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Резюме 

Изучали влияние соотношения концентраций эндогенных фитогормонов (ИУК, АБК и 

цитокининов) в каллусах пшеницы сорта Башкирская 26 и ячменя сорта Steptoe и его АБК-

дефицитного мутанта AZ34. Установлено, что в каллусах с различной способностью к 

эмбриоидогенезу наиболее сильно изменялось относительное содержание ИУК в сравнении с 

другими гормонами. Относительные содержания АБК и цитокининов изменялись незначительно. 

Абсолютные значения содержания цитокининов были сходными во всех типах каллусов у обоих 

изученных злаков. Эмбриоидогенные каллусы характеризовались повышенным уровнем 

содержания ИУК по отношению к АБК и цитокининам. В неэмбриоидогенных каллусах 

наблюдалось значительное увеличение относительного содержания ИУК по отношению к АБК и 

цитокининам. Обсуждается роль эндогенных фитогормонов в индукции эмбриоидогенеза. Сделан 

вывод об определяющей роли баланса ИУК и АБК в эмбриоидогенной способности каллусов.  
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Resume 

The influence of the ratio of the concentrations of endogenous phytohormones (IAA, ABA and cytokinins) 

in calli of wheat (cv. Bashkirskaya 26) and barley (cv. Steptoe and its ABA-deficient mutant AZ34) was 

studied. It was established that in the calli with different embryoidogenic ability the relative content of IAA 

was most strongly changed in comparison with other hormones. The relative contents of ABA and 

cytokinins did not change significantly. Absolute values of cytokinin content were similar in all types of 

calli in both studied cereals. Embryoidogenic calli were characterized by an elevated level of IAA in 

relation to ABA and cytokinins. In non-embryoidogenic calli there was a significant increase in the relative 

content of IAA in relation to ABA and cytokinins. The role of endogenous phytohormones in the induction 
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of embryoidogenesis is discussed. A conclusion was drawn on the determining role of the balance of IAA 

and ABA in the embryoidogenic ability of calli. 
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Введение 

Эффективность соматического эмбриогенеза 

(СЭ) в каллусных культурах in vitro в значительной 

степени определяет практическую значимость 

растительных биотехнологий. Установлено, что 

способность каллусов к эмбриоидогенезу зависит от 

многих факторов, важнейший из которых – 

гормональный. Роль подбора оптимальных 

концентраций экзогенных фитогормонов в индукции 

СЭ и повышении эмбриоидогенной способности 

каллусов хорошо изучена [Jiménez, Thomas, 2006; 

Сельдимирова, Круглова (Seldimirova, Kruglova), 

2015; Nic-Can, Loyola-Vargas, 2016]. Влияние же 

эндогенных гормонов на способность клеток каллуса 

к дифференцировке по пути эмбриоидогенеза 

исследовано недостаточно [Jiménez, Thomas, 2006]. 

Высказано мнение, что компетентность клеток к СЭ 

в значительной степени обусловлена количеством и 

соотношением эндогенных регуляторов роста, 

однако данные об участии эндогенных фитогормонов 

в этих процессах весьма ограничены [Dolgikh et al., 

2003; Jiménez, Thomas, 2006]. В то же время, лучшее 

понимание взаимосвязи между концентрациями 

эндогенных гормонов в клетках каллусов с их 

компетентностью к СЭ позволит расширить диапазон 

генотипов растений, клонирование которых в 

культуре in vitro основано на феномене 

эмбриоидогении. 

В связи с этим цель работы заключалась в 

изучении содержания в каллусах эндогенных 

фитогормонов (АБК, ИУК, и цитокининов (ЦК)) и 

влияния соотношения их концентраций на 

способность каллусов к СЭ. 

 

Материалы и методы 

Объектом исследования послужили 

зародышевые каллусы пшеницы (сорт Башкирская 

26) и ячменя (сорт Steptoe и его АБК-дефицитный 

мутант AZ34). Донорные растения выращивали в 

полевых условиях научного стационара Уфимского 

Института биологии РАН (Уфимский район 

Республики Башкортостан). В качестве эксплантов 

для индукции каллуса использовали незрелые 

зародыши на 13-15 сутки после массового цветения. 

Базовой питательной средой для индукции 

каллусогенеза служила среда, содержащая макро- и 

микросоли и витамины по прописи Мурасиге-Скуга 

(МС) [Murashige, Skoog, 1962]. Для получения 

каллусов пшеницы использовали базовую среду, 

дополненную 2.0 или 5.0 мг/л 2,4-Д. Часть каллусов, 

полученных на среде с 2.0 мг/л культивировали в 

течение полугода на среде того же состава, 

пересаживая каллусы на свежую среду каждые 4 

недели [Круглова, Сельдимирова (Kruglova, 

Seldimirova), 2011]. Для получения каллусов ячменя 

использовали базовую среду, дополненную 0.5 мг/л 

6-БАП и 12.5 мг/л CuSO4х12H2O или 0.5 мг/л 6-БАП, 

12.5 мг/л CuSO4х12H2O и 0.5 мг/л АБК 

[Сельдимирова и др. (Seldimirova et al.), 2017]. 

Содержание эндогенных гормонов определяли 

методом твердофазного иммуноферментного анализа 

[Веселов (Veselov), 1998]. При расчете 

относительного соотношения количества гормонов за 

единицу принимали абсолютное значение 

содержания в каллусах АБК. 

Статистическую обработку полученных 

результатов проводили с применением программы 

Microsoft Office Excel 2010. В таблицах представлены 

средние арифметические значения и ошибки 

средних.  

 

Результаты и обсуждение 

Ранее нами [Круглова, Сельдимирова 

(Kruglova, Seldimirova), 2011] было установлено, что 

культивирование in vitro незрелых зародышей 

пшеницы на среде МС, дополненной 2.0 мг/л 2,4-Д, 

вело к формированию эмбриоидогенных каллусов 

(ЭК), компетентных к СЭ при переносе их на 

безгормональную среду МС. Культивирование же 

незрелых зародышей на среде МС, дополненной 5.0 

мг/л 2,4-Д, вело к формированию 

неэмбриоидогенных каллусов (НЭК), не способных 

формировать эмбриоиды. Кроме того, было 

выявлено, что длительное культивирование in vitro 

каллусов на среде МС, дополненной 2.0 мг/л 2,4-Д, 

приводило к потере каллусами компетентности к СЭ. 

В ходе выполнения экспериментов было 

изучено содержание эндогенных фитогормонов в 

каллусах пшеницы, различающихся по 

компетентности к СЭ. Полученные данные отражены 

в таблице 1. 
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Таблица 1 

Содержание эндогенных фитогормонов в каллусах пшеницы 

Table 1. The levels of endogenous phytohormones in wheat calli 

Тип каллуса 

Callus type 

Содержание эндогенных фитогормонов,  

нг/г сырой массы 

The levels of endogenous phytohormones,  

ng/g of fresh weight 

Относительное содержание эндогенных 

фитогормонов 

The relative levels of endogenous phytohormones 

АБК 

ABA 

ИУК 

IAA 

ЦК 

cytokinins 

АБК 

ABA 

ИУК 

IAA 

ЦК 

cytokinins 

ЭК 

EC 
1.1±0.1 13.1±1.2 1.3±1.2 1 11.9 1.2 

НЭК-5 

NEC-5 
0.7±0.1 16.8±1.5 1.2±0.1 1 24 1.7 

НЭК-дк 

NEC-lc 
1.0±0.2 21.4±2.1 1.8±0.3 1 21.8 1.8 

ЭК – эмбриоидогенные каллусы, НЭК-5 – неэмбриоидогенные каллусы, полученные на среде, дополненной 5.0 

мг/л 2,4-Д, НЭК-дк – неэмбриоидогенные каллусы, полученные в результате длительного культивирования на 

среде, дополненной 2.0 мг/л 2,4-Д 

EC – embryoidogenic calli, NEC-5 – non-embryoidogenic calli, obtained on medium, supplemented with 5.0 mg/l 2,4-D, 

NEC-lc – non-embryoidogenic calli, obtained as a result of long cultivation on medium, supplemented with 2.0 mg/l 2,4-D. 
 

 

Из приведенных в таблице 1 данных видно, 

что ЭК пшеницы характеризуются относительно 

высоким уровнем содержания ИУК и низкими 

уровнями содержания АБК и ЦК (относительное 

соотношение количества АБК : ИУК : ЦК составило 

приблизительно 1 : 12 : 1). НЭК пшеницы, 

полученные на среде с высоким содержанием 2,4-Д, 

характеризовались 2-кратным увеличением 

содержания ИУК и цитокининов по отношению к 

АБК (соотношение АБК : ИУК : ЦК составило 

приблизительно 1 : 24 : 2). Интересно, что такая же 

картина наблюдалась и для НЭК, полученных в 

результате длительного культивирования 

(соотношение АБК : ИУК : ЦК составило 

приблизительно 1 : 22 : 2). 

Согласно данным, полученным нами ранее 

[Сельдимирова и др., 2017], способные к регенерации 

каллусы ячменя сорта Steptoe были получены при 

культивировании незрелых зародышей in vitro на 

среде МС, дополненной 0.5 мг/л 6-БАП и 12.5 мг/л 

CuSO4х12H2O. Каллусы АБК-дефицитного мутанта 

ячменя AZ34, полученные на той же среде 

характеризовались очень низкой способностью к 

регенерации, которая значительно повышалась при 

добавлении в среду для индукции каллусогенеза 

0.5 мг/л АБК. Проведенный нами гистологический 

анализ [Сельдимирова и др., неопубл. (Seldimirova et 

al., unpublished], показал, что регенерация в каллусах 

ячменя сорта Steptoe осуществляется посредством 

эмбриоидогенеза. В каллусах АБК-дефицитного 

мутанта ячменя AZ34, полученных на среде без 

добавления экзогенной АБК наблюдается 

«затухание» процесса СЭ – происходит остановка 

эмбриоидогенеза на ранних стадиях развития. 

Включение экзогенной АБК в среду для индукции 

каллусогенеза у AZ34 ведет к нормальному развитию 

в каллусах эмбриоидов и последующей регенерации 

из них растений. 

Данные по содержанию эндогенных 

фитогормонов в каллусах ячменя приведены в 

таблице 2, из которой видно, что ЭК ячменя сорта 

Steptoe (как и ЭК пшеницы) характеризуются 

относительно высоким уровнем содержания ИУК и 

низкими уровнями содержания АБК и ЦК 

(относительное соотношение количества 

АБК : ИУК : ЦК составило приблизительно 1 : 7 : 3). 

У НЭК АБК-дефицитного мутанта ячменя AZ34, 

полученных при тех же условиях, что и ЭК 

родительской формы, но характеризующихся 

торможением процесса СЭ, было отмечено 

увеличение содержания ИУК (значительное) и ЦК по 

отношению к АБК (соотношение АБК : ИУК : ЦК 

составило приблизительно 1 : 22 : 6). ЭК AZ34, 

полученные на среде с добавлением АБК, 

формировали полноценные эмбриоиды, а 

относительное содержание в них АБК : ИУК : ЦК 

составило приблизительно 1 : 2 : 1. 

Таким образом, полученные нами данные 

позволяют подтвердить предположение, что ИУК – 

ключевой эндогенный гормон при индукции СЭ. ЭК, 

как пшеницы, так и ячменя, характеризуются более 

низким соотношением концентраций эндогенных 

ИУК:АБК по сравнению с НЭК, что совпадает с 

мнением других исследователей [Dolgikh et al., 2003; 

Jiménez, Thomas, 2006; Zhou et al., 2017]. Такое 

мнение подтверждается результатами исследований 

[Dolgikh et al., 2003], показавшими возможность 

усиления эмбриоидогенной способности каллусов 
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кукурузы, путем культивирования зародышей на 

среде для индукции каллусогенеза, содержащей ко-

факторы ИУК-оксидазы – пара-кумаровую кислоту 

или 2,4-дихлорфенол, или в результате обработки 

зародышей экзогенной АБК. 

Таблица 2 

Содержание эндогенных фитогормонов в каллусах ячменя 

Table 1. The levels of endogenous phytohormones in barley calli 

Тип каллуса 

Callus type 

Содержание эндогенных фитогормонов, 

нг/г сырой массы 

The levels of endogenous phytohormones, 

ng/g of fresh weight 

Относительное содержание эндогенных 

фитогормонов 

The relative levels of endogenous 

phytohormones 

АБК 

ABA 

ИУК 

IAA 

ЦК 

cytokinins 

АБК 

ABA 

ИУК 

IAA 

ЦК 

cytokinins 

ЭК (Steptoe) 

EC (Steptoe) 
2.7±0.5 19.8±2.4 7.8±1.1 1 7.3 2.9 

ЭК (AZ34) 

EC (AZ34) 
9.1±1.2 16.0±1.3 6.2±0.8 1 1.8 0.7 

НЭК (AZ34) 

NEC (AZ34) 
1.2±0.2 26.4±2.3 7.7±0.5 1 22 6.4 

ЭК (Steptoe) – эмбриоидогенные каллусы исходного сорта, ЭК (AZ34) – эмбриоидогенные каллусы АБК-

дефицитного мутанта, полученные на среде, дополненной экзогенной АБК в концентрации 0.5 мг/л, НЭК 

(AZ34) – неэмбриоидогенные каллусы АБК-дефицитного мутанта, полученные на среде без добавления 

экзогенной АБК. 

EC – embryoidogenic calli of original cultivar, NEC (AZ34) – non-embryoidogenic calli of ABA-deficient mutant, 

obtained on medium, supplemented with 0.5 mg/l exogenous ABA, NEC-(AZ34) – non-embryoidogenic calli of ABA-

deficient mutant, obtained on medium, without exogenous ABA. 

 

НЭК обоих изученных злаков 

характеризуются значительным увеличением 

содержания эндогенной ИУК, а также повышением 

содержания ЦК по сравнению с АБК. Можно 

предположить, что такое высокое содержание ИУК и 

цитокининов значительно повышает 

пролиферативную активность каллусов и тем самым 

делает невозможным переход каллусных клеток к 

дифференциации. НЭК пшеницы, полученные на 

средах с высоким содержанием 2,4-Д, а также путем 

длительного культивирования каллусов на среде с 

2,4-Д свидетельствуют в пользу мнения о 

возможности увеличения концентрации эндогенных 

ауксинов под влиянием экзогенных синтетических 

ауксинов. В работе [Ribnicky et al., 1996] показано, 

что 2,4-Д способствовала накоплению эндогенной 

ИУК, повышение концентрации которой, в свою 

очередь, поддерживало пролиферативное состояние 

каллусов и препятствовало инициации СЭ. Удаление 

же 2,4-Д из среды вело к снижению уровня 

эндогенного ауксина и делало возможным 

дифференциацию и созревание эмбриоидов. Кроме 

того, того 2,4-Д сама легко проникает в 

культивируемые экспланты [Bronsema et al., 1998; 

Швецов, Еникеев (Shvetsov, Enikeev), 2009] и 

используется клетками как ауксин [Ribnicky et al., 

1996; Швецов, Еникеев (Shvetsov, Enikeev), 2009], 

поскольку синтетические аналоги ауксина, в том 

числе и 2,4-Д, эффективно связываются с 

рецепторами ауксина [Song, 2014].  

Также, увеличение содержания ИУК и ЦК по 

отношению к АБК в НЭК обоих злаков можно 

объяснить антагонистическими взаимодействиями 

АБК и ауксинов/цитокининов [Sun, Li, 2014]. Это 

особенно четко видно на примере НЭК у AZ34: очень 

низкие абсолютные значения содержания АБК в 

клетках каллусов приводят к значительному 

увеличению концентраций ИУК и ЦК. 

Кроме того, отличия в содержании 

эндогенной АБК в каллусах AZ34, культивируемых 

in vitro на средах с внесением и без экзогенной АБК 

наглядно демонстрирует важную роль эндогенной 

АБК в процессе СЭ, которая достаточно хорошо 

изучена [Alwael et al., 2017; Zhou et al., 2017 и мн. 

др.].  

В литературе имеются данные о том, что 

именно уровни эндогенных ЦК являются маркером 

компетентности клеток каллусов к инициации СЭ 

[Besse et al., 1992]. Однако следует отметить тот 

факт, что абсолютные значения концентрации 

цитокининов во всех вариантах исследования были 

сходными. На основании этих данных можно сделать 

вывод, что определяющую роль в способности 

каллусов к индукции СЭ играет соотношение 

концентраций именно эндогенных ИУК и АБК.  

Таким образом, в условиях выполненных 

экспериментов эмбриоидогенная способность 
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каллусов изученных злаков определяется балансом 

эндогенных ИУК и АБК. Полученные данные дают 

возможность искусственного повышения 

способности к индукции СЭ и в целом к регенерации 

растений в каллусной культуре in vitro злаков. 

В работе использована приборная база Центра 

коллективного пользования “Агидель” УФИЦ РАН. 

Работа выполнена при частичной поддержке 

грантом РФФИ №17-04-01477. 
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