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Резюме 

Регенерация полноценных растений из морфогенных каллусов in vitro – неотъемлемая часть ряда 

биотехнологий. В качестве эксплантов для получения морфогенных каллусов у злаков особенно 

перспективны незрелые зародыши. Исследование посвящено выявлению цитофизиологических 

особенностей системы «незрелый зародыш in planta–морфогенный каллус in vitro» у яровой мягкой 

пшеницы. Результаты культивирования in vitro разновозрастных зародышей показали, что 

оптимальными для получения морфогенного каллуса являются незрелые зародыши в стадии начала 

органогенеза. В таких зародышах заложены примордии щитка и побега, представленные 

меристематическими клетками. Поступлению индуктора каллусообразования (ауксин 2,4-Д в 

оптимальной концентрации) благоприятствует отсутствие плотной стенки у этих клеток. 

Сформировавшиеся на индукционной среде in vitro морфогенные каллусы представлены 

преимущественно меристематическими клетками, объединенными в группы (меристематические 

очаги). Тем самым в каллусах создаются цитологические предпосылки для будущей реализации 

различных путей морфогенеза in vitro. Обсуждается вопрос о морфогенетической компетентности 

незрелых зародышей как эксплантов для получения морфогенных каллусов. Предложено незрелый 

зародыш in planta на стадии начала органогенеза и индуцированный in vitro морфогенный каллус 

рассматривать как единую систему для биотехнологических исследований хлебных злаков. 
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Resume 

Plant regeneration from morphogenic calli in vitro is an integral part of several biotechnologies. Immature 

embryos are particularly promising as explants for obtaining morphogenic calli in cereals. The study is 

devoted to the identification of cytophysiological features of the "immature embryo in planta–morphogenic 

callus in vitro" system in spring bread wheat. The results of culture in vitro of different-ages embryos 

showed that immature embryos at the beginning of organogenesis are optimal for obtaining morphogenic 

callus. These embryos contain primordia of the scutellum and the shoot, represented by meristematic cells. 

mailto:Kruglova@anrb.ru
mailto:Kruglova@anrb.ru


Система «Зародыш–каллус» у пшеницы 

 

 181 

The penetration of the inducer of callus formation (auxin 2,4-D in the optimal concentration) is favored by 

the absence of a dense wall in these cells. Morphogenic calli formed on the induction medium in vitro are 

mainly represented by meristematic cells united in groups (meristematic zones). This creates cytological 

prerequisites in the calli for the future implementation of various pathways of morphogenesis in vitro. The 

question about morphogenetic competence of immature embryos as the explants for obtaining morphogenic 

calli is discussed. It is proposed to consider the immature embryo in planta at the stage of the beginning of 

organogenesis and the morphogenic callus induced in vitro as a single system for biotechnological 

researches of cereals. 
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Введение 

Морфогенный каллус in vitro – 

интегрированная система, образующаяся как 

экзогенно (в результате пролиферации поверхностных 

клеток различных тканей), так и эндогенно (в глубине 

этих тканей), изначально состоящая из однородных 

клеток, постепенно преобразующихся в группы 

гетерогенных клеток, имеющих морфогенетические 

потенции, которые реализуются различными путями 

морфогенеза [Батыгина (Batygina), 2014]. 

Плюрипотентные клетки каллуса в ходе дальнейшего 

культивирования способны развиваться по различным 

путям морфогенеза in vitro, включая регенерацию 

полноценных растений. Многочисленными 

исследованиями выявлено, что успех в формировании 

морфогенных каллусов in vitro определяется 

комплексом взаимосвязанных эндогенных (генотип 

донорного растения, эпигенетические свойства 

экспланта, тип и возраст экспланта/донорного 

растения, свойства клеток эксплантов и др.) и 

экзогенных (условия выращивания донорных 

растений, предварительное стрессовое воздействие на 

эксплант/донорное растение, состав индукционной 

среды, физические условия культивирования in vitro и 

др.) факторов. Эндогенные факторы в целом 

расцениваются как существование в эксплантах 

клеток, морфогенетически компетентных к 

восприятию индукторов инициации каллусогенеза in 

vitro, экзогенные факторы – как сами эти индукторы 

(см. обзоры [Круглова и др. (Kruglova et al.), 2018б; 

Feher, 2019; Зинатуллина (Zinatullina), 2020]). 

Большой практический интерес вызывают 

исследования каллусогенеза in vitro злаков как 

коммерчески ценной группы растений. 

Перспективными эксплантами для получения 

морфогенных каллусов в биотехнологических целях 

проявили себя незрелые зародыши злаков [Круглова, 

Катасонова, 2009; Chu et al., 2016; Seldimirova et al., 

2016; Miroshnichenko et al., 2017]. Эти результаты 

можно объяснить тем, что индукция 

каллусообразования предполагает 

репрограммирование морфогенетически 

компетентных инициальных клеток эксплантов (см. 

обзоры [Doll et al., 2017; Ikeuchi et al., 2018, 2019]), к 

чему более предрасположены клетки онтогенетически 

молодых органов.  

Хорошо известно, что развитие зародыша при 

такой системе размножения, как зиготическая 

эмбриогения in planta, представляет собой единый 

процесс, в результате которого из исходной клетки 

(зиготы) формируется зрелый зародыш [Батыгина 

(Batygina), 2014; Radoeva et al., 2019]. В то же время в 

своем морфогенезе зародыш проходит ряд 

взаимосвязанных стадий, различающихся как по 

морфофизиологическим процессам, функциональной 

нагрузке, продолжительности, так и значению для 

дальнейшего развития. Каждая из стадий 

эмбриогенеза направлена на реализацию 

морфогенетического потенциала зародыша и 

онтогенетической программы развития особи в целом. 

Такая стадийность выявлена и при эмбриогенезе 

злаков (см. обзор [Круглова и др., 2019 (Kruglova et 

al., 2020)]). Решение проблемы морфогенетической 

компетентности незрелых зародышей злаков как 

эксплантов для получения морфогенных каллусов in 

vitro напрямую связано с выявлением их 

цитологического статуса на оптимальной для этого 

стадии эмбриогенеза in planta. 

Важно также дать оценку цитологических 

особенностей морфогенных каллусов, 

сформировавшихся из незрелых зародышей на 

индукционной среде in vitro, содержащей 

гормональный индуктор каллусообразования в 

оптимальной для этого концентрации. 

Данная работа посвящена выявлению 

цитологических особенностей как незрелых 

зародышей пшеницы на стадии эмбриогенеза in 

planta, оптимальной для получения морфогенных 

каллусов in vitro, так и полученных из них 

морфогенных каллусов на оптимизированных по 
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концентрации гормона 2,4-Д питательных средах, в 

целях разработки системы «зародыш in planta – 

зародышевый каллус in vitro» для 

биотехнологических исследований хлебных злаков. 

 

Материалы и методы 

Материалом для исследования послужили 

растения яровой мягкой пшеницы сорта Башкирская 

28, выведенного в лаборатории селекции яровой 

пшеницы БашНИИ СХ УФИЦ РАН. Семена любезно 

предоставлены автором сорта к. с.-х.н. В.И. 

Никоновым согласно договору о творческом 

сотрудничестве между УИБ УФИЦ РАН и БашНИИ 

СХ УФИЦ РАН.  

Донорные растения выращивали в полевых 

условиях на экспериментальных участках научного 

стационара Уфимского Института биологии УФИЦ 

РАН (Уфимский район). В период активного цветения 

проводили искусственное опыление 2-х нижних 

цветков колосков средней трети колоса, семязачатки 

которых находятся на одной стадии развития 

[Круглова, Сельдимирова (Kruglova, Seldimirova), 

2011].  

На питательные среды инокулировали 

незрелые зародыши, изолированные через 

определенное время после искусственного опыления 

на следующих стадиях эмбриогенеза, согласно 

авторской периодизации [Круглова (Kruglova), 2012]: 

четырехклеточный зародыш (2-3 сут после опыления), 

многоклеточный зародыш (4-5 сут после опыления), 

начало органогенеза (7-9 сут после опыления), 

активный органогенез (12-15 сут после опыления), 

завершение органогенеза (17-18 сут после опыления), 

сформированный зародыш (20-21 сут после 

опыления).  

Для индукции каллусообразования 

использовали питательную среду, составленную по 

полной прописи [Murashige, Skoog, 1962], рН 5.8, c 

добавлением в качестве гормонального компонента 

синтетического аналога ауксина 2,4-Д в следующих 

концентрациях: 0.0 (контроль), 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 

6.0, 7.0, 8.0 мг/л. Зародыши, размещенные на среде 

щитком вниз, инкубировали в темноте при +27ºС до 

ответной реакции эксплантов или их деградации. 

Вели визуальную оценку морфологических 

показателей каллусов с выявлением 

морфогенных/неморфогенных каллусов согласно 

ранее разработанным критериям [Круглова, 

Сельдимирова (Kruglova, Seldimirova), 2011].  

Прижизненную съемку морфогенных каллусов 

вели с применением цифровой камеры “Olympus 

Camedia C-4000” (“Olympus Optical Co., Ltd”, Japan).  

Использовали предложенные нами 

гистологические (светооптические) методы, 

модифицированные применительно к 

биотехнологическим исследованиям [Круглова и др. 

(Kruglova et al.), 2013]. Гистологические препараты 

незрелых зародышей и морфогенных каллусов 

анализировали с использованием микроскопа 

проходящего света Axio Imager A1 (Carl Zeiss, 

Germany), оснащенного объективом EC Plan-

NEOFLURAL 10×/0.3. Фотографирование 

изображений вели с помощью цифровой фотокамеры 

AxioCam MRc5 с программным обеспечением Axio 

Vision 4.7 (Carl Zeiss, Germany). 

Все эксперименты проводили в трех 

биологических повторностях. Статистическую 

обработку полученных результатов вели с 

применением программы Microsoft Office Excel 2010. 

В таблице приведены средние значения со 

стандартными ошибками. 

 

Результаты и обсуждение 

Согласно полученным данным, реакция 

незрелых зародышей пшеницы на условия культуры 

in vitro при прочих равных условиях определялась 

стадией эмбриогенеза и концентрацией 2,4-Д в 

индукционной среде (табл.). При культивировании in 

vitro зародышей, инокулированных на стадиях 

четырехклеточного и многоклеточного зародыша, при 

всех концентрациях 2,4-Д в среде и в 

безгормональном контроле ответной реакции 

зародышей не наблюдали. Такие зародыши 

постепенно дегенерировали.  

Культивирование in vitro зародышей, 

инокулированных на стадии начала органогенеза, при 

концентрациях 2,4-Д в 1.0-5.0 мг/л, приводило к 

формированию каллусов, представляющих собой 

структуры плотной компактной консистенции, 

светлых, узловатой формы. Такие каллусы по 

морфологическим признакам отнесены к 

морфогенным. В контрольном безгормональном 

варианте, а также при повышенных (6.0-8.0 мг/л) 

концентрациях 2,4-Д из зародышей на стадии начала 

органогенеза формировались оводненные каллусы 

темно-желтого цвета, неопределенной формы, рыхлой 

мягкой консистенции. Такие каллусы по их 

морфологическим признакам отнесены к 

неморфогенным.  

При культивировании in vitro зародышей, 

инокулированных на стадиях активного органогенеза 

и завершения органогенеза, на всех вариантах сред с 

2,4-Д наблюдали формирование неморфогенных 

каллусов. В контрольном безгормональном варианте 

каллусообразования не наблюдали, а зародыши 

постепенно дегенерировали.  

 

 



Система «Зародыш–каллус» у пшеницы 

 

 183 

Таблица  

Влияние стадии эмбриогенеза и концентрации 2,4-Д в индукционной среде  

на реакцию in vitro незрелых зародышей пшеницы сорта Башкирская 28  

Table. Effect of the stage of embryogenesis and the concentration of 2,4-D in the induction medium  

on the in vitro reaction of immature wheat embryos of the Bashkirskaya 28 variety 
 

Стадия 

эмбриогенеза 

 

Stage of 

embryogenesis 

Сутки 

после 

опыления 

 

Days after 

pollination 

Концентрация 2,4-Д в индукционной среде in vitro 

 Concentration of 2,4-D in the induction medium in vitro  

 

0.0 мг/л 

(контроль) 

1.0 

мг/л 

2.0 

мг/л 

3.0 

мг/л 

4.0 

мг/л 

5.0 

мг/л 

6.0 

мг/л 

7.0 

мг/л 

8.0 

мг/л 

Четырехклеточный 

зародыш  

Four-cellular 

embryo 

2-3 
Д 

D 

Д 

D 

Д  

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Многоклеточный 

зародыш  

Multicellular 

embryo 

4-5 
Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Д 

D 

Начало 

органогенеза  

Beginning of 

organogenesis 

7-9 
НМК 

NMC 
МК 

MC 

МК 

MC 

МК 

MC 

МК 

MC 

МК 

MC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

Активный 

органогенез 

Active 

organogenesis 

12-15 
Д 

D 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

Завершение 

органогенеза 

Finishing of 

organogenesis 

17-18 
Д 

D 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

Сформированный 

зародыш 

Formed embryo 

20-21 
П 

P 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 

НМК 

NMC 
 

Условные обозначения: МК – формирование морфогенного каллуса, НМК – формирование неморфогенного 

каллуса, П – формирование проростка, Д – дегенерация экспланта. 

Legends: MC – formation of morphogenic callus, NMC – formation of nonmorphogenic callus,  

P – formation of plantlet, D – degeneration of explant 

 

Сформированные зародыши при культивировании 

in vitro на всех вариантах сред с добавлением 2,4-Д 

формировали неморфогенные каллусы. При 

культивировании на безгормональной среде 

(контроль) такие зародыши давали начало проросткам 

регенерантов. Аналогичные данные были получены 

нами ранее при культивировании незрелых 

зародышей ряда генотипов пшеницы с целью 

выявления стадии относительной автономности 

зародышей, способных к самостоятельному развитию 

на безгормональной среде [Круглова (Kruglova), 2013; 

Круглова и др. (Kruglova et al.), 2018а]. Таким 

образом, стадия сформированного зародыша 

соответствует стадии относительной автономности 

эмбриогенеза (обзор этой проблемы дан нами в 

работе [Круглова и др. (Kruglova et al.), 2020]). 

Данные цитологического анализа незрелого 

зародыша пшеницы на стадии начала органогенеза, 

способного к формированию морфогенного каллуса, 

представлены на рис. 1. В таком зародыше 

выявляются примордии органов – щитка (семядоли) и 

побега, представленные меристематическими 

клетками. Формирующийся щиток занимает 

терминальное положение, а формирующаяся 

апикальная меристема побега по отношению к щитку 

расположена латерально. В зоне инициации 

апикальной меристемы побега образуется бороздка, 

разделяющая щиток и апикальную меристему побега. 

В основании апикальной части побега заметна зона 

таблитчатых меристематических клеток. 

Формируется суспензор.  
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Рис. 1. Зародыш пшеницы на стадии начала 

органогенеза по данным световой микроскопии. 

Условные обозначения: АПМ – апикальная меристема 

побега, Б – бороздка, Щ – щиток, С – суспензор, ТМК 

– таблитчатые меристематические клетки.  

Fig. 1. Wheat embryo at the stage of beginning of 

organogenesis according to light microscopy data. 

Legend: АПМ – shoot apical meristem, Б – furrow, C – 

суспензор, ТМК – tabular meristematic cells. 

 

 

Важен тот факт, что меристематические клетки 

этих формирующихся органов еще не покрыты 

плотной целлюлозной стенкой. Особенно это важно в 

случае клеток щитка, по данным многих авторов 

дающих начало морфогенному каллусу у злаков. 

Неслучайно в биотехнологических протоколах 

рекомендуется размещать зародыши злаков на 

агаризованной среде щитком вниз, в тесном контакте 

со средой (см. обзор [Круглова и др. (Kruglova et al.), 

2018б]). Пограничное (зародыш/среда) положение 

клеток щитка способствует индуцированию в них 

каллусогенеза in vitro, при этом успешному 

поступлению индуктора морфогененого каллуса 

(главным образом экзогенного гормона, в нашем 

случае синтетического ауксина 2,4-Д) способствует 

отсутствие плотной стенки. 

В результате ранее выполненных нами 

ультраструктурных исследований незрелых 

зародышей пшеницы на стадии начала органогенеза в 

клетках щитка выявлены митохондрии с хорошо 

развитыми внутренними мембранами, амилопласты с 

крахмальными зернами, цистерны комплекса 

Гольджи с везикулами, липидные капли, 

агранулярный эндоплазматический ретикулюм 

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

это свидетельствует о высокой метаболической 

активности клеток щитка, обусловленной активным 

морфогенезом в таких незрелых зародышах.  

 

 

 
 

Рис. 2. Морфогенный каллус пшеницы по морфологическим (а) и цитотологическим (б) данным. Условные 

обозначения: ГМК – группа меристематических клеток. 

Fig. 2. Wheat morphogenic callus according to morphological (a) and cytological (б) data. 

Legend: ГМК – group of meristematic cells. 
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Активными морфогенетическими процессами 

в зародышах на стадии начала органогенеза можно 

объяснить и увеличение содержания ключевых 

гормонов морфогенеза – ИУК и цитокининов – в 

зерновках пшеницы [Hess et al., 2002; Сельдимирова 

и др. (Seldimirova et al.), 2017а] и ячменя 

[Сельдимирова и др. (Seldimirova et al.), 2018б; 

Seldimirova et al., 2019] на 7 сут после опыления в 

сравнении с аналогичными показателями на 0 сут. В 

зародышах кукурузы цитокинины на 8 сут после 

опыления выявлены в месте инициации апикальной 

меристемы побега [Chen et al., 2014]. Снижение 

содержания АБК в зерновках пшеницы [Hess et al., 

2002; Сельдимирова и др. (Seldimirova et al.), 2017а] и 

ячменя [Сельдимирова и др. (Seldimirova et al.), 

2018б; Seldimirova et al., 2019] на 7 сут после 

опыления по сравнению с 0 сут после опыления 

можно объяснить тем, что этот гормон не оказывает 

существенного влияния на развитие зародышей на 

ранних стадиях. Более того, нами выявлено, что такие 

«ранние» зародыши нормально развивались в АБК-

дефицитных зерновках ячменя [Сельдимирова и др. 

(Seldimirova et al.), 2018а,б; Seldimirova et al., 2019]. 

По морфологическим показателям 

морфогенные каллусы, сформировавшиеся, как 

правило, к 7 сут культивирования in vitro незрелых 

зародышей на индукционной среде, представляют 

собой структуры плотной компактной консистенции, 

светлые, узловатой формы (рис. 2а). Гистологический 

анализ показал, что клетки таких каллусов плотно 

прилегают друг к другу. По таким признакам, как 

правильная изодиаметрическая форма, 

незначительная вакуолизация и наличие крупных 

ядер, занимающих центральное положение, 

большинство клеток каллуса можно характеризовать 

как меристематические, согласно критериям 

[Meristematic cells …, 2002]. Часть 

меристематических клеток объединена в группы (рис. 

2б). 

Формирование групп меристематических 

клеток (в литературе называемых 

меристематическими очагами) в морфогенных 

каллусах, по нашему мнению, важный факт, 

свидетельствующий о становлении в каллусах 

гистологической зональности. Сведения о 

формировании таких очагов в морфогенных каллусах 

получены на примере различных растений, в том 

числе злаков [Евсеева и др. (Evseeva et al.), 2007; 

Seldimirova et al., 2016; Ijaz et al., 2019; Lopez-Ruiz et 

al., 2019]. Обсуждается вопрос о возможном 

молекулярном маркере клеток меристематических 

очагов каллусов – пролиферативном антигене 

инициалей; при этом высказано предположение, что 

меристематические клетки морфогенетического очага 

выполняют функцию, аналогичную инициальным 

клеткам в апикальных меристемах побега и корня in 

planta [Евсеева и др. (Evseeva et al.), 2007].  

В целом, важно подчеркнуть, что в 

морфогенных каллусах на индукционной среде 

создаются гистологические предпосылки для 

будущей реализации путей морфогенеза in vitro, 

ведущих к формированию полноценных регенерантов 

(эмбриоидогенез, гемморизогенез), после переноса 

каллусов на регенерационную среду. 

 

Заключение 

Формирование морфогенного каллуса в 

условиях выполненных экспериментов на примере 

сорта пшеницы Башкирская 28 отмечено только при 

культивировании in vitro незрелых зародышей, 

инокулированных на стадии начала органогенеза (7–9 

сут после опыления). В таких зародышах 

наблюдаются активные морфогенетические процессы 

в меристематических клетках формирующихся 

органов (семядоля-щиток, побег).  

Полученные данные позволяют включиться в 

дискуссию о соотношении эндогенных и экзогенных 

факторов индукции каллусогенеза в эксплантах in 

vitro. При прочих равных условиях 

морфогенетическая компетентность клеток незрелого 

зародыша пшеницы in planta изученного сорта к 

формированию морфогенного каллуса in vitro 

определяется не столько воздействием индуктора – 

синтетического ауксина 2,4-Д в оптимальной 

концентрации (экзогенный фактор), сколько статусом 

клеток экспланта в момент инокуляции (эндогенный 

фактор), а именно – их меристематичностью, 

связанной, скорее всего, со способностью к 

репрограммированию в плюрипотентное состояние в 

начале культивирования in vitro. По нашему мнению, 

по крайней мере, для злаков именно природа 

экспланта является основным эндогенным фактором, 

определяющим морфогенетическую способность 

клеток к формированию морфогенного каллуса in 

vitro. Концентрация 2,4-Д также играет определенную 

роль в индукции формирования морфогенного 

каллуса, однако, на нашему мнению, не 

главенствующую, поскольку использование одной и 

той же концентрации этого синтетического ауксина 

вело к различной реакции разновозрастных 

зародышей пшеницы. Более того, в ряде вариантов 

отзывчивость экспланта не зависела от наличия 2,4-Д 

в индукционной среде.  

Светооптический анализ показал, что 

сформировавшиеся морфогенные каллусы 

представлены преимущественно меристематическими 

клетками, часть которых объединена в группы 

(меристематические очаги). Формирование таких 

клеточных групп свидетельствует о становлении в 

каллусах цитологических предпосылок для будущей 
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реализации путей морфогенеза in vitro, ведущих к 

формированию полноценных регенерантов. 

В целом, зародыш пшеницы in planta на стадии 

начала органогенеза и индуцированный in vitro 

морфогенный каллус можно рассматривать как 

единую систему, удобную в биотехнологических 

исследованиях. Уникальность развития зародышей 

злаков, позволившая выделить отдельный тип их 

эмбриогенеза – Graminad [Батыгина (Batygina), 2014], 

позволяет сделать вывод о возможности 

экстраполяции системы «зародыш in planta – 

зародышевый каллус in vitro» пшеницы на 

биотехнологические исследования всех 

представителей этого семейства.  

Работа выполнена в рамках государственного 

задания Минобрнауки России № 075-00326-19-00 по 

теме № АААА-А18-118022190099-6. 

В работе использована приборная база 

Центра коллективного пользования “Агидель” УФИЦ 

РАН. 
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