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ГИСТОЛОГИЧЕСКИЙ СТАТУС ЗАРОДЫША ПШЕНИЦЫ В СТАДИИ ОРГАНОГЕНЕЗА  

IN VIVO, ОПТИМАЛЬНОЙ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ МОРФОГЕННОГО КАЛЛУСА IN VITRO  
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Проведено гистологическое исследование инокулируемых зародышей яровой мягкой пшеницы Жни-

ца на разных стадиях развития in vivo (согласно авторской периодизации) с целью выявления статуса за-

родыша в стадии, оптимальной для получения морфогенного каллуса in vitro. Установлено, что начало 

морфогенному каллусу дают незрелые зародыши, инокулированные на подстадии 3 стадии органогенеза, 

при концентрации 2,4-Д в питательной среде 1.0–4.0 мг/л. Выявлен гистологический статус таких заро-

дышей: обособление зачатков органов зародыша и их тканевая дифференциация; все органы зародыша 

представлены активно развивающимися меристематическими клетками, не покрытыми плотной клето-

чной стенкой. В дальнейшем морфогенный каллус формируется из эпидермальных клеток щитка, находя-

щихся в контакте с питательной средой. 

В целом полученные данные свидетельствуют, что при прочих равных условиях компетентность кле-

ток зародыша пшеницы in vivo к формированию морфогенного каллуса in vitro зависит не столько от 

внешних стимулов, сколько от статуса клеток зародыша в момент инокуляции, а именно – их меристема-

тичности. Для злаков, по-видимому, именно природа экспланта in vivo является основным фактором, оп-

ределяющим морфогенетическую способность клеток зародыша к формированию каллуса и дальнейшую 

регенерацию растений из клеток каллуса in vitro. С другой стороны, 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 раз-

личными путями морфогенеза in vitro, т.е. тотипотентных. Более того, клетки зародыша, дающие начало 

полноценным (фертильным) растениям-регенерантам через этап формирования in vitro морфогенного кал-

луса, по-видимому, можно расценивать в определенном смысле и как стволовые клетки. 

Ключевые слова: органогенез зародыша in vivo, каллус in vitro, яровая мягкая пшеница, Triticum 
aestivum L. 

 

Регенерация растений из культивируемых 

in vitro каллусов различного происхождения – 

неотъемлемая часть ряда биотехнологий. От-

дельная проблема в этой области – выявление 

особенностей экспланта, в условиях in vitro 

дающего начало каллусу – интегрированной сис-

теме клеток, образующейся как экзогенно  

(в результате пролиферации поверхностных кле-

ток различных тканей растительного организма), 

так и эндогенно (в глубине тканей); изначально 

состоящей из однородных клеток, постепенно 

преобразующихся в систему групп гетерогенных 

клеток с видоспецифичными морфогенетиче-

скими потенциями, которые реализуются  

различными путями морфогенеза [по: 1–3].  

 

 

 

 

 

 

 

Тотипотентные клетки каллуса в ходе дальней-

шего культивирования способны развиваться по 

различным путям морфогенеза in vitro, включая 

регенерацию растения (обзор [4]).  

Одни из активно используемых эксплантов 

при разработке биотехнологий хлебных зла-

ков – зрелые и незрелые зародыши. В ходе 

культивирования из зародышей формируются 

каллусы обычно двух типов: морфогенные, 

клетки которых способны к дальнейшему мор-

фогенезу in vitro и регенерации растений, и не-

морфогенные, клетки которых не обладают та-

кой способностью (по [2]). Нами выявлено 

формирование и потенциально морфогенных 

зародышевых каллусов у пшеницы [5]. 
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Как правило, типы зародышевых каллусов 

злаков выявляют по их морфологическим показа-

телям: морфогенные – компактные, узловатые, 

плотные, обычно белого цвета, неморфогенные – 

рыхлые, мягкие, водянистые, обычно желтоватой 

окраски [2]. Достаточно активно проводятся 

сравнительные гистологические исследования 

каллусов различных типов (обзор [4]). На приме-

ре злаков хорошо установлено, что в образовании 

того или иного типа каллуса определяющую роль 

играет баланс эндогенных (в составе пыльника в 

момент инокуляции) и экзогенных (в составе ин-

дукционной среды) фитогормонов [6]. 

В качестве экспланта для получения in 

vitro морфогенного каллуса у злаков перспек-

тивно использование зародышей. При характе-

ристике инокулируемого зародыша исследова-

тели обычно указывают либо длину зародыша, 

либо сутки после опыления, на которые заро-

дыш извлекается из зерновки; при этом не ука-

зывается стадия развития зародыша, отсутству-

ет его гистологическое описание.  

В связи с этим нами проведено гистологи-

ческое исследование инокулируемых зароды-

шей пшеницы на разных стадиях развития с це-

лью выявления статуса зародыша в стадии, оп-

тимальной для получения морфогенного каллу-

са in vitro. 

 

Материал и методы исследования. Объ-

ект исследования – сорт яровой мягкой пшени-

цы (Triticum aestivum L.) Жница. Зародыши 

пшеницы этого сорта, согласно предваритель-

ной оценке [2], характеризуются высокой час-

тотой образования каллусов – до 90% от числа 

инокулированных зародышей.  

Донорные растения выращивали в полевых 

условиях на экспериментальных участках науч-

ного стационара Уфимского Института биоло-

гии УФИЦ РАН (Уфимский район) и срезали на 

2.0–25.0 сут после искусственного опыления.  

На питательные среды инокулировали заро-

дыши, изолированные через определенное время 

после искусственного опыления на следующих 

стадиях эмбриогенеза (согласно авторской перио-

дизации [7]): четырехклеточный зародыш (2.0–

2.5 сут после опыления, длина зародыша 0.12–

0.14 мм); многоклеточный зародыш (3.0–4.0 сут 

после опыления, длина зародыша 0.15–0.2 мм); 

органогенез в трех подстадиях: подстадия 1 (4.5–

8.0 сут после опыления, длина зародыша 0.4–

0.6 мм), подстадия 2 (8.5–12.0 сут после опыле-

ния, длина зародыша 0.8–1.3 мм), подстадия 3 

(12.5–17.0 сут после опыления, длина зародыша 

1.5–2.0 мм); сформированный зародыш (17.5–20.0 

сут после опыления, длина зародыша 2.1–2.2 мм); 

зрелый зародыш (21.0–25.0 сут после опыления, 

длина зародыша 2.3–2.6 мм). Незрелые зародыши 

на стадии зиготы и стадии двуклеточного заро-

дыша в экспериментах не использовали, посколь-

ку миниатюрность зародышей на этих стадиях 

эмбриогенеза представляет значительную мето-

дическую трудность. 

Для индукции каллусообразования исполь-

зовали среду, составленную по прописи Мура-

шиге–Скуга (по [2]), рН 5.8, c введением 

0.2 мг/л кинетина и 2,4-Д в следующих концен-

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

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

питательной среде щитком вниз, инкубировали 

в темноте при +27С. 

Вели визуальную оценку морфологических 

показателей морфогенных/неморфогенных кал-

лусов.  

Использовали предложенные нами гисто-

логические (светооптические) методы, модифи-

цированные применительно к биотехнологиче-

ским исследованиям [8]. Гистологические пре-

параты зародышей и каллусов анализировали с 

использованием микроскопа проходящего света 

Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Germany), оснащен-

ного объективом EC Plan-NEOFLURAL 10×0.3. 

Документацию изображений вели с использо-

ванием цифровой фотокамеры AxioCam MRc5 с 

программным обеспечением Axio Vision 4.7 

(«Carl Zeiss», Германия). 

Все эксперименты проводили в трех био-

логических повторностях. Статистическую об-

работку полученных результатов вели с приме-

нением программы Microsoft Office Excel 2010.  

 

Результаты и обсуждение. Согласно по-

лученным данным, отзывчивость/неотзывчи-

вость зародышей на условия культуры in vitro 

при прочих равных условиях определялась ста-

дией эмбриогенеза и концентрацией 2,4-Д в пи-

тательной среде.  

При культивировании in vitro зародышей, 

инокулированных на стадиях четырехклеточного и 

многоклеточного зародыша, на подстадии 1 стадии 

органогенеза при всех концентрациях 2,4-Д в пита-

тельной среде и в безгормональном контроле от-

ветной реакции зародышей не наблюдали. Такие 

зародыши постепенно дегенерировали. 

При культивировании in vitro зародышей, 

инокулированных на подстадии 2 стадии орга-

https://elibrary.ru/item.asp?id=23168838.pdf
https://elibrary.ru/item.asp?id=17803003.pdf
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ногенеза на всех вариантах сред с 2,4-Д через 

5–7 сут культивирования наблюдали формиро-

вание неморфогенных обводненных каллусов 

желтоватого цвета, неопределенной формы, 

рыхлой мягкой консистенции. Пролиферация 

каллусов была скудной, и в ходе дальнейшего 

культивирования такие каллусы постепенно 

дегенерировали. По данным цито-гистологиче-

ского анализа, такие каллусы представлены 

рыхло расположенными крупными клетками с 

большими межклетниками, ядра в клетках от-

сутствуют. В контрольном безгормональном 

варианте каллусообразования не наблюдали, 

экспланты постепенно дегенерировали. 

При культивировании in vitro зародышей, 

инокулированных на подстадии 3 стадии орга-

ногенеза, через 5–7 сут культивирования при 

концентрации 2,4-Д в питательной среде 1.0–

4.0 мг/л формировались морфогенные каллусы, 

в которых в ходе дальнейших экспериментов 

отмечались различные процессы морфогенеза, в 

том числе ведущие к формированию регенеран-

тов. В остальных случаях, в том числе в кон-

трольном безгормональном варианте, из таких 

зародышей формировались неморфогенные 

каллусы, также представленные крупными 

безъядерными вакуолизированными клетками 

неправильной формы. 

Зародыши, инокулированные на стадии 

сформированного зародыша, при культивиро-

вании in vitro на среде с добавлением 2,4-Д (все 

концентрации) через 5–7 сут формировали не-

морфогенные водянистые каллусы. Через 10–

12 сут культивирования на безгормональной 

питательной среде (контроль) зародыши давали 

начало проросткам регенерантов.  

Зародыши, инокулированные на стадии 

зрелого зародыша, через 7–9 сут культивирова-

ния in vitro давали начало проросткам регене-

рантов при всех использованных концентраци-

ях 2,4-Д в питательной среде и в контроле.  

Таким образом, формирование морфоген-

ного (регенерационно способного) каллуса в ус-

ловиях выполненных экспериментов отмечено 

только при культивировании in vitro зародышей, 

инокулированных на подстадии 3 стадии органо-

генеза. По морфологическим данным такие кал-

лусы представляют собой структуры плотной 

компактной консистенции, матового желтовато-

белого цвета, узловатой формы (рис. 1, а).  

Гистологический анализ показал, что клетки 

морфогенного каллуса, несмотря на определен-

ную гетерогенность, главным образом однородны 

и плотно прилегают друг к другу. По таким при-

знакам, как правильная изодиаметрическая фор-

ма, незначительная вакуолизация и наличие 

крупных ядер, занимающих центральное положе-

ние, большинство клеток каллуса можно характе-

ризовать как меристематические (рис. 1, б).  

Рис. 1. Морфогенный каллус пшеницы по морфо-

логическим (а) и гистологическим (б) данным. 

Пояснения – в тексте 

Согласно проведенным экспериментам, 

основным условием формирования in vitro 

морфогенных каллусов является использование 

незрелых зародышей пшеницы на подстадии 3 

стадии органогенеза (12.5–17.0 сут после опы-

ления, длина зародыша 1.5–2.0 мм). Зародыш на 

этой стадии характеризуется определенным 

гистологическим статусом: происходит обособ-

ление зачатков органов (единственной семядо-

ли – щитка, апекса побега, главного зародыше-

вого корня, колеоптиля и эпибласта) и их тка-

невая дифференциация; все органы такого заро-

дыша представлены активно развивающимися 

меристематическими клетками, не покрытыми 

плотной клеточной стенкой (рис. 2).  

Рис. 2. Незрелый зародыш пшеницы сорта Жница 

на подстадии 3 стадии органогенеза (по гистоло-

гическим данным). Условные обозначения: АП – 

апекс побега, Кл – колеоптиль, Кр – главный за-

родышевый корень, Щ – щиток, Эб – эпибласт. 

Пояснения – в тексте 
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Как свидетельствуют данные дальнейших 

гистологических исследований, морфогенный 

каллус формируется из эпидермальных клеток 

щитка, находящегося в контакте с питательной 

средой. 

Концентрация 2,4-Д также играет опреде-

ленную роль в индукции формирования морфо-

генного каллуса, однако, на нашему мнению, не 

главенствующую, поскольку использование од-

ной и той же концентрации этого синтетическо-

го ауксина вело к различной реакции разновоз-

растных зародышей пшеницы. Более того, в ря-

де вариантов отзывчивость экспланта не зави-

села от наличия 2,4-Д в среде.  

Данные, полученные для пшеницы сорта 

Жница, соответствуют проведённым нами ра-

нее аналогичным исследованиям пшеницы сор-

тов Симбирка [9] и Саратовская 55 [10]. Во всех 

случаях морфогенный каллус получали из не-

зрелых зародышей на подстадии 3 стадии орга-

ногенеза, на 15–17 сут после опыления. Такое 

сходство результатов может свидетельствовать 

об определенной универсальности стадии эм-

бриогенеза яровой мягкой пшеницы, во время 

которой зародыши компетентны к формирова-

нию морфогенного каллуса в условиях in vitro. 

В целом полученные данные свидетельст-

вуют, что при прочих равных условиях компе-

тентность клеток зародыша пшеницы к форми-

рованию морфогенного каллуса в условиях in 

vitro зависит не столько от внешних стимулов, 

сколько от статуса клеток зародыша в момент 

инокуляции, а именно – их меристематичности.  

Для злаков, по-видимому, именно природа 

экспланта является основным фактором, опре-

деляющим морфогенетическую способность 

клеток зародыша к формированию каллуса и 

дальнейшую регенерацию растений из клеток 

каллуса в условиях культуры in vitro. С другой 

стороны, клетки такого зародыша не только 

морфогенетически компетентны, но и являются 

исходными для меристематических клеток 

морфогенного каллуса, имеющих все морфоге-

нетические возможности, присущие данной 

особи и реализующиеся различными путями 

морфогенеза in vitro, т.е. тотипотентных. Более 

того, клетки зародыша, дающие начало полно-

ценным (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 (по [1]).  

Работа выполнена в рамках государствен-

ного задания № АААА-Ф18-118022190099-6 на 

2018–2022 гг. 
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THE HISTOLOGICAL STATUS OF WHEAT EMBRYO AT THE STAGE OF ORGANOGEN-

ESIS IN VIVO AS OPTIMAL STAGE TO OBTAIN OPTIMUM MORPHOGENIC 

© N.N. Kruglova, О.А. Seldimirova, А.Е. Zinatullina 

Ufa Institute of biology – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre 

of the Russian Academy of Sciences, 

69, prospect Oktyabrya, 450054, Ufa, Russian Federation 

Histological study of inoculated spring soft wheat embryos at the different stages of development in vivo 

(according to the author's periodization) was conducted in order to identify the embryo status at the stage optimal 

for obtaining morphogenic callus in vitro. It was found that the beginning of morphogenic callus is given by im-

mature embryos inoculated at the substage 3 of organogenesis stage, at the concentration of 2,4-D in the nutrient 

medium 1.0-4.0 mg/l. The histological status of such embryos is revealed namely: the separation of embryonic 

organs and it's tissue differentiation; all embryo organs consist of actively developing meristematic cells, which 

not covered by a dense cell wall. Later the morphogenic callus is formed from epidermal cells of the scutellum, 

which are in contact with the nutrient medium. 

In generall, the obtained data suggest that all other things being equal the competence of the wheat embryo 

cells in planta to the formation of morphogenic callus in vitro depends not only on external incentives, but on the 

status of the embryo cells at inoculation, namely, their meristematic. For cereals, apparently, it is the nature of the 

explant in vivo that is the main factor determining the morphogenetic ability of embryo cells to form callus and 

further regeneration of plants from callus cells in vitro. On the other hand, the cells of such embryo are not only 

morphogenetically competent, but also are the source for meristematic cells of morphogenic callus, having all the 

morphogenetic capabilities inherent in this individual and realized by various ways of morphogenesis in vitro, i.e. 

totipotent. Moreover, the embryo cells giving rise to a full (fertile) plants-regenerants through the stage of for-

mation of morphogenic callus in vitro, apparently, can be regarded in a sense and as stem cells. 

Key words: embryo organogenesis in vivo,  callus in vitro, spring soft wheat, Triticum aestivum L. 




