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ДЛЯ ОПТИМИЗАЦИИ БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 
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Экспериментально методом эмбриокультуры in vitro выявлена стадия относительной автономно-

сти зиготических зародышей in planta ряда генотипов яровой мягкой пшеницы. Установлено, что 

данной стадии соответствует сформированный зародыш на 17.5–20.0 сут после искусственного опы-

ления, при длине 2.0–2.4 мм (в зависимости от генотипа). Согласно гистологическим данным, такой 

зародыш характеризуется наличием всех типичных для зародышей злаков органов: щиток (семядоля), 

лигула (вырост щитка), дифференцированная почечка, состоящая из апекса побега и первого листа, 

колеоптиль, эпибласт, колеориза, зародышевый корень. Подтверждено высказанное ранее предполо-

жение авторов о том, что оценку относительной автономности зародыша следует давать не только по 

признаку формирования проростка на безгормональной среде in vitro, но и по формированию из тако-

го проростка полноценного фертильного растения в условиях ex vitro. 

Сходные данные получены авторами ранее для других генотипов яровой мягкой пшеницы, по-

этому можно полагать, что стадия сформированного зародыша универсальна в качестве критической 

стадии относительной автономности зародыша у этой группы хлебных злаков. 

Полученные данные могут иметь значение при оптимизации (а именно – ускорении) биотехно-

логии получения растений-регенерантов яровой мягкой пшеницы методом эмбриокультуры in vitro. 

Ключевые слова: зиготический зародыш, эмбриогенез in planta, эмбриокультура in vitro, относи-

тельная автономность зародыша, яровая мягкая пшеница, Triticum aestivum L. 

Введение. Повышение эффективности ис-

пользования основной хлебной культуры – яро-

вой мягкой пшеницы – в селекционных про-

граммах во многом базируется на реализации 

морфогенетического потенциала растений. 

С этой целью для пшеницы разработаны биотех-

нологические методы, основанные на использо-

вании культуры in vitro различных эксплантов 

[1–4 и др.]. Так, биотехнологический метод 

эмбриокультуры in vitro, предполагающий ис-

пользование зрелых зародышей, позволяет наи-

более полно выявить и реализовать онтогенети-

ческие программы развития зародыша (обзор 

[5]). В то же время, на наш взгляд, возможна 

оптимизация биотехнологического процесса 

 

 

 

 

 

 

 

получения растений-регенерантов методом эм-

бриокультуры in vitro за счет использования за-

родышей на более ранних стадиях развития. 

Хорошо установлено, что развитие зиготи-

ческого зародыша в естественных условиях 

in planta (эмбриогенез) представляет собой еди-

ный процесс, в результате которого из одной 

исходной клетки – зиготы – формируется заро-

дыш, обладающий всеми морфогенетическими 

потенциями взрослого растения [6]. 

Установлено также, что в процессе эмбрио-

генеза зародыш злаков проходит через ряд кри-

тических стадий, различающихся как по проис-

ходящим морфофизиологическим процессам, 

функциональной нагрузке, продолжительности, 
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так и значению этой стадии для дальнейшего раз-

вития растения. Каждая из стадий эмбриогенеза, 

несмотря на все разнообразие происходящих в 

это время процессов, направлена на реализацию 

морфогенетического потенциала зародыша и он-

тогенетической программы особи в целом [7].  

Одна из критических стадий зиготического 

эмбриогенеза растений in planta – автоном-

ность – как особое структурно-функциональное 

свойство зародыша, характеризующее его само-

регуляцию и независимость от окружающих ма-

теринских тканей и проявляющееся в способно-

сти зародышевой системы завершить нормаль-

ный эмбриогенез вне материнского организма. 

Предложено различать полную и относительную 

автономность зиготического зародыша растений. 

Полная автономность достигается по заверше-

нии прорастания семени и образования пророст-

ка, когда прекращаются все структурные и 

функциональные связи с материнским организ-

мом. Относительную автономность зародыш 

приобретает, когда становится независимым от 

ряда физиологических и биохимических факто-

ров материнского организма [8]. 

Использование зиготического зародыша в 

критической стадии относительной автономно-

сти, на наш взгляд, перспективное направление 

оптимизации (ускорения) получения хозяйст-

венно ценных растений биотехнологическим 

методом эмбриокультуры in vitro.  

Однако важно предварительно выявить 

критическую стадию относительной автоном-

ности зиготического зародыша in planta. Экспе-

риментальный способ выявления стадии отно-

сительной автономности зиготического заро-

дыша in planta состоит в инокуляции разновоз-

растных зародышей in vitro. Предложено выяв-

лять стадию относительной автономности по 

способности изолированного зародыша в усло-

виях in vitro завершить нормальный эмбриоге-

нез и дать нормальный проросток на простой 

безгормональной среде, содержащей минераль-

ные соли, сахарозу и витамины [8].  

В то же время, по нашему мнению, следует 

дать оценку относительной автономности заро-

дыша in planta не только по признаку формирова-

ния проростка на безгормональной среде in vitro, 

но и по формированию из такого проростка пол-

ноценного фертильного растения далее, в услови-

ях ex vitro. Немаловажное значение имеет и срав-

нение фенофаз развития регенерантов in vitro и 

ex vitro с аналогичными показателями донорных 

растений пшеницы в полевых условиях.  

В связи с этим цель данной работы заклю-

чалась в выявлении критической стадии отно-

сительной автономности зародышей ряда гено-

типов яровой мягкой пшеницы Triticum 

aestivum L. с оценкой морфометрических, вре-

менных и морфологических показателей таких 

зародышей.  

Материал и методы. Материалом для ис-

следования послужили 7 генотипов яровой мяг-

кой пшеницы из коллекции лаборатории селек-

ции и семеноводства яровой пшеницы Башкир-

ского НИИ сельского хозяйства УФИЦ РАН: 

Тулайковская 108, Башкирская 28, Экада 113, 

Л43466, Л43479, Л43510, Экада 232. Данные 

генотипы перспективны для климатической зо-

ны Южного Урала и используются в селекци-

онных программах лаборатории. 

Донорные растения выращивали в полевых 

условиях на экспериментальных участках науч-

ного стационара Уфимского Института биоло-

гии УФИЦ РАН (Уфимский район). Вели фено-

логические наблюдений за сезонным ритмом 

роста и развития донорных растений пшеницы 

в полевых условиях. 

Для выявления критической стадии отно-

сительной автономности колосья срезали на 

2.0–20.0 сут после искусственного опыления.  

Применили авторский метод эмбриокуль-

туры in vitro яровой мягкой пшеницы с учетом 

оригинальных эмбриологических и культураль-

ных нюансов [9]. При этом для культивирова-

ния использовали незрелые зиготические заро-

дыши, изолированные через определенное вре-

мя после искусственного опыления на следу-

ющих стадиях эмбриогенеза (согласно автор-

ской периодизации [10]): четырехклеточный 

зародыш (2.0–2.5 сут после искусственного 

опыления, длина зародыша 0.12–0.14 мм); мно-

гоклеточный зародыш (3.0–4.0 сут после искус-

ственного опыления, длина зародыша 0.15–

0.2 мм); органогенез в трех подстадиях: подста-

дия 1 (4.5–8.0 сут после искусственного опыле-

ния, длина зародыша 0.4–0.6 мм), подстадия 2 

(8.5–12.0 сут после искусственного опыления, 

длина зародыша 0.8–1.3 мм), подстадия 3 (12.5–

17.0 сут после искусственного опыления, длина 

зародыша 1.5–2.0 мм); сформированный заро-

дыш (17.5–20.0 сут после искусственного опы-

ления, длина зародыша 2.1–2.4 мм. 

Незрелые зародыши на стадии зиготы и 

стадии двуклеточного зародыша в эксперимен-

тах не использовали: миниатюрность зароды-

https://elibrary.ru/item.asp?id=19516257
https://elibrary.ru/download/elibrary_17803003_33234383.pdf
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шей на этих стадиях эмбриогенеза представляет 

значительную методическую трудность. 

Инокулируемые зародыши культивировали 

in vitro с использованием полной среды Мура-

сиге – Скуга с добавлением в качестве гормо-

нального компонента синтетического аналога 

ауксина 2,4-Д в различной концентрации: 

0.0 мг/л (контроль), 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 

8.0 мг/л. Культивирование проводили в темно-

те, при температуре +26°С. Вели визуальную 

оценку морфологических показателей сформи-

ровавшихся структур – морфогенных / немор-

фогенных каллусов и проростков (всходов) ре-

генерантов.  

Гистологические исследования постоян-

ных препаратов зиготических зародышей вели 

согласно [11] с применением микроскопа про-

ходящего света Axio Imager A1 (Carl Zeiss, 

Germany), оснащенного объективом EC Plan-

NEOFLURAL 10×/0.3. Документацию изобра-

жений вели с использованием цифровой фото-

камеры AxioCam MRc5 с программным обеспе-

чением Axio Vision 4.7 (Carl Zeiss, Германия). 

Проростки растений-регенерантов в фено-

фазе 3-го листа переносили на регенерационную 

среду in vitro с добавлением в качестве гормо-

нального компонента 0.2 мг/л кинетина. Регене-

ранты в фенофазе кущения переносили в усло-

вия ex vitro в вегетационные сосуды и вели на-

блюдения за их дальнейшим развитием на лабо-

раторной площадке (температура +20…22С, 

освещенность 16–18 тыс люкс, 16 час света/8 час 

темноты) до фенофазы полной спелости зерна.  

Развитие донорных растений и растений-

регенерантов оценивали визуально согласно 

общепринятым фенологическим фазам развития 

злаков. Провели общепринятую лабораторную 

оценку всхожести зерновок путем их проращи-

вания в чашках Петри в темноте во влажных 

условиях в течение 3-х сут. 

Все эксперименты проводили в трех био-

логических повторностях. Статистическую об-

работку полученных результатов вели с приме-

нением программы Microsoft Office Excel 2010, 

учитывая основные статистические параметры. 

Результаты и обсуждение. Выявлено, что 

начало проросткам растений-регенерантов дали 

только зародыши, инокулированные на стадии 

сформированного зародыша через 9–13 сут 

(в зависимости от генотипа) культивирования 

in vitro на безгормональной питательной среде 

(контроль).  

Согласно гистологическим данным, такой 

зародыш характеризуется наличием всех ти-

пичных для зародышей злаков органов: щиток 

(семядоля), суспензор, лигула (вырост щитка), 

апекса побега, колеоптиль, эпибласт, колеориза, 

зародышевый корень; зародыш в большей своей 

части окружен эндоспермом (рис.). 

Рис. Зародыш пшеницы сорта Башкирская 28 в 

критической стадии относительной автономности. 

Постоянный препарат, продольный срез, ×150. 

Условные обозначения: АП – апекс побега, ЗК – 

зародышевый корень, Кл – колеоптиль, Крз – ко-

леориза, Лг – лигула, С – суспензор, Щ – щиток, 

Эб – эпибласт, Энсп – эндосперм 

В остальных случаях: 

– формировались морфогенные каллусы

(инокуляция зародышей на подстадии 3 стадии 

органогенеза, при концентрации 2,4-Д в пита-

тельной среде 1.0–4.0 мг/л); 

– формировались неморфогенные каллусы

(инокуляция зародышей на подстадии 2 стадии 

органогенеза при всех вариантах сред с введе-

нием 2,4-Д; инокуляция зародышей на подста-

дии 3 стадии органогенеза, при концентрации 

2,4-Д в питательной среде 5.0–8.0 мг/л, а также 

контроль; инокуляция сформированных заро-

дышей при всех концентрациях 2,4-Д); 

– происходила постепенная дегенерация

зародышей (инокуляция зародышей на стадии 

четырехклеточного и многоклеточного заро-

дыша подстадии 1 стадии органогенеза при всех 

https://elibrary.ru/download/elibrary_22644941_69890267.pdf
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концентрациях 2,4-Д в питательной среде и в 

безгормональном контроле, а также инокуляция 

зародышей на подстадии 2 стадии органогенеза, 

контроль). 

Проростки регенерантов в фенофазе 3-го 

листа переносили на регенерационную среду, 

где они развивались до фенофазы кущения.  

Далее регенеранты переносили в почвен-

ных условиях ex vitro, где они проходили фено-

фазы стеблевания, выхода в трубку, колошения, 

цветения, молочной, восковой и полной спело-

сти зерна.  

В целом регенеранты как в условиях 

in vitro, так и в условиях ex vitro развивались 

согласно фенофазам, сходным по последова-

тельности и продолжительности с фенофазами 

донорных растений in planta в полевых усло-

виях. 

Достаточно высокое качество зерновок ре-

генерантов, полученных из сформированных 

зародышей, подтверждается их лабораторной 

всхожестью (табл.).  

Таким образом, сформированный зародыш 

следует оценивать как относительно автоном-

ный у пшеницы изученных генотипов.  

Заключение. Полученные результаты под-

твердили высказанное нами [12] предположе-

ние о том, что оценку автономности зародыша 

in planta следует давать не только по признаку 

формирования проростка на безгормональной 

среде in vitro, но и по формированию из такого 

проростка фертильного растения в условиях 

ex vitro. Аналогичные данные получены нами 

ранее для яровой мягкой пшеницы других сор-

тов: Симбирка [12], Саратовская 55 [13, 14], 

Скала, Жница, Башкирская 26, Салават Юлаев и 

Экада 70 [15], поэтому можно полагать, что 

стадия сформированного зародыша универ-

сальна в качестве критической стадии относи-

тельной автономности зародыша у яровой мяг-

кой пшеницы. 

Полученные данные об относительной ав-

тономности сформированного зародыша могут 

быть использованы при оптимизации (ускоре-

нии) биотехнологии получения растений-

регенерантов яровой мягкой пшеницы методом 

эмбриокультуры in vitro. Действительно, заро-

дыш пшеницы достигает стадии «сформиро-

ванный зародыш» на 12–14 сут ранее стадии 

«зрелый зародыш», что дает биотехнологу вы-

игрыш во времени и экономии средств. 

Кроме того, полученные данные могут 

иметь определенное значение в биотехнологи-

ческой практике, когда цель технологии состо-

ит в получении регенерантов при минимизации 

сомаклональной изменчивости, с образованием 

на конечном этапе ex vitro полноценных фер-

тильных регенерантов.  
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приборов Центра коллективного пользования 
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Using the embryo culture in vitro method, we have experimentally identified the stage of relative autonomy 

in planta of zygotic embryos of a number of spring soft wheat genotypes. It is found that this stage corresponds to 

the formed embryo in 17.5–20.0 days after artificial pollination, with a length of 2.0–2.4 mm (depending on the 

genotype). According to histological data, such an embryo is characterized by the presence of all organs typical 

for the cereal embryos: scutellum (cotyledon), ligule (outgrowth of the scutellum), differentiated bud consisting of 

a shoot apex and the first leaf, coleoptile, epiblast, coleorhiza, and embryonic root. The previously proposed au-

thors’ assumption has been confirmed that an assessment of the embryo relative autonomy should be based not 

only on the formation of a germ on a non-hormonal medium in vitro, but also on the formation of a full-fledged 

fertile plant from such a germ under the ex vitro conditions. 

Similar data have been previously obtained by the authors for other spring soft wheat genotypes. Thus, it can 

be assumed that the stage of the formed embryo is universal as a critical stage of the embryo relative autonomy in 

this group of cereals. 

The data obtained can be of importance in optimizing (namely, accelerating) the biotechnology for produc-

ing spring soft wheat regenerants via the embryo culture in vitro method. 
Key words: zygotic embryo, embryogenesis in planta, embryo culture in vitro, embryo relative autonomy, 

spring soft wheat, Triticum aestivum L. 




