досягав 86,3 і 85,7%, різниця 
між якими не перевищує нір0,5. результати цілком 
достатні для таких дослідів, а значить стерилізація 
3% перкарбонатом натрію з 15-хвилинною екс-
позицією обробки може бути рекомендована для 
технологій стерилізації проростків кукурудзи пе-
ред введенням in vitro пророслого насіння гібридної 
кукурудзи.

При стерилізації гіпохлоритом натрію в експо-
зиції 45 хвилин на 15 добу вирощування частка 
стерильних життєздатних експлантів становила 
36,6%, однак вони здебільшого зупинялись в сво-
єму розвитку (рис. 6.), а в варіантах зі стериліза-
цією 3 і 6% перкарбонатом натрію з тією ж екс-
позицією рослини не витримували навантаження 
і гинули (рис. 7.), що може свідчити про більшу 
токсичність обох препаратів при перевищенні три-
валості обробки.

Отже близького до оптимального збалансування 
достатньої для знезараження жорсткості обробки 
з м’якістю концентрації й експозиції для збере-
ження життєздатності і проліфераційних потенцій 
експлантів з пророслого насіння гібридної куку-
рудзи за використання вивчених препаратів було 
досягнено у варіантах з 15-хвилинною обробкою 
і 3- відсотковою концентрацією гіпохлориту натрію 
та 10-відсотковою концентрацією перкарбонату 
натрію.

Висновки
результати виконаних досліджень дають підстави 

рекомендувати пророщування насіння гібридної ку-
курудзи в чашках Петрі на зволоженому дистильова-
ною водою фільтрувальному папері, за температури 
20–22 °C і вологості повітря 85–87% для отриман-
ня матеріалу для заготовки експлантів спроможних 
до ефективної проліферації in vitro.

встановлено, що використання для стерилізації 
заготовлених експлантів 10% гіпохлориту натрію та 
3% перкарбонату натрію в 15-хвилинній експозиції 
дає можливість отримувати достатні для введення in 
vitro рівні стерильності.
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рис. 4. 15-денний експлант уваріанті стерилі-
зації перкарбонатом натрію (3%) з експозицією 

15 хв.

рис. 5. 15-денний експлант у варіанті стерилі-
зації гіпохлоритом натрію (10%) з експозицією 

15 хв.

рис. 6. 15-денний експлант у варіанті стерилі-
зації гіпохлоритом натрію (10%) з експозицією 

45 хв.

рис. 7. 15-денний експлант у варіанті стерилі-
зації перкарбонатом натрію (3%) з експозицією 

45 хв.
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м. а. макарчук
уманский национальный университет садоводства

сОверШенствОвание технОлОгии стерилиЗации для микрОклО-
нальнОгО раЗмнОжения гиБриднОй кукуруЗы (ZEA MAYS L.)

Приведены результаты исследований возможности совершенствования элементов технологии микрокло-
нального размножения гибридной кукурузы (Zea mays L.). Показаны преимущества проращивания семян 
кукурузы в чашках Петри на увлажненной дистиллированной водой фильтровальной бумаге, при температуре 
20–22 °C и влажности воздуха 85–87%, что обеспечило получение материала для заготовки эксплантов 
способных к эффективной пролиферации. сделан вывод, что технологии in vitro могут быть использованы 
в качестве биотехнологического звена в селекционном процессе и семеноводстве для ускоренного размножения 
гибридов кукурузы и их компонентов.

Ключевые слова: гетерозисный гибрид, эксплант, эмбриоид, питательная среда, пролифера-
ция, проращивание семян, стерилизация, субстрат, мужская стерильность, in vitro.

M. A. Makarchuk
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IMPRovEMENT oF STERILIZATIoN TECHNoLoGy FoR MICRoPRoPAGATIoN oF 
HyBRID MAIZE (ZEA MAYS L.)

The article presents the results of the research of the opportunities of improving the elements of technology of 
micropropagation of hybrid maize (Zea mays L.). The advantages of maize seed germination in the Petri dish on 
the filter paper moistened with d water under temperature of 20–22 °C and air humidity of 85–87%, which gave 
the opportunity to receive the material for explants, which are good for efficient proliferation, are shown. The conclu-
sion is made that in vitro technologies can be used as a biotechnological element in the breeding process and seed 
production for quick propagation of maize hybrids and their components.

Key words: heterotic hybrid, explants, embryoid, nutrient medium, proliferation, seed germination, 
sterilization, substrate, mail sterility, in vitro.


