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Одним из основных компонентов апомиктичного размножения растений является формирование
нередуцированных зародышевых мешков (ЗМ). Эффективным инструментом для выявления спо-
собности к формированию таких ЗМ могут служить гетероплоидные скрещивания, в которых мате-
ринские диплоидные растения опыляют пыльцой тетраплоидов. У кукурузы в скрещиваниях 2n(♀) ×
× 4n(♂) формируются как правило щуплые зерновки с триплоидным зародышем, у которых разви-
тие эндосперма нарушено ввиду отклонения баланса материнского (м) и отцовского (о) геномов от
соотношения 2м : 1о. В наших экспериментах у нескольких диплоидных линий кукурузы при опы-
лении их пыльцой тетраплоидов наблюдалось формирование крупных выполненных зерновок, из
которых развивались диплоидные растения матроклинного типа, причем материнский фенотип
растений, а также гибридный фенотип эндосперма были подтверждены экспрессией генетических
маркеров. Было высказано предположение, что выполненные зерновки в 2n × 4n скрещиваниях
возникают на основе нередуцированных ЗМ и псевдогамного апомиксиса, поскольку слияние двух
диплоидных полярных ядер с диплоидным спермием обеспечивает соотношение материнского и
отцовского геномов в эндосперме 2м : 1о. С целью уточнения генетической природы диплоидных
растений, фенотипически сходных с материнскими линиями, которые развивались из выполнен-
ных зерновок в скрещиваниях 2n × 4n, нами было проведено их генотипирование по всем десяти
хромосомам генома кукурузы с помощью полиморфных кодоминантных SSR- и Indel-маркеров,
дифференцирующих отцовскую линию-опылитель от материнских линий. В качестве материнских
форм использовали линию ГПЛ АТ, обладающую способностью к гаплоидному партеногенезу, рас-
тения из поколения F2 гибрида между линией В47, способной к формированию нередуцированных
ЗМ, и линией ГПЛ АТ. Кроме того, в скрещивания была включена линия Коричневый Маркер
(КМ), несущая маркерный ген B коричневой окраски стебля, а также линия ЮВ11. В качестве от-
цовской формы использовали тетраплоидную кукурузу Черная Тетра (ЧТ), несущую маркерный
ген A1 черной окраски зерновок. Установлено, что у всех исследованных растений при использо-
вании маркеров пяти хромосом – 1-й (iDp525), 2-й (iDP4004), 3-й (JY_3:457), 4-й (UflDP4_31.55),
9-й (INDEL_139329242) – наблюдалась амплификация только материнских аллелей. Однако у каж-
дого из изученных растений при использовании маркеров других хромосом были отмечены случаи
амплификации аллелей, свойственных отцовской линии. Высказывается гипотеза о формировании
диплоидных растений в 2n × 4n скрещиваниях у кукурузы на основе оплодотворения нередуциро-
ванных ЗМ и последующей элиминации хромосом преимущественно отцовской линии.
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Апомиксис – развитие семян, минуя процесс
двойного оплодотворения, – относится к числу
наиболее интенсивно исследуемых биологиче-
ских явлений, различные формы которого описа-
ны у многих видов растений. Такое внимание к
проблеме апомиксиса связано с надеждами, что
перенос апомиксиса в культурные растения будет
способствовать фиксации гетерозиса у гибридов F1
и их клональному размножению семенами [1–3].

Сложность решения данной проблемы обуслов-
лена многокомпонентным характером апомикси-
са, включающим способность к формированию
нередуцированных зародышевых мешков (ЗМ) –
диплоспорических, возникающих в результате
нарушений мейоза, либо апоспорических, разви-
вающихся из соматических клеток, расположенных
вблизи мейотического ЗМ, а также способность к
партеногенетическому развитию яйцеклеток. Кро-
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ме того, ключевым фактором, обеспечивающим
формирование семян при апомиксисе, является
также развитие эндосперма – автономного или на
основе псевдогамии (оплодотворения централь-
ной клетки ЗМ одним из спермиев) [2–4]. Эти
компоненты контролируются разными генетиче-
скими системами. Перенос их в культурные расте-
ния возможен либо на основе скрещивания с дико-
растущими сородичами с факультативным прояв-
лением апомиксиса, либо с помощью методов
генетической инженерии. За последние годы благо-
даря интенсивному исследованию дикорастущих
апомиктичных видов были выявлены гены, участ-
вующие в генетическом контроле отдельных ком-
понентов апомиксиса [4–7]. Эти исследования от-
крывают перспективы для конструирования апо-
миксиса методами генетической инженерии [8, 9],
что недавно было успешно продемонстрировано у
риса [10]. Однако у других видов злаковых куль-
тур, несмотря на интенсивные исследования, по-
добный успех еще не достигнут.

У кукурузы для создания линий с апомиктич-
ным способом размножения использовали ги-
бридизацию с дикорастущим тетраплоидным со-
родичем Tripsacum dactyloides L., обладающим
способностью к факультативному апомиксису
[11]. В результате многолетних исследований бы-
ли получены гибриды, которые проявляли апо-
миксис, но отличались по морфологическим и
хозяйственным признакам от кукурузы, причем
потеря хромосом трипсакума приводила к утрате
апомиктичных потенций [12].

Одним из эффективных инструментов для выяв-
ления способности к формированию нередуциро-
ванных ЗМ при апомиксисе может служить исполь-
зование тетраплоидных опылителей [13–17]. Как
известно, у кукурузы, как и у многих других видов
высших растений, нормальное развитие эндоспер-
ма требует высокоспецифичного баланса экспрес-
сирующихся генов материнского (м) и отцовского
(о) геномов, соотношение которых, в соответ-
ствии с теорией балансового числа эндосперма,
должно быть 2м : 1о [18–20]. При оплодотворении
гаплоидного (редуцированного) ЗМ кукурузы,
содержащего гаплоидную яйцеклетку и два гап-
лоидных полярных ядра, диплоидными спермия-
ми происходит формирование щуплых зерновок
с триплоидным зародышем и тетраплоидным эн-
доспермом. У таких зерновок эндосперм в той или
иной степени дегенерирует ввиду нарушения соот-
ношения родительских геномов (2м : 2о) [20, 21]. В
случае оплодотворения нередуцированного ди-
плоидного ЗМ пыльцой тетраплоидов слияние
двух диплоидных полярных ядер с диплоидным
спермием должно приводить к появлению гекса-
плоидного эндосперма с соотношением роди-
тельских геномов 2м : 1о, которое обеспечивает
развитие нормально выполненных семян. Такие
семена могут нести либо гибридный тетраплоид-

ный зародыш (в результате оплодотворения ди-
плоидной яйцеклетки диплоидным спермием),
либо апомиктичный зародыш (в случае партено-
генетического развития неоплодотворенной
яйцеклетки).

Ранее нами при опылении тетраплоидными
опылителями ряда диплоидных линий кукурузы,
в том числе линии ГПЛ АТ, созданной на основе
линии АТ-1, обладающей способностью к гапло-
идному партеногенезу [22], было обнаружено
формирование на початках крупных выполнен-
ных зерновок, из которых развивались как тет-
раплоидные гибриды, так и диплоидные растения
материнского типа [23]. Гибридный фенотип зер-
новок и матроклинный фенотип растений были
подтверждены экспрессией генетических марке-
ров [24]. С целью уточнения генетической приро-
ды диплоидных растений, развивающихся из
крупных выполненных зерновок, формирую-
щихся на початках диплоидных линий и гибридов
в результате их опыления пыльцой тетраплоидов,
нами было проведено генотипирование таких
растений по всем десяти хромосомам генома ку-
курузы с помощью полиморфных кодоминант-
ных SSR- и Indel-маркеров. Часть полученных
экспериментальных данных была представлена
нами ранее в виде краткого сообщения [25]. В на-
стоящей статье мы приводим подробное описа-
ние проведенного исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материал исследования. В качестве материнских
форм в скрещиваниях использовали диплоидную
линию кукурузы (Zea mays L.) ГПЛ АТ, которая бы-
ла получена на основе линии AT-1, характеризую-
щейся способностью к партеногенетическому раз-
витию яйцеклеток и высокой частотой гаплоид-
ных растений [22], а также растения из поколения
F2 гибрида между линиями В47 и ГПЛ АТ. Линия
В47 (2n) при использовании в качестве материн-
ской формы в скрещиваниях с тетраплоидными
отцовскими формами дает тетраплоидные гибри-
ды, что указывает на наличие у нее способности к
формированию нередуцированных ЗМ [23]. Кро-
ме того, в скрещиваниях в качестве материнских
форм использовали диплоидную линию Корич-
невый Маркер (КМ), несущую маркерный ген B,
обусловливающий коричневую окраску стебля у
гибридов F1, и ген R, обусловливающий черную
окраску зерновок при взаимодействии с геном A,
а также линию ЮВ11. В качестве отцовской фор-
мы использовали тетраплоидную кукурузу Чер-
ная Тетра (ЧТ), несущую ген A, что позволяет ис-
пользовать ее для генетического маркирования
гибридных зерновок при скрещивании с линия-
ми, несущими ген R (к примеру, с КМ).
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Растения выращивали на изолированном от
других линий кукурузы (за исключением ЧТ)
опытном участке Селекционного комплекса
ФАНЦ Юго-Востока (г. Саратов, Россия). Почва
на опытным участке представлена южным черно-
земом, среднесуглинистым по механическому со-
ставу. Растения выращивали рядовым способом с
междурядьем 70 см и густотой стояния четыре
растения на метр.

Скрещивания, потомство которых исследова-
ли в данной работе, были выполнены в 2019 г. Ве-
гетационный сезон 2019 г. отличался значитель-
ным количеством осадков (для условий Саратова)
и отсутствием жары. За июль – первую декаду ав-
густа (т.е. в период развития генеративных струк-
тур и цветения) сумма осадков, по данным метео-
станции ФАНЦ Юго-Востока, составила 82.0 мм,
среднесуточный дефицит влажности воздуха ва-
рьировал от 6.0 до 20.0 гПа, среднесуточная тем-
пература – от 18.2 до 25.1°С, число дней с макси-
мальной температурой воздуха выше 30°С – 4;
ГТК за этот период составлял 0.97.

Методика опыления. У материнских растений
кукурузы, выращенных на изолированном участ-
ке, тщательно удаляли метелки и, кроме того, по-
чатки тщательно изолировали пергаментными
изоляторами за 2–3 дня до цветения. Таким обра-
зом, возможность случайного опыления была ис-
ключена. У разных материнских форм было опы-
лено 6–15 початков. Изолированные, но неопы-
ленные початки служили контролем. Число
контрольных початков в разных гибридных ком-
бинациях составляло 5–57 штук.

Проращивание зерновок. У выполненных зер-
новок, сформировавшихся на початках, отделяли
часть эндосперма, которую использовали впо-
следствии для выделения ДНК, а остальную часть
зерновки стерилизовали и проращивали в культу-
ре in vitro. Стерилизацию проводили 70%-ным
этиловым спиртом (30 с) и 0.1%-ным раствором
сулемы (15 мин) и после тщательной промывки
замачивали в течение суток в воде (28°C). После
повторной стерилизации сулемой (7 мин) и про-
мывки автоклавированной водой зародыши по-
мещали в пробирки на питательную агаризован-
ную среду MS и выращивали в растильной комна-
те, оборудованной лампами Osram Fluora
L36w/77 (фотопериод 16 ч день/8 ч ночь; 26 ±
± 1°C). Проростки с развитыми корнями перено-
сили на несколько дней в пробирки с водой для
адаптации к нестерильным условиям, после чего
высаживали в теплицу в пластиковые сосуды, и
затем – на делянку на экспериментальном поле
Селекционного центра ФАНЦ Юго-Востока.

Цитологический анализ. Для определения пло-
идности кончики корешков растений, выращен-
ных в пластиковых сосудах, фиксировали в ацето-
алкоголе (1 : 3). Фиксацию проводили в 10–11 часов

утра при 26–28°С. Перед фиксацией кончики ко-
решков помещали на 3 часа в насыщенный раствор
α-бром-нафталина для укорачивания хромосом.
Кончики корешков после проведения через серию
растворов в следующей последовательности:
3.6% (1 N) HCl (10 мин), 50% HCl (20 мин), ди-
стиллированная вода (1–2 мин), 45%-ная уксус-
ная кислота (20 мин), окрашивали в 4%-ном аце-
тогематоксилине (30–60 мин). Временные препа-
раты готовили с использованием смеси 45%-ной
уксусной кислоты и 70% -ного хлорал-гидрата (1 : 1),
подкрашенной ацетогематоксилином. Препара-
ты анализировали с помощью светового микро-
скопа AxioScope A1 и фотографировали с помо-
щью цифровой камеры MrC (Zeiss, Германия)
при увеличении ×1000. Для каждого растения
плоидность определяли на основании анализа 8–
10 метафазных пластинок.

ПЦР-анализ. ДНК выделяли из фрагментов
листьев диплоидных растений, имевших мате-
ринский фенотип, которые были выявлены в
потомстве от каждого скрещивания: десять расте-
ний из скрещивания ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n); де-
вять растений из скрещивания ♀F2 В47/ГПЛ
АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) (от четырех разных материн-
ских растений F2, опыленных ЧТ); три растения
из скрещивания ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n); два расте-
ния из скрещивания ♀ЮВ11(2n) × ♂ЧТ(4n). Кро-
ме того, выделяли также ДНК из эндосперма зер-
новок, из которых были получены эти растения.
ДНК экстрагировали с помощью модифициро-
ванного ЦTAБ-метода [26], в котором для оса-
ждения ДНК использовали изопропанол, а оса-
док ДНК промывали 70%-ным этанолом. ПЦР-
анализ проводили с праймерами для кодоми-
нантных SSR- и Indel-маркеров, при этом ис-
пользовали маркеры для всех десяти хромосом ге-
нома кукурузы (табл. 1). Реакционная смесь со-
держала 50 нг ДНК, 0.03 ед./мкл SynTaq ДНК-
полимеразы (Синтол, Москва, Россия), 0.6 пM
каждого праймера, однократный ПЦР-буфер,
2.5 мМ MgCl2, 0.2 мM смеси дНТФ (Синтол). Об-
щий объем реакционной смеси – 25 мкл. Ампли-
фикацию проводили с использованием ДНК-ам-
плификаторов MasterCycler (Eppendorf, Гамбург,
Германия) и Т100 (BioRad, Сингапур) при следу-
ющем режиме: начальная денатурация 94°С
(4 мин); 35 циклов: 94°С (45 с), 57°С (45 с), 72°С
(45 с); заключительная элонгация 94°С (5 мин)
[28]. Амплифицированные фрагменты фракцио-
нировали в 3%-ном агарозном геле в 0.5-кратном
ТАЕ-буфере при напряжении 50 V (8 мин), 100 V
(8 мин), 180 V (до 100 мин); для визуализации ис-
пользовали 0.01%-ный водный раствор броми-
стого этидия. Все ПЦР-анализы были выполне-
ны в двух повторениях.

Статистический анализ. Статистическую об-
работку данных проводили путем сравнения до-
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лей по методу Фишера, применяющемуся для ма-
лых, а также неравновеликих выборок [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ
На початках диплоидных линий кукурузы, а

также растений из F2 В47/ГПЛ АТ, опыленных
пыльцой тетраплоидной кукурузы ЧТ, в ряде слу-
чаев наблюдалось формирование полностью вы-
полненных зерновок (рис. 1, табл. 2). На початках
КМ эти зерновки имели черную окраску в резуль-
тате взаимодействия маркерного гена A отцов-
ской формы и гена R материнской линии, тогда
как на початке гибрида F2 В47/ГПЛ АТ – желтую
окраску вследствие отсутствия гена R у данного
гибрида. В результате проращивания этих зерно-
вок были получены растения, фенотипически сход-

ные с материнскими линиями, которые имели ди-
плоидный набор хромосом (рис. 2). В комбинации
♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) было выращено 20 таких
растений; в комбинации ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n) –
три растения; в комбинации ♀ЮВ11(2n) ×
× ♂ЧТ(4n) – четыре растения; в комбинации
♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) × ♂ЧТ(4n) – десять расте-
ний (от четырех разных растений F2). При само-
опылении эти растения формировали полностью
озерненные початки, на которых присутствовали
только нормально развитые выполненные зер-
новки, что следовало ожидать в случае диплоид-
ной природы этих растений.

Диплоидные растения, полученные из выпол-
ненных зерновок, были подвергнуты генотипи-
рованию посредством ПЦР-анализа с полиморф-
ными SSR- и Indel-маркерами, дифференцирую-
щими тетраплоидную линию-опылитель ЧТ от
материнских линий, использованных в экспери-
ментах.

При использовании маркера JY_3:457 (хромо-
сома 3) у двух из восьми растений из гибридной
комбинации ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) (№ 9-8-8 и
9-8-10) было обнаружено присутствие обоих ам-

Рис. 1. Початки линии кукурузы КМ(2n) (a, б) и рас-
тения из поколения F2 B47/ГПЛ АТ(2n) (в), опылен-
ные пыльцой линии Черная Тетра(4n). Стрелками от-
мечены выполненные зерновки.

б ва

Таблица 2. Завязываемость зерновок на початках ряда диплоидных линий и гибридов кукурузы, опыленных тет-
раплоидной линией Черная Тетра (2019 г.)

Примечание. 1 – процент початков с выполненными зерновками по отношению к числу опыленных початков; *, ** – разли-
чия между контролем и опытом значимы при P > 0.95 и P > 0.99 соответственно.

Комбинация 
скрещивания Число початков, шт.

Число початков с зерновками

всего (%)1
с числом выполненных зерновок

1–5 6–15 15–30 ≥30

ГПЛ АТ-1 Контроль 9 0 – – – –
Опылено 6 2 (33.3)* 2 – – –

F2 В47/ГПЛ АТ-1 Контроль 57 2 (3.6) 2 – – –
Опылено 15 5 (30.0)** 3 1 – 1

КМ Контроль 5 0 – – – –
Опылено 12 4 (33.3)* 3 1 – –

ЮВ11 Контроль 11 0 – – – –
Опылено 8 2 (25.0)* – 2 – –

Рис. 2. Метафазные пластинки клеток корней расте-
ний, полученных из зерновок, завязавшихся в скре-
щивании [F2 В47/ГПЛ АТ(2n)] × Черная Тетра(4n).
Шкала 20 мкм.
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пликонов, характерных как для материнской ли-
нии, так и для линии-опылителя (рис. 3), что ука-
зывает на гибридную природу этих растений. В то
же время у шести растений наблюдалась ампли-
фикация только ампликона, характерного для
материнской линии. Причем, несмотря на кодо-
минантную природу данных маркеров, никаких
признаков амплификации отцовского фрагмента в
ДНК этих растений выявлено не было.

Аналогичным образом, при использовании
этого маркера у растений, полученных из гибрид-
ных комбинаций ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n),
♀ЮВ11(2n) × ♂ЧТ(4n), ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) ×
× ♂ЧТ(4n), наблюдалась амплификация только
ампликонов, характерных для материнских ли-
ний (табл. 3).

При использовании маркера INDEL_139329242
(хромосома 9) у ряда растений, полученных из
зерновок из гибридной комбинации
♀(F2 В47/ГПЛ АТ) (2n) × ♂ЧТ(4n), определен-
ных в экспериментах с маркером JY_3:457 как
“матроклинные” (№ 5-19, 5-21, 13-1-9-1, 13-6-1),
также наблюдалась амплификация только мате-
ринского ампликона (рис. 4). В то же время у других
растений, определенных как “матроклинные” в
экспериментах с маркером JY_3:457 (№ 13-1-9-2,
13-6-4), отчетливо был заметен ампликон линии-
опылителя ЧТ, свидетельствовавший об их ги-
бридной природе (рис. 4,а). Аналогичная ситуа-
ция наблюдалась и среди растений, полученных
из зерновок, завязавшихся на початках ГПЛ АТ
(рис. 4,в): у растений № 9-8-4, 9-8-11 и 9-8-13,

определенных как “матроклинные” в экспери-
ментах с маркером JY_3:457, при использовании
маркера INDEL_139329242 отчетливо наблюда-
лась амплификация отцовского фрагмента, ука-
зывавшая на их гибридную природу. В то же вре-
мя у растений № 9-8-9 и 9-8-12 в экспериментах с
маркером INDEL_139329242, так же, как и в экс-
периментах с маркером JY_3:457, наблюдалась
амплификация только материнских фрагментов.

Учитывая эти факты, все растения, проявив-
шие матроклинную природу при использовании
маркеров JY_3:457 и INDEL_139329242, были
проверены в экспериментах с другими маркера-
ми, локализованными на остальных хромосомах
генома кукурузы. Результаты этих экспериментов
представлены в табл. 3 и 4.

Рис. 3. Амплификация Indel-маркера JY_3:457 (хро-
мосома 3) у растений линии ГПЛ АТ(2n) (1, 15); тет-
раплоидной кукурузы Черная Тетра (ЧТ, 4n) (2, 16) и
диплоидных растений № 9-8-3 (3, 4), № 9-8-8 (5, 6),
№ 9-8-9 (7, 8), № 9-8-6 (9), № 9-8-10 (10), № 9-8-17
(11, 12), № 9-8-11 (13), № 9-8-13 (14) из гибридной
комбинации ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) (1, 2, 3, 5, 7, 9,
10, 11, 13, 14, 15, 16 – ДНК из листьев растений; 4, 6,
8 – ДНК из эндосперма зерновок, из которых были
получены опытные растения); 17 – маркеры длины
фрагментов ДНК (ООО “Синтол”). У растений № 9-
8-6 (трек 9) и № 9-8-8 (треки 5, 6) отчетливо заметен
фрагмент ДНК, специфичный для отцовской формы,
или его следы (отмечены стрелками).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Рис. 4. Амплификация маркера INDEL_139329242
(хромосома 9) у диплоидных растений кукурузы из
гибридных комбинаций ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) ×
× ♂ЧТ(4n) (а) и ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) (б). а: 1, 2 –
материнское растение из поколения F2 В47/ГПЛ
АТ(2n), использованное в скрещивании с ЧТ(4n); 10,
15 – ЧТ; 3–9, 11–14 – диплоидные растения № 5-19
(3, 4), № 5-21 (5), № 13-1-9-1 (6), № 13-1-9-2 (7),
№ 13-1-9-6 (8), № 13-6-1 (9), № 13-6-4 (11, 12), № 8-
11-4 (13, 14); 16 – маркеры ДНК; 17 – отрицательный
контроль (нет ДНК). 1–3, 5–10, 11, 13 – ДНК из ли-
стьев растений; 4, 12, 14 – ДНК из эндосперма зерно-
вок, из которых были получены растения. Стрелкой
указан фрагмент ДНК, специфичный для отцовской
линии. б: 1, 14 – ГПЛ АТ; 2, 11 – ЧТ; 3, 4 – № 9-8-4;
5, 6 – № 9-8-9; 7 – № 9-8-12; 8 – № 9-8-11; 9 – № 9-8-
13; 10 – № 9-8-10; 12, 13 – № 9-8-8; 15 – маркеры
ДНК; 16 – отрицательный контроль (нет ДНК). 1–3,
5, 7–14 – ДНК из листьев растений; 4, 6, 13 – ДНК из
эндосперма зерновок, из которых были получены
растения.
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Было обнаружено, что у трех изученных таким
образом растений, полученных из зерновок из ги-
бридной комбинации ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n), ги-
бридная природа проявлялась только при ис-
пользовании маркеров 7-й и 8-й хромосом, тогда
как маркеры остальных хромосом указывали на
матроклинную природу растений. Каждое из двух
изученных растений из гибридной комбинации
♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) было гибридным по од-
ной хромосоме: № 9-8-9 – по 7-й, № 9-8-12 – по
10-й (рис. 5,в, 15 трек). Растение № 5-19 из ги-
бридной комбинации ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) ×
× ♂ЧТ(4n), оказалось гомозиготным по девяти
материнским аллелям (девяти хромосомам), од-
нако по одной хромосоме (седьмой) оказалось ге-
терозиготным.

У всех изученных растений ПЦР-анализ с
праймерами, амплифицировавшими маркер 1-й
хромосомы iDp525, свидетельствовал об их мат-
роклинной природе, тогда как у тех же растений
амплификация маркера десятой хромосомы
iDp1606 в некоторых случаях выявляла их ги-
бридную природу (рис. 5).

Примечательно, в некоторых случаях ампли-
фикация разных маркеров одной и той же хромо-
сомы у одного и того же растения давала разные
результаты. Так, у растений из гибридной комби-
нации ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) результаты ам-
плификации Indel-маркера UfiDP7_1.2 (рис. 6,а)
указывали на их матроклинную природу, тогда
как SSR-маркер UMC1983 (рис. 6,б), локализо-
ванный в другом сайте этой же хромосомы, де-
монстрировал их гибридную природу. Различие
результатов амплификации разных маркеров од-
ной и той же хромосомы, возможно, является
следствием рекомбинации родительских хромо-
сом в процессе онтогенеза исследуемых расте-
ний, возникших в результате гибридизации.

Интересный результат наблюдался при ампли-
фикации Indel-маркера UfiDP7_1.2 у потомства от
скрещивания ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) × ♂ЧТ(4n). У
двух растений – № 5-19 и 5-21, амплифицирова-
лись фрагменты обоих родителей, тогда как у рас-
тений № 13-1-9-1 и 13-6-1 – только отцовской ли-
нии (рис. 6,в). Причем у растения 13-6-1 маркер
Umc1983 выявлял аллель только материнской ли-
нии. Такой результат также может быть объяснен

Таблица 3. Результаты генотипирования диплоидных растений кукурузы, полученных из зерновок, завязавших-
ся в скрещиваниях диплоидных растений кукурузы с линией Черная Тетра(4n)

Примечание. ♀ – амплификация только материнского аллеля; ♀ + ♂ – амплификация материнского и отцовского аллелей; ♂ – ам-
плификация только отцовского аллеля; = – маркер не выявил полиморфизма между материнской линией и ЧТ.
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♀ГПЛ АТ(2n) × ♂Черная Тетра(4n)
9-8-9 ♀ ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♀ ♀ ♀ + ♂ = ♀ ♀
9-8-12 ♀ ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♀ ♀ ♀ + ♂ = ♀ ♀ + ♂

♀КМ(2n) × ♂Черная Тетра(4n)
18-10-1 ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♂ = ♀ + ♂ ♀ ♀
18-10-3 ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♂ = ♀ + ♂ ♀ ♀
18-10-4 ♀ ♀ ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♀ + ♂ = ♀ ♀ ♀

♀ЮВ11(2n) × ♂Черная Тетра(4n)
21-8-2 ♀ ♀  +  ♂ ♀ ♀ + ♂ = ♀ + ♂ = ♀ = ♀ + ♂ ♀ ♀ ♀ + ♂
21-8-4 ♀ ♀ + ♂ ♀ ♀ + ♂ = ♀ = ♀ = ♀ + ♂ ♀ ♀ ♀

♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) × ♂Черная Тетра(4n)

5-19 – ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♀ + ♂ ♀ + ♂ ♀ ♀ ♀ ♀
13-1-9-1 – ♀ ♀ ♀ = = ♀ ♀ + ♂ ♂ ♀ + ♂ ♀ ♀ ♀ + ♂
13-6-1 – ♀ ♀ ♀ = = – ♀ + ♂ ♂ ♀ – ♀ –
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рекомбинацией родительских хромосом и после-
дующей элиминацией материнского или отцов-
ского аллеля.

Результаты амплификации разных маркеров в
ДНК, выделенной из листьев исследуемых расте-
ний и из эндосперма зерновок, из которых они
были получены, как правило не различались меж-
ду собой (рис. 4–6). Так, в случаях отсутствия от-
цовских маркеров у растений наблюдалось также их
отсутствие и в эндосперме: к примеру, амплифика-
ция маркеров JY_3:457 у растений из комбинации
♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) № 9-8-3, 9-8-9, 9-8-17
(рис. 3, треки 3 и 4, 7 и 8, 11 и 12 соответственно,
лист и эндосперм); iDP525 у растений из комбина-
ции ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n) № 18-10-3, 18-10-1, 18-10-4
(рис. 5,а, треки 2 и 3, 4 и 5, 6 и 7 соответственно,
лист и эндосперм); INDEL_139329242 у растений
из комбинации ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) № 9-8-9,
9-8-8 (рис. 4,б, треки 5 и 6, 12 и 13 соответственно,
лист и эндосперм). При амплификации маркеров
обоих родителей в ДНК, выделенной из листьев,
аналогичный характер амплификации наблюдал-
ся и в ДНК, выделенной из эндосперма: к приме-
ру, амплификация маркера JY_3:457 у растения
из комбинации ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n) № 9-8-8
(рис. 3, треки 5 и 6), а также маркера
IN DEL_139329242 у растения № 9-8-4 из той же
комбинации скрещивания (рис. 4,б, треки 3 и 4).

Однако у растения № 18-10-3 из комбинации
♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n) было обнаружено, что ре-
зультаты амплификации маркеров 6-й и 9-й хро-
мосом (iDP 425 и INDEL_139329242 соответ-
ственно) различались при использовании ДНК,
выделенной из листа и эндосперма (табл. 4). Анало-
гичный результат наблюдался у растения № 5-19 из

гибридной комбинации ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) ×
× ♂ЧТ(4n), у которого амплификация маркеров 6-й
и 8-й хромосом также различалась в ДНК, выде-
ленной из листа и эндосперма. У этих растений в
листе наблюдалась амплификация только алле-
лей материнской линии, тогда как в эндосперме
присутствовали аллели как материнской, так и
отцовской линии. Разный характер амплифика-
ции разных маркеров в одном и том же эндоспер-
ме свидетельствует о возможной элиминации от-
цовских аллелей в ДНК эндосперма, подобно то-
му, что наблюдалось в ДНК растений.

ОБСУЖДЕНИЕ

Возникновение диплоидных гибридных расте-
ний в скрещиваниях диплоидных и тетраплоид-
ных линий – нередкое явление. Такие диплоид-
ные гибриды могут возникать в результате фор-
мирования гаплоидных пыльцевых зерен у
тетраплоидов вследствие их генетической неста-
бильности, вызванной, как полагают, соматиче-
ской редукцией. Такое предположение ранее вы-
сказывалось в ряде работ, выполненных на Fa-
gopyrum esculentum Moench [30], Sorghum halepense
Linn. [31], Pennisetum americanum (L.) Leeke [32],
S. bicolor L. (Moench) [33], Zea mays L. [23]. Такие ди-
плоидные гибриды должны быть идентичны гибри-
дам, возникающим при скрещивании обычных ди-
плоидных индивидуумов, и в этой связи должны
иметь один набор хромосом материнской линии
и один набор хромосом линии-опылителя.

Представленные выше результаты генотипиро-
вания диплоидных растений кукурузы, развиваю-
щихся из выполненных зерновок, формирующихся

Таблица 4. Сравнительный анализ генотипирования растений № 18-10-3 и 5-19, полученных из зерновок из ги-
бридных комбинаций ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n) и ♀(F2 47/ГПЛ АТ)(2n) × ♂ЧТ(4n), и эндосперма этих зерновок

Примечание см. к табл. 3.
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№ 18-10-3[♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n)]
Растение ♀ ♀ – ♀ ♂ – – ♀ ♀
Эндосперм ♀ ♀ – ♀ + ♂ ♂ – – ♀ + ♂ ♀

№ 5-19 [♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n)]
Растение – ♀ ♀ ♀ ♀ + ♂ ♀ ♀ ♀ ♀
Эндосперм – – ♀ ♀ + ♂ ♀ + ♂ ♀ ♀ + ♂ ♀ ♀
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на початках диплоидных линий в скрещиваниях с
тетраплоидным опылителем, показывают, однако,
что эти растения существенным образом отличают-
ся от таких гибридов. У растений, полученных из
зерновок, сформировавшихся на початках линий
ГПЛ АТ и КМ, фенотипически не отличавшихся от
материнских линий, гибридность проявлялась
только при анализе молекулярных маркеров двух
хромосом, тогда как по восьми хромосомам рас-
тения были гомозиготны по материнским алле-
лям, т.е. у них отсутствовали хромосомы отцов-
ской формы. Наличие двух наборов хромосом ма-
теринской линии может свидетельствовать о
происхождении этих растений из диплоидных
яйцеклеток, иначе говоря, на основе нередуциро-
ванных зародышевых мешков – одного из эле-
ментов апомиксиса. Вместе с тем амплификация
молекулярных маркеров, характерных для двух
хромосом отцовской линии-опылителя, свидетель-
ствует о происхождении таких растений в результа-
те оплодотворения. Возможно, крупные выполнен-
ные зерновки, несущие диплоидные зародыши, в
проведенных нами скрещиваниях 2n × 4n форми-
руются в результате оплодотворения нередуциро-
ванных ЗМ материнских линий диплоидной
пыльцой тетраплоидной отцовской формы, при
этом возникает тетраплоидный зародыш, у кото-
рого в ходе последующего эмбриогенеза восста-
навливается диплоидный набор хромосом за счет
элиминации хромосом одной из родительских
линий. Такая элиминация, по-видимому, носит
неслучайный характер, и чаще всего элиминиру-
ют хромосомы тетраплоидной линии-опылителя.
Хотя в некоторых случаях, по-видимому, имела
место элиминация хромосом материнской линии
(хромосома 7 у растения № 18-10-3, полученного на
основе линии КМ, и растений № 13-1-9-1 и 13-6-1
из гибридной комбинации ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) ×
× ♂ЧТ(4n)).

Подобная элиминация хромосом отцовской
линии-опылителя известна и описана в литерату-
ре достаточно подробно. Так, возникновение га-
плоидов у ячменя и у кукурузы является след-
ствием элиминации хромосом линий гаплоин-
дукторов [34–38], хотя возникновение гаплоидов
у кукурузы может быть обусловлено также мутацией
в гене фосфолипазы, необходимой для преодоле-
ния спермием мембраны яйцеклетки [39, 40]. У тет-
раплоидных сортов рапса при их скрещивании с
экспериментально полученными октоплоидны-
ми линиями описано появление матроклинных
тетраплоидных растений [41], формирование кото-
рых авторы связывают с “индуцирующей” способ-
ностью линий-опылителей. Следовательно, обра-
зование в гетероплоидных скрещиваниях растений
матроклинного типа с плоидностью, аналогичной
плоидности материнской формы, – реально суще-
ствующее в природе явление. Для возникновения
таких растений наряду с элиминацией хромосом

опылителя должен функционировать механизм
формирования нередуцированных зародышевых
мешков у материнской линии, что, возможно,
имеет место у исследованных нами линий куку-
рузы. Нельзя, однако, исключать и возможность
индуцированного опылителем удвоения хромо-
сом яйцеклетки нормального мейотического ЗМ,
которое, по-видимому, имеет место у рапса, по-
скольку в экспериментах китайских исследовате-
лей [41] использовались обычные ЦМС-линии,
применяющиеся для получения гибридов F1.

Обращает на себя внимание, что у всех иссле-
дованных растений маркеры пяти хромосом (1-й,
2-й, 3-й, 4-й и 9-й) демонстрировали амплифика-
цию только материнских аллелей, и на этом осно-
вании можно было бы сделать вывод о происхож-
дении этих растений на основе апомиксиса. Одна-
ко расширение набора молекулярных маркеров
позволило, во-первых, установить гибридное про-
исхождение исследуемых растений и, во-вторых,
выявить у кукурузы явление, которое можно было
бы описать термином “диплоиндукция”, при кото-

Рис. 5. Амплификация SSR-маркера iDP525 (хромо-
сома 1) (а) и SSR-маркера iDP1606 (хромосома 10) (б)
у материнских линий кукурузы КМ, ЮВ-11, ГПЛ АТ,
тетраплоидной кукурузы Черная Тетра (ЧТ)(4n) и ди-
плоидных растений, полученных из зерновок, завя-
завшихся на початках, опыленных пыльцой ЧТ. 1 –
КМ; 2–7 – диплоидные растения № 18-10-3 (2, 3),
№ 18-10-1 (4, 5), № 18-10-4 (6, 7) из гибридной ком-
бинации ♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n); 8 – ЧТ; 9, 10 – дипло-
идные растения № 21-8-2 (9), № 21-8-4 (10) из ги-
бридной комбинации ♀ЮВ 11(2n) × ♂ЧТ(4n); 11 –
ЮВ-11; 12 – ГПЛ АТ; 13–16 – диплоидные растения
№ 9-8-9 (13, 14), № 9-8-12 (15, 16) из гибридной ком-
бинации ♀ГПЛ АТ(2n) × ♂ЧТ(4n); 17 – маркеры
ДНК; 18 – отрицательный контроль (нет ДНК).
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ром подавляющее большинство хромосом тет-
раплоидной линии-опылителя элиминирует и
формируется диплоидный генотип зародыша, не-
сущий преимущественно хромосомы материн-
ского родителя.

Механизмы, лежащие в основе элиминации
хромосом тетраплоидной отцовской линии, за-
служивают дальнейшего детального исследова-
ния. Объяснение элиминации отцовских хромосом
в результате несбалансированности генома, свой-
ственной отдаленной гибридизации [34, 42–44],
вряд ли может быть убедительным, поскольку мы
проводили скрещивания линий, принадлежащих
к одному виду. В то же время элиминация отцов-
ских хромосом в скрещиваниях с линиями-гап-
лоиндукторами, использующимися в качестве
опылителя, которые несут мутации в гене центро-
мерного гистона CENH3 [45–47], участвующего в
формировании центромеры и влияющего на рас-
хождение хромосом, наводит на мысль, что в не-
которых случаях у гибридов 2n × 4n может иметь
место аналогичный процесс. Не исключено, что
ген центромерного гистона CENH3 тетраплоид-
ного опылителя в геноме гибридов 2n × 4n может
подвергаться импринтингу, а материнской ги-
стон CENH3 в силу мутаций или эпигенетиче-
ских эффектов слабо взаимодействует с отцов-
скими хромосомами, которые в результате этого
элиминируются в ходе клеточных делений.

Примечательно, что в некоторых случаях ам-
плификация разных маркеров одной и той же
хромосомы у одного и того же растения давала
разные результаты. Так, у обоих растений, полу-
ченных из зерновок, завязавшихся на початке ли-
нии ГПЛ АТ, № 9-8-9 и 9-8-12, SSR-маркер 5-й
хромосомы Umc2036 выявлял аллели только ма-

теринской линии, тогда как другой SSR-маркер
этой же хромосомы (Umc1870) – аллели как мате-
ринской, так и отцовской линии. Эти маркеры
находятся на значительном удалении друг от дру-
га на 5-й хромосоме: Umc2036 картирован в обла-
сти 6993294…7011505, тогда как Umc1870 – в обла-
сти 64135849…64145035 (https://www.maizegdb. org).
Вполне возможно, что в процессе онтогенеза у
исследуемых растений имела место рекомбина-
ция родительских хромосом, в результате чего пя-
тая хромосома приобрела рекомбинантную при-
роду и несла как отцовские, так и материнские
маркеры. Аналогичным образом, у растения
№ 13-6-1 Indel-маркер 7-й хромосомы UfiDP7_1.2
(локализация в сайте 1298878 [27]) выявлял ал-
лель отцовской линии, тогда как SSR-маркер
Umc1983, локализованный на той же хромосоме
(113048246…113049029) (https://www.maizegdb.
org), – аллель материнской линии. Различие ре-
зультатов амплификации разных маркеров одной
и той же хромосомы, возможно, является след-
ствием рекомбинации родительских хромосом в
процессе онтогенеза исследуемых растений, воз-
никших в результате гибридизации.

Процессы элиминации хромосом, как свиде-
тельствуют данные рис. 4–6, протекали не только
в тканях зародыша, но и в эндосперме. При этом
в большинстве случаев результаты амплифика-
ции ДНК из листьев растений, полученных из
зерновок с початков, опыленных ЧТ, и из эндо-
сперма этих же зерновок совпадали между собой,
за исключением растений № 18-10-3 и 5-19, полу-
ченных из зерновок из гибридных комбинаций
♀КМ(2n) × ♂ЧТ(4n) и ♀(F2 В47/ГПЛ АТ)(2n) ×
× ♂ЧТ(4n) соответственно (табл. 4). У этих расте-
ний в листе наблюдалась амплификация только

Рис. 6. Амплификация Indel-маркера UfiDP7_1.2 (а, в) и SSR-маркера UMC1983 (б), локализующихся на 7-й хромо-
соме генома кукурузы, у потомства, полученного из зерновок, завязавшихся на початках растений ГПЛ АТ (а, б) и F2
В47/ГПЛ АТ (в) после опыления пыльцой ЧТ. а: 1 – ГПЛ АТ; 2–4 – диплоидные растения № 9-8-9 (2), 9-8-12 (3, 4); 5 – ЧТ;
6 – маркеры длины фрагментов ДНК; 1–3, 5 – ДНК из листьев растений; 4 – ДНК из эндосперма зерновки, из кото-
рой было получено растение № 9-8-12. б: 1 – ЧТ; 2 – ГПЛ АТ; 3–5 – диплоидные растения № 9-8-9 (3, 4); № 9-8-12
(5); 6 – маркеры длины фрагментов ДНК; 1–3, 5 – ДНК из листьев растений; 4 – ДНК из эндосперма зерновки, из
которой было получено растение № 9-8-12. в: 1 – материнское растение из поколения F2 В47/ГПЛ АТ, участвовавшее
в скрещивании с ЧТ; 2–6 – диплоидные растения № 5-19 (2, 3), № 5-21 (4), № 13-1-9-1 (5), № 13-6-1 (6); 7 – ЧТ; 8 –
маркеры ДНК; 1, 2, 4–7 – ДНК из листьев; 3 – ДНК из эндосперма зерновки, из которой было получено растение
№ 5-19.
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аллелей материнской линии, тогда как в эндо-
сперме присутствовали аллели как материнской,
так и отцовской линии. Такой гибридный харак-
тер эндосперма зерновки в сочетании с отсут-
ствием отцовских аллелей у растений мог бы сви-
детельствовать в пользу псевдогамного апомик-
сиса, однако факт амплификации отцовского
аллеля маркера uFIDP7_1.2 (7-я хромосома) в
ДНК этих же растений отвергает эту гипотезу и
указывает на их возникновение в результате
двойного оплодотворения.

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют в пользу гипотезы о том, что диплоид-
ная природа растений, развивающихся у кукуру-
зы из выполненных зерновок, формирующихся в
2n × 4n скрещиваниях, по-видимому, является
следствием оплодотворения нередуцированных
зародышевых мешков диплоидных линий пыль-
цой тетраплоидов и последующей элиминации
хромосом преимущественно тетраплоидного от-
цовского родителя. Гипотеза о происхождении
этих растений в результате псевдогамного апо-
миксиса, предложенная нами ранее [23], в дан-
ном материале не нашла своего эксперименталь-
ного подтверждения. Тем не менее диплоидная
природа растений, гомозиготных по подавляю-
щему большинству молекулярных маркеров ма-
теринских линий, свидетельствует о развитии та-
ких растений на основе диплоидных яйцеклеток
и, следовательно, о наличии у использованных ли-
ний способности к формированию нередуциро-
ванных зародышевых мешков – одного из основ-
ных компонентов апомиктичного размножения.
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Elimination of Chromosomes as a Mechanism for the Formation of Diploid Plants 
in Diploid–Tetraploid Crosses in Maize (Zea mays L.)
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One of the main components of apomictic plant reproduction is the formation of unreduced embryo sacs
(ESs). Heteroploid crosses, in which maternal diploid plants are pollinated by pollen of tetraploid paternal
parent, can be used as an effective tool for identifying the ability to form unreduced ESs. In maize, in crosses
2n(♀) × 4n(♂), as a rule, shrunken kernels with a triploid embryo are formed, in which the development of
the endosperm is impaired due to the deviation of the balance of the maternal (m) to paternal (p) genomes
from the ratio of 2m : 1p. In our experiments, in several diploid maize lines, after their pollination with tetra-
ploid pollen, the formation of large plump kernels was observed, from which diploid maternal-type plants de-
veloped, the maternal-type phenotype, as well as the hybrid endosperm phenotype, were confirmed by the
expression of genetic markers. It has been suggested that the plump kernels in 2n × 4n crosses arise on the
basis of unreduced embryo sacs (ESs) and pseudogamous apomixis, since the fusion of diploid sperms with
diploid polar nuclei provides a 2 : 1 ratio of maternal to paternal genomes in the endosperm. In order to clarify
the genetic nature of diploid plants phenotypically similar to maternal lines that developed from plump ker-
nels in 2n × 4n crosses, we carried out their genotyping for all 10 chromosomes of the maize genome using
polymorphic codominant SSR- and Indel-markers that differentiate the paternal line from maternal lines. As
maternal lines, we used HPL AT, which has the ability to haploid parthenogenesis, KM, YuV-11, as well as
the F2 B47/HPL AT hybrid plants; and as a paternal line – Chernaya Tetra(4n). It was found that in all the
plants studied, when markers of five chromosomes (1, 2, 3, 4, and 9) were used, amplification of only mater-
nal alleles was observed. However, in each of the studied plant, when using markers of other chromosomes,
cases of amplification of alleles characteristic of the paternal line were noted. A hypothesis is put forward on
the formation of diploid plants in 2n × 4n crosses in maize as a result of fertilization of the unreduced ESs and
the subsequent elimination of chromosomes, predominantly of the pollen parent.

Keywords: apomixes, DNA markers, heteroploid crosses, elimination of chromosomes.


