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Аннотация. Установлено, что начало морфогенному каллусу пшеницы in vitro дают 
зародыши, инокулированные на подстадии 3 стадии органогенеза (согласно периодизации: 
Круглова, 2012). Выявлен гистологический статус таких зародышей: обособление зачатков 
органов и их тканевая дифференциация, все органы представлены активно развивающимися 
меристематическими клетками, не покрытыми плотной клеточной стенкой. Показано, что 
каллус формируется из эпидермальных клеток щитка, находящихся в контакте с питательной 
средой. 
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Толерантность к абиотическим стрессам – сложный признак в силу 

взаимодействий между стрессором и различными молекулярными, биохимическими и 
физиологическими событиями, влияющими на рост растений на разных стадиях 
развития, поэтому неспецифические реакции растений на абиотические стрессы трудно 
контролировать и тем более управлять ими [Шакирова, 2001; Терлецкая, 2012; Yadav, 
Sharma, 2016; Терлецкая и др., 2017]. Модельными системами для изучения клеточных 
и тканевых механизмов реакции растений на стресс-факторы могут служить каллусные 
культуры in vitro (обзор [Круглова и др., 2018]). Основанием для использования таких 
моделей являются как важная роль клетки во всех морфогенетических событиях 
растительного организма [Бутенко, 1999; Носов, 1999; Журавлев, Омелько, 2008; Plant 
propagation ..., 2008; Иванов, 2011; Hand et al., 2016], так и универсальность путей 
морфогенеза растений in planta и in vitro [Батыгина, 2014; Батыгина, Осадчий, 2015]. 

Отдельная проблема в этой области – выявление особенностей экспланта, в 
условиях in vitro дающего начало морфогенному каллусу, тотипотентные клетки 
которого в ходе дальнейшего культивирования в модельных стрессовых условиях 
способны развиваться по различным путям морфогенеза, включая регенерацию стресс-
устойчивого растения. В качестве экспланта для получения in vitro морфогенного 
каллуса у злаков перспективно использование незрелого зародыша [Круглова, 
Катасонова, 2009; Митич и др., 2009; Plant Embryo Culture ..., 2011; Сельдимирова и др., 
2011, 2017; Сельдимирова, Круглова, 2013; Thi-Bich, Duc-Thanh, 2014; Seldimirova et al., 
2016]. При описании инокулируемого незрелого зародыша исследователи обычно 
указывают либо длину зародыша, либо сутки после опыления, на которые незрелый 
зародыш извлекался из зерновки (обзор [Круглова и др., 2018]); при этом, как правило, 
не указывается стадия развития зародыша, отсутствует его гистологическое описание. 
В связи с этим нами проведено гистологическое исследование инокулируемых in vitro 
незрелых зародышей пшеницы на разных стадиях развития с целью выявления 
особенностей зародыша в стадии, оптимальной для получения морфогенного каллуса. 

Материалом для исследований послужила яровая мягкая пшеница сорта Жница. 
Растения выращивали на экспериментальных участках научного стационара 
Уфимского Института биологии УФИЦ РАН (Уфимский район) и срезали на 2.5–20.0 
сут после искусственного опыления. Использовали метод эмбриокультуры in vitro 
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яровой мягкой пшеницы с учетом оригинальных методических эмбриологических 
нюансов [Круглова, Сельдимирова, 2011]. Зародыши инокулировали на 
последовательных стадиях развития согласно авторской периодизации [Круглова, 
2012]: четырехклеточный зародыш (2.5 сут после искусственного опыления); 
многоклеточный зародыш (4.0 сут после искусственного опыления); органогенез в трех 
подстадиях: подстадия 1 (8.0 сут после искусственного опыления), подстадия 2 (12.0 
сут после искусственного опыления), подстадия 3 (17.0 сут после искусственного 
опыления); сформированный зародыш (20.0 сут после искусственного опыления).  

Для индукции каллусообразования использовали среду, составленную по полной 
прописи Мураcиге-Скуга [Murashige, Skoog, 1962], рН 5.8, c введением 0.2 мг/л 
кинетина и 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 инкубировали в темноте при 27 ºС. Постоянные препараты 
зародышей, подготовленные по [Круглова и др., 2013], анализировали с 
использованием микроскопа проходящего света Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Germany). 
Статистическую обработку полученных результатов вели с применением программы 
Microsoft Office Excel 2010. В таблице приведены средние значения. 

Согласно полученным данным, формирование морфогенного каллуса отмечено 
только при культивировании in vitro зародышей, инокулированных на подстадии 3 
стадии органогенеза (17 сут после опыления), при концентрации 2,4-Д в 1.0–4.0 мг/л 
(таблица). 

Таблица. 
Влияние стадии эмбриогенеза и концентрации 2,4-Д в среде на отзывчивость 

незрелых зародышей пшеницы сорта Жница в культуре in vitro 
 

Стадия 
эмбриогенеза 

Сутки 
после 
опы-
ления 

Отзывчивость незрелых зародышей на концентрацию 2,4-Д в среде 
культивирования in vitro 

0.0 мг/л 
(конт-
роль) 

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 

Четырехклеточ-
ный зародыш 

2.5 
Д Д Д Д Д Д Д Д Д 

Многоклеточ-
ный зародыш 

4.0 
Д Д Д Д Д Д Д Д Д 

Подстадия 1 
стадии 
органогенеза 

8.0 
Д Д Д Д Д Д Д Д Д 

Подстадия 2 
стадии 
органогенеза 

12.0 
Д НМК НМК НМК НМК НМК НМК НМК НМК 

Подстадия 3 
стадии 
органогенеза 

17.0 
НМК МК МК МК МК НМК НМК НМК НМК 

Сформирован-
ный зародыш 

20.0 
П НМК НМК НМК НМК НМК НМК НМК НМК 

Условные обозначения: МК – морфогенный каллус, НМК – неморфогенный каллус, П – 
проросток, Д – дегенерация зародыша 

 
Гистологическое исследование показало, что на подстадии 3 стадии органогенеза 

происходит обособление зачатков органов зародыша и их тканевая дифференциация; 
все органы такого зародыша находятся на ранней стадии развития и представлены 
активно развивающимися меристематическими клетками, не покрытыми плотной 
клеточной стенкой. Эту подстадию развития зародыша in planta можно считать 
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оптимальной для получения морфогенных каллусов in vitro пшеницы данного сорта в 
условиях выполненных экспериментов. 

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 среде. 

В целом, полученные данные свидетельствуют, что при прочих равных условиях 
компетентность клеток зародыша пшеницы к формированию морфогенного каллуса в 
условиях in vitro зависит не столько от внешних стимулов, сколько от статуса клеток 
зародыша in planta в момент инокуляции, а именно – их меристематичности. 
Полученные результаты подтверждают высказанное мнение, что для злаков именно 
природа экспланта является основным фактором, определяющим морфогенетическую 
способность клеток зародыша к формированию каллуса и дальнейшую регенерацию 
растений из клеток каллуса в условиях культуры in vitro [Дунаева и др., 2000; Круглова, 
Катасонова, 2009; Круглова, Сельдимирова, 2011; Slesak et al., 2013; Круглова и др., 
2018]. По нашему мнению, клетки такого зародыша не только морфогенетически 
компетентны, но и являются исходными для меристематических клеток морфогенного 
каллуса, имеющих все морфогенетические возможности, присущие данной особи и 
реализующиеся различными путями морфогенеза in vitro, т.е. тотипотентных. Более 
того, клетки зародыша, дающие начало полноценным (фертильным) растениям-
регенерантам через этап формирования in vitro морфогенного каллуса, по-видимому, 
можно расценивать в определенном смысле и как стволовые клетки, в понимании Т.Б. 
Батыгиной [Батыгина и др., 2010; Батыгина, 2014].  

В работе использовано оборудование ЦКП «Агидель» УФИЦ РАН. 
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Abstract. It is established that the beginning of the wheat morphogenic callus in vitro give 

embryos, inoculated at substage 3 of organogenesis stage (according to the periodization: Круглова, 
2012). The histological status of such embryos is revealed: isolation of organ germs and their tissue 
differentiation, all organs are represented by actively developing meristematic cells not covered by a 
dense cell wall. It is shown that callus is formed from epidermal cells of the scutellum which are in 
contact with the nutrient medium. 

Keywords: embryo in planta, morphogenic callus in vitro, wheat Triticum aestivum L. 
  


