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ВПЛИВ МАНІТОЛУ НА ІНДУКЦІЮ ТА РЕГЕНЕРАЦІЮ  
МОРФОГЕННОЇ КАЛЮСНОЇ ТКАНИНИ У КУКУРУДЗИ

Кукурудза є однією з найпоширеніших зла-
кових культур у світовому та вітчизняному агро-
промисловому виробництві. Спектр використання 
її зерна на різних стадіях стиглості, качанів та зе-
леної маси, а також продуктів їх переробки дуже 
великий. Тому селекційні програми по створенню 
нових гібридів кукурудзи мають за мету не тільки 
отримання високих врожаїв, але й створення гено-
типів з заданими характеристиками і властивостя-
ми, що не спостерігалися у батьківських форм [1].

Процес калюсогенезу разом з регенерацією 
рослин в культурі in vitro у кукурудзи є базовим 
для розгортання спеціалізованих біотехнологіч-
них досліджень – отримання сомаклонів, клітин-
ної та тканинної селекції in vitro, генетичної ін-
женерії, які спрямовуються на підвищення ефек-
тивності селекційного процесу та переходять на 
більш високий рівень генетичного маніпулюван-
ня. Формування калюсної тканини знаходить-
ся під контролем значної кількості внутрішніх та 
зовнішніх факторів, оптимізація за якими здат-
на привести до збільшення його результативнос-
ті [2−4]. Сам процес калюсогенезу треба розгляда-
ти як певний перебіг фаз: індукція морфогенного 
калюсогенезу різних типів, субкультивування для 
довготривалого підтримання калюсної тканини в 
культурі, субкультивування для переходу до реге-
нерації рослин, кожна з яких зазнає впливу специ-
фічних саме для неї факторів та повинна відпові-
дати певним вимогам.

Одним з основних факторів, які діють впро-
довж всього культивування калюсної тканини, є 
склад живильного середовища. Оскільки калюсо-
генез є підґрунтям для регенерації рослин, суттє-
вим також є опосередкований вплив компонентів 
середовищ для індукції калюсогенезу та субкуль-
тивування на інтенсивність та якісні показники 

регенерації. До складу середовищ, що використо-
вуються в культурі in vitro кукурудзи як обов’язко-
ві компоненти включаються вуглеводи як джерело 
вуглецю та енергії, найчастіше сахароза, яка є ре-
гулятором осмотичного тиску в клітині. Існують 
повідомлення про те, що концентрація сахарози 
здатна впливати на тип калюсу, а інші вуглеводи, 
зокрема, мальтоза, сорбітол, манітол, не менше, а 
іноді і ефективніше, ніж сахароза, здатні впливати 
на проліферацію калюсної тканини, ступінь і тип 
її диференціації [5]. 

Дослідження впливу манітолу як компонен-
та в середовищах для індукції, субкультивування 
та регенерації заслуговує уваги, оскільки манітол 
одночасно може використовуватися і як джере-
ло вуглецю, і виступати осмотично активною ре-
човиною. Незважаючи на окремі роботи, що ви-
світлювали питання впливу манітолу на культуру 
тканин кукурудзи [6, 7], комплексного вивчення 
впливу манітолу на калюсну тканину для широ-
кого кола генотипів різних зародкових плазм ку-
курудзи на всіх етапах її культивування не прово-
дилося. Необхідність досліджень впливу маніто-
лу підтверджується ще й тим, що цей вуглевод за-
стосовується в генетичній інженерії як осмотично 
активна речовина при короткотривалій експланта-
ції зародків, молодих калюсів і зрілих калюсних 
культур для полегшення процесу введення в клі-
тини сторонньої ДНК [8]. 

Метою даного дослідження було вивчити 
вплив манітолу у складі індукційного живильно-
го середовища з подальшим контролем регенера-
ційного потенціалу у отриманих морфогенних ка-
люсів. 
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Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження слугували лі-

нії кукурудзи Zea mays L., які відносяться до від-
повідних типів зародкової плазми Chi31 (тип за-
родкової плазми Chi31), СО125 (Flint), ДК165/403 
(Iodent), ДК675 (Lancaster), СМ105, W38 і W64А 
(reid), ДК2/66 (Lacaune) і PLS61 (PLS61).

Для отримання калюсної тканини як екс-
планти використовували незрілі зародки розміром 
1−2 мм у віці 9−16 діб після запилення. Стерилі-
зацію рослинного матеріалу проводили етанолом 
(96 %) протягом 1 хв, після промивання стериль-
ною дистильованою водою обробляли розчином 
сулеми (0,1 %) з додаванням детергенту Tween-80 
протягом 20 хв. Після цього матеріал промивали 
5 разів стерильною дистильованою водою. 

Для індукції калюсогенезу незрілі зародки 
висаджували на індукційне середовище IndN6, яке 
включало макро- та мікроелементи середовища 
N6 за [9], вітаміни за [10], мезо-інозит (100 мг/л), 
гідролізат казеїну (100 мг/л), L-пролін (690 мг/л), 
нітрат срібла (10 мг/л), сахарозу (20 г/л), 2,4-Д 
(1 мг/л) та агар (7 г/л). Середовище IndN6 + М мі-
стило додатково 30 г/л манітолу. Культивування 
матеріалу проводили при температурі 26 °С у тем-
ряві протягом 30 діб. 

Для отримання рослин-регенерантів калюс-
ну тканину пересаджували в чашки Петрі на жи-
вильні середовища для регенерації, які містили 

макро- і мікроелементи середовища MS за [11], 
вітаміни за [8], мезо-інозит (100 мг/л), гідролізат 
казеїну (100 мг/л), L-пролін (690 мг/л), нітрат срі-
бла (10 мг/л), сахарозу (20 г/л) та БАП (0,1 мг/л). 
У середовища для регенерації манітол не місти-
ли. Після ініціації регенерації невеликі пагони або 
рослинки (3−5 см довжиною) переносили на се-
редовище для дорощування рослин-регенеран-
тів. Культивування на середовищах для регенера-
ції вели при температурі 26 °С на світлі інтенсив-
ністю 5−7 тис. люкс при 16-годинному фотопері-
оді та на середовищі для дорощування рослин-ре-
генерантів при температурі 26 °С на світлі інтен-
сивністю 10−20 тис. люкс при 16-годинному фо-
топеріоді. 

Дані в таблицях представлені у вигляді 
x±mt0,05, де x – середнє арифметичне значення по-
казника, m – помилка середнього арифметичного, 
t0,05 – критерій Ст’юдента за рівня значущості 0,05.

Результати та обговорення
Дослідження впливу манітолу на утворення 

морфогенних калюсів з незрілих зародків 9 ліній 
кукурудзи (табл. 1) показало, що на живильному 
середовищі з манітолом практично у всіх ліній (за 
винятком високочутливих СМ105 (Flint) та W38 
(reid)) спостерігалось значне підвищення часто-
ти формування морфогенної калюсної тканини. 
Це відбувалося переважно за рахунок формуван-
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ня калюсів І типу – компактних, непри-
датних до тривалого субкультивування. 
У ліній Chi31, ДК675 та W38 на середо-
вищі з манітолом спостерігалася тен-
денція до збільшення кількості калюсів 
ІІ типу – крихких, здатних до тривало-
го збереження регенераційного потенці-
алу. Манітол стимулював не тільки про-
цес індукції морфогенної тканини, але й 
значно зменшував ступінь її диференці-
ації. Калюси, які розвивалися на середо-
вищах з манітолом, були більш компакт-
ними, формували значно менше органо-
генних структур, на їх поверхні частіше 
спостерігалися щиткоподібні формування. Разом 
з тим, візуальні спостереження та аналіз динаміки 
приросту сирої маси морфогенної калюсної тка-
нини виявили для більшості ліній уповільнення 
темпів накопичення сирої маси за наявності в се-
редовищі 30 г/л манітолу.

Результати дослідження впливу на накопи-
чення сирої маси калюсів І типу на індукційних 
середовищах показали, що манітол призводить до 
зниження накопичення сирої маси калюсної тка-
нини всіх досліджених ліній (рис. 1). У процесі 
культивування було відмічено, що для деяких лі-
ній, які схильні при культивуванні до спонтанної 
регенерації (лінії Chi31 та ДК92/61) або накопи-
чення калюсною тканиною вологи і втрати внас-
лідок цього морфогенності (лінія ДК675), манітол 
є необхідною речовиною для збереження морфо-
генності калюсів.

Рис. 1. Вплив 30 г/л манітолу в складі індукційного середовища 
на накопичення сирої маси калюсів І типу (впродовж перших 30 

діб культивування)

Опосередкований вплив манітолу в індукцій-
ному середовищі на процес регенерації з отрима-
ної калюсної тканини І типу вивчали на 6 лініях. 
Калюси І типу через 30 діб після індукції були пе-
ренесені на середовище для регенерації. Отрима-
ні результати свідчать про позитивний вплив ма-
нітолу в індукційному середовищі на формуван-
ня здатних до регенерації калюсів І типу (табл. 2). 

Як видно з представлених даних, для 5 з 
6 досліджених ліній кількість пагонів на 1 г ка-
люсної маси при індукції на середовищі з маніто-
лом збільшувалась в 1,2−2,1 рази. Кількість одер-
жаних рослинок із калюсів, що сформувалися за 
присутності манітолу, була вища в 1,3−4,5 разу у 
3 з 6 вивчених ліній, що відносилися до зародко-
вих плазм Lancaster, reid та Lacaune, однак для лі-
нії W64a (reid) відмічено зменшення числа отри-
маних проростків з калюсів, які сформувалися на 
середовищі з манітолом. На калюсній тканині, що 
була одержана на середовищах без манітолу, було 
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THE INFLUENCE OF MANNITOL ON INDUCTION OF MAIZE MORPHOGENIC CALLUS 
AND THEIR REGENERATION ABILITY 
Aims. In maize (Zea mays L.) callusogenesis on immature embryos is the basis for obtaining somaclones, cell selection, 
genetic engineering. The aim of the study was to examine the effect of mannitol in an induction medium on obtaining and 
regeneration capacity of morphogenic calli. Methods. Plant tissue culture method for assessing morphogenetic reaction of 
9 maize lines was used. Results. Mannitol significantly increased frequencies of morphogenic calli induction, reduced their 
differentiation, but inhibited fresh weight accumulation. Calli obtained on the mannitol contained medium had improved 
regeneration ability. Conclusions. Mannitol is an effective component for the induction of morphogenic calli of different 
types and for maintenance of regeneration ability of callus tissue of type I. 
Keywords: mannitol, maize, culture in vitro, morphogenic callus, regenerants.

відмічене підвищене формування листкоподібних 
структур, які не формували пагони, а згодом не-
кротизувалися, що призводило до швидкого погір-
шення стану калюсної тканини. Вплив манітолу в 
складі індукційного середовища на регенерацій-
ний потенціал калюсів І типу виявився позитив-
ним для ліній-представників різних типів зародко-
вої плазми. У цілому манітол негативно не впли-
вав на регенераційний потенціал більшості вивче-
них генотипів. 

Висновки
Дослідження впливу манітолу (30 г/л) в ін-

дукційному живильному середовищі на утворен-
ня морфогенної калюсної тканини та регенерацій-
ний потенціал калюсної тканини І типу показало, 
що манітол є ефективним компонентом індукцій-
ного середовища для формування морфогенних ка-
люсів різних типів, а також для збереження регене-
раційної здатності нетривало субкультивованих ка-
люсів І типу у більшості вивчених генотипів. змен-
шення накопичення сирої маси калюсів на середо-
вищах з манітолом необхідно враховувати при три-
валому субкультивуванні калюсної тканини ІІ типу.


