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Методом сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) при культивировании in vitro пыльников 

яровой мягкой пшеницы гибридной линии Фотос изучены процессы формирования каллусов разных 

типов, а также пути морфогенеза в каллусах морфогенного типа. Доказано микроспориальное гаплоидное 

происхождение каллусов. Определен морфологический статус полученных каллусов. Показано, что 

морфогенный каллус состоит из мелких, плотно упакованных меристематических клеток, покрытых 

внеклеточным веществом. Такой тип каллусов получен с использованием варианта индукционной 

питательной среды Potato II с введением синтетического ауксина 2,4-Д в концентрации 1.0 мг/мл. 

Неморфогенный каллус состоит из крупных, удлиненных, рыхло расположенных клеток с гладкой 

поверхностью. Этот тип каллусов получен с использованием варианта питательной среды Potato II с 

введением 2,4-Д в концентрации 2.0 мг/мл. Установлено, что при введении в питательную среду для 

регенерации Blaydes различных концентраций ИУК в морфогенных каллусах реализуются следующие 

пути морфогенеза in vitro: эмбриоидогенез (без введения ИУК), гемморизогенез (0.5 мг/л), ризогенез 

(1.5 мг/л). Выявлены дегенеративные изменения клеток неморфогенных каллусов. Подтверждена 

принципиальная возможность регуляции путей морфогенеза in vitro каллусов в необходимом для 

исследования направлении при биотехнологических исследованиях. 
Ключевые слова: культура пыльников in vitro, каллус, СЭМ, морфогенез, 2,4-Д, ИУК, яровая мягкая 

пшеница. 
 

Одно из приоритетных научных направле-

ний – создание с использованием современных 

биотехнологических методов новых сортов 

сельскохозяйственных растений, в том числе 

хозяйственно ценных злаков, включая яровую 

мягкую пшеницу. Регенерация растений в 

каллусах, полученных в культуре in vitro 

изолированных пыльников, – один из таких 

методов, основанный на феномене андроклин-

ной гаплоидии [1]. Именно образование на 

конечном этапе полноценных фертильных 

растений-регенерантов определяет практиче-

скую значимость биотехнологического метода 

андроклинных каллусных культур in vitro. 

Несмотря на достаточно широкое приме-

нение этого подхода, остаются нерешенными 

некоторые принципиальные вопросы. Основная 

проблема, связанная с разработкой эффективной 

биотехнологии массового стабильного получе-

ния фертильных андроклинных растений-

регенерантов в каллусной культуре, состоит  

в их низком выходе. Решение этой проблемы 

напрямую связано с выявлением путей морфо- 

 

 

 

генеза in vitro каллусов и возможностью регу-

ляции этих путей в нужном биотехнологу 

направлении в контролируемых эксперимен-

тальных условиях in vitro. В основе получения 

растений-регенерантов в каллусных культурах 

лежит исключительное свойство растительной 

клетки – ее тотипотентность как свойство иметь 

все морфогенетические возможности, присущие 

данной особи и реализующиеся различными 

путями морфогенеза [1, 2]. Конечный результат 

этого свойства, способы и формы его осущест-

вления могут быть различными в зависимости 

от степени тотипотентности клетки. Как 

правило, регенерация растений in vitro обычно 

осуществляется посредством эмбриоидогенеза 

(соматического эмбриогенеза) или гемморизоге-

неза (органогенеза de novo побегов и корней) 

[1–6]. Регенерация посредством гемморизогене-

за рассматривается как биотехнологически 

более выгодная, так как индуцировать органо-

генез сравнительно проще и надежнее, чем 

эмбриоидогенез. В то же время индукция 

эмбриоидогенеза предполагает работу с гене- 
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тически однородным материалом, что необхо-

димо при разработке биотехнологий клониро-

вания хозяйственно ценных генотипов [1, 7]. 

Следует также отметить, что идентификация 

путей регенерации in vitro осуществляется, как 

правило, визуально. Однако такая идентифика-

ция нередко бывает ошибочной. 

Нерешенным остается вопрос, какие 

именно типы андроклинных каллусов способны 

к регенерации растений. Как правило, типы 

каллусов злаков выявляют по их морфоло-

гическим показателям: морфогенные (способ-

ные к регенерации) – компактные, узловатые, 

плотные, обычно белого цвета, неморфогенные 

(не способные к регенерации) – рыхлые, мяг-

кие, водянистые, обычно желтоватой окраски 

[1, 3–6]. Однако имеются и противоположные 

данные, где в качестве морфогенных рас-

сматриваются полупрозрачные желтые рыхлые 

каллусы [8]. Нами выявлен особый тип 

каллуса – потенциально морфогенный, характе-

ризующийся мягкой, рыхлой и обводненной 

структурой [9].  

Остается спорным вопрос и о происхож-

дении андроклинных каллусов, так как остается 

возможность того, что они берут начало от 

соматических клеток стенки пыльника. 

Существенную помощь в решении этих 

вопросов оказывает метод сканирующей 

электронной микроскопии (СЭМ), позволя-

ющий получить точное представление о 

пространственной организации изучаемых 

образцов и достаточно широко применяющийся 

при изучении морфогенеза in vitro, в том числе 

у злаков [1, 3]. В связи с этим цель работы 

состояла в изучении методом СЭМ разных 

типов андроклинных каллусов, полученных в 

культуре in vitro пыльников пшеницы. 

 

Материал и методы исследования. 

Объект исследования – гибридная линия яровой 

мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) Фотос, 

пыльники которой согласно предварительной 

оценке при культивировании in vitro характери-

зуются высокой частотой образования морфо-

генных структур – до 80% от числа инокули-

рованных пыльников [1].  

Донорные растения выращивали в полевых 

условиях научного стационара Уфимского Инсти-

тута биологии УФИЦ РАН (Уфимский район). 

Пыльники культивировали in vitro согласно 

[1]. В работе применяли методический подход, 

основанный на получении данных о содержа-

нии эндогенной ИУК в культивируемых in vitro 

образцах, согласно которым линия Фотос 

относится к высокоауксиновым генотипам [1]. 

Для индукции андроклинных каллусов исполь-

зовали среду Potato II c концентрацией 2,4-Д в 

1.0 и 2.0 мг/л для получения морфогенных и 

неморфогенных каллусов соответственно. Затем 

каллусы переносили на среду Blaydes с 

введением ауксина ИУК различной концен-

трации: 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 и 2.0 мг/л. Образцы для 

изучения методом СЭМ готовили согласно [3] и 

исследовали с помощью сканирующих 

электронных микроскопов JSM-35 и JSM-6390 

(Jeol, Japan).  

 

Результаты и обсуждение. Формирование 

андроклинных каллусов на обоих вариантах 

сред начиналось с делений спорогенных клеток 

пыльника – микроспор (рис. 1), что доказывает 

их гаплоидное происхождение. Такие доказа-

тельства необходимы, так как именно последу-

ющая дигаплоидизация приводит к закрепле-

нию набора полезных признаков, что вносит 

вклад в ускорение селекционного процесса.  

 

 
 

Рис. 1. Деления микроспор в пыльниках на 3-е сутки культивирования in vitro на среде Potato II, содержа-

щей 2,4-Д в концентрации 1.0 (а) и 2.0 (б) мг/л. Условные обозначения: Оп – оперкулум, ОМ – оболочка 

микроспоры, СП – стенка пыльника. Наконечниками стрелок указаны места деления. Масштаб: 10 мкм 
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Рис. 2. Формирование 4-клеточного (а) и многоклеточных (б–г) каллусов на на 5-е (а, в) и 7-е (б, г) сутки 

культивирования in vitro на среде Potato II, содержащей 2,4-Д в концентрации 1.0 (а, б) и 2.0 (в, г) мг/л. 

Условные обозначения: ДМ – дегенерировавшие микроспоры, МК – морфогенный каллус, Оп – оперку-

лум, ОМ – оболочка микроспоры, СП – стенка пыльника. Наконечниками стрелок указаны плоскости де-

ления клеток. Масштаб: а, в – 10 мкм, б, г –100 мкм 

 

В ходе дальнейших равных делений фор-

мируется сначала 4-клеточный (рис. 2, а), а 

затем многоклеточный (рис. 2, б–г) каллусы. 

Микроспоры, не давшие начало каллусам, 

дегенерируют (рис. 2, а, б) и остаются на 

каллусах в виде тонкой пленки (рис. 2, в). 

Следует отметить некоторую асинхронность в 

развитии каллусов на разных вариантах среды, 

а также разницу в форме и размерах клеток. 

Так, если вначале клетки каллусов, формиру-

ющихся на обоих вариантах сред, имеют 

сходные размеры и сферическую форму (рис. 2, 

а, в), то через некоторое время клетки каллусов, 

полученные на среде с меньшей концентрацией 

2,4-Д (предположительно морфогенных) имеют 

хотя и удлиненную, но довольно компактную 

форму (рис. 2, б). Клетки же каллусов, получен-

ных на среде с большей концентрацией 2,4-Д 

(предположительно неморфогенных), в несколь-

ко раз длиннее (рис. 2, г). Известно, что 

основной физиологический ответ растений на 

действие ауксинов – рост клеток растяжением. 

Поскольку 2,4-Д – это синтетический ауксин, 

возможно, такое удлинение клеток каллусов на 

среде с повышенной концентрации 2,4-Д вызва-

но ее ауксиноподобным действием. 

Также следует отметить, что на этих этапах 

при относительном сохранение размеров 

каллусов, количество в них клеток увеличи-

вается (срав. рис. 2, а, б и 2, в, г). Вероятно, это 

связано с накоплением так называемой «кри-

тической массы». Согласно эмбриологическому 

закону критической массы, «все системы на 

разных уровнях иерархии от молекулярного до 

надорганизменного характеризуются опреде-

ленной критической массой. Количество эле-

ментов критической массы зависит от генотипа 

и различных факторов, что задает форму, 

структуру и функцию» [2, с. 150–151]. Таким 

образом, критическая масса определяет «порог 

факторов», необходимый для пролиферации, 

дифференциации, специализации и апоптоза и 

являющийся видоспецифичным, а устойчивость 

структуры зависит от ее критической массы, что 

обусловливает систему надежности индивиду-

ума в целом [3, с. 151]. 
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Рис. 3. Различные типы каллусов, полученные на 21-е сутки культивирования in vitro на среде Potato II с 

концентрацией 2,4-Д в 1.0 (а, б) и 2.0 (в, г) мг/л. Условные обозначения: СП – стенка пыльника. Наконеч-

ником стрелки указано внеклеточное вещество. Масштаб: а, в – 100 мкм, б –10 мкм, г – 50 мкм 

 

В ходе дальнейшего развития каллусы 

накапливают клеточную массу, через 21 сутки 

культивирования in vitro на среде Potato II 

разрывают стенку пыльника и появляются на 

его поверхности (рис. 3).  

Каллусы, полученные на разных вариантах 

среды Potato II, значительно различаются по 

характеристикам составляющих их клеток. Так, 

каллусы, полученные на среде с концентрацией 

2,4-Д 1.0 мг/л, состоят из мелких, полотно 

упакованных, полусферических меристематиче-

ских клеток. Такие каллусы мы рассматриваем 

как морфогенные. 

Каллусы, полученные на среде с кон-

центрацией 2,4-Д 2.0 мг/л, состоят из длинных, 

обводненных, рыхло расположенных клеток, 

имеющих гладкую поверхность и значительно 

более крупные размеры по сравнению с 

клетками каллусов, полученными на среде с 

пониженным содержанием 2,4-Д (срав. рис. 3, б 

и 3, г). Такие каллусы мы рассматриваем как 

неморфогенные. 

Интересно отметить, что на поверхности 

клеток морфогенных каллусов обнаруживается 

внеклеточное вещество (рис. 3, б), возможно, 

это внеклеточный матрикс. Такой внеклеточный 

полисахаридный матрикс играет важную роль в 

межклеточном взаимодействии, ионном статусе 

клеточных стенок и их проницаемости, а также 

играет важную сигнальную роль в регуляции 

процессов развития у растений [10, 11]. В том 

числе это вещество рассматривается как 

морфогенный маркер в каллусных культурах  

in vitro [10], хотя имеются сведения об 

обнаружении внеклеточного матрикса и в 

неморфогенных каллусных культурах [10, 11], 

на основании чего авторами сделан вывод о 

генотип-зависимом проявлении этого признака. 

Результаты, сходные с нашими, были получены 

в работе [10] на примере морфогенных каллусов 

актинидии, полученных из эндосперма. 

Возможно, что в нашем случае в компактных 

каллусах также синтезируется внеклеточный 

матрикс, который является маркером их морфо-

генного статуса, однако это предположение 

требует дополнительных исследований мето-

дами иммуногистохии. 

Через 28 суток культивирования на среде 

Potato II полученные каллусы переносили на 

питательную среду Blaydes для регенерации, 

дополненную ИУК в различных концентрациях. 

У неморфогенных каллусов не обнаружи-

вались признаки индукции каких-либо путей 

морфогенеза in vitro ни на одном варианте 

среды Blaydes. Хотя каллусы и увеличивались в 

размерах (возможно, за счет стимулирующего 

рост растяжением воздействия ИУК), однако 

через какое-то время эти структуры останав-

ливались в развитии и дегенерировали. Также 

возможно, что часть увеличивавшихся в раз-

мерах каллусов обладала признаками потен-

циально морфогенных и имела в своем составе 

клетки, все еще способные к делениям [9]. На 

рис. 4 отображены морфологические харак-

теристики таких каллусов на некоторых 

вариантах среды Blaydes. 
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Рис. 4. Неморфогенные каллусы через 14 суток культивирования in vitro на среде Blaydes с концентрацией 

экзогенной ИУК в 0.0 (а), 1.0 (б) и 2.0 (в) мг/л. Наконечниками стрелок указаны дегенерировавшие участ-

ки каллусов. Масштаб: а – 100 мкм, б – 200 мкм, в – 1000 мкм 

Рис. 5. Пути морфогенеза в морфогенных каллусах пшеницы при культивировании in vitro на среде 

Blaydes: эмбриоидогенез через 14 (а) и 28 (б) суток культивирования на среде без добавления экзогенной 

ИУК, гемморизогенез через 28 суток культивирования на среде с концентрацией ИУК 0.5 мг/л (в), ризоге-

нез через 14 суток культивирования на среде с концентрацией ИУК 1.5 мг/л (г). Условные обозначения: 

КВ – корневой волосок, Кр – корень, Л – лист, Пч – почка, Тр – трихома, Э – эмбриоид. Наконечниками 

стрелок указано внеклеточное вещество. Масштаб: а–в – 100 мкм, г – 200 мкм 

При культивировании морфогенных кал-

лусов in vitro на среде Blaydes выявлены 

следующие пути морфогенеза: эмбриоидоге-

нез – формирование зародышеподобных 

структур – эмбриоидов (рис. 5, а, б; преиму-

щественно на варианте среды без добавления 

экзогенной ИУК), гемморизогенез – формиро-

вание побегов и корней (рис. 5, в; при кон-

центрации ИУК в 0.5 мг/л) и ризогенез – 

формирование корней (рис. 5, г; при концен-

трации ИУК в 1.0–1.5 мг/л). При концентрации 

экзогенной ИУК в среде в 2.0 мг/л признаков 

морфогенеза не обнаруживалось, а каллусы со 

временем начинали приобретать признаки 

неморфогенности. 

Важно подчеркнуть, что на начальных 

этапах формирования эмбриоидов, побегов и 

листьев на поверхности каллусов также обна-
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руживается внеклеточное вещество (рис. 5, а, 

в), что лишний раз подтверждает участие этого 

вещества в процессах морфогенеза. 

Таким образом, методом СЭМ нами 

идентифицированы пути морфогенеза in vitro 

морфогенных каллусов, индуцированные при 

внесении в регенерационную среду Blaydes 

определенных концентраций экзогенной ИУК. 

Полученные данные еще раз подтверждают 

необходимость подбора адекватных концентра-

ций гормонов, необходимых для получения 

определенного типа каллуса и индукции путей 

морфогенеза in vitro, ведущих к регенерации 

растений. Сочетание разработанного нами 

методического подхода, основанного на подборе 

баланса эндогенных (в составе культивируемого 

объекта) и экзогенных (в составе питательной 

среды) гормонов [1] и метода сканирующей 

электронной микроскопии может стать удобным 

инструментом для оптимизации биотехнологии-

ческих приемов, используемых в селекции 

яровой мягкой пшеницы. 
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WHEAT ANDROCLINIC CALLI: DATA OF SCANNING ELECTRONIC MICROSCOPY 

© O.A. Seldimirova 

Ufa Institute of Biology, Ufa Federal Research Centre of the Russian Academy of Sciences,  
69, prospekt Oktyabrya, 450054, Ufa Russian Federation 

The processes of formation different types of calli, as well as the morphogenesis pathways in morphogenic 

calli, were studied by scanning electron microscopy (SEM) during anther culture in vitro in hybrid line Fotos of 

spring soft wheat. The microspore haploid origin of calli has been proven. The morphological status of the 

obtained calli was determined. It was shown that morphogenic callus consists of small densely packed 

meristematic cells covered with extracellular substance. This type of calli was obtained using a variant of the 

Potato II induction culture medium, added by 1.0 mg/l synthetic auxin 2,4-D. Nonmorphogenic callus consists of 

large, elongated, loosely located cells with a smooth surface. This type of calli was obtained using a variant of the 

Potato II culture medium, added by 2.0 mg/l 2,4-D. It was found that the introduction of various IAA 

concentrations into the Blaydes nutrient medium for regeneration in morphogenic calli implements the following 

pathways of morphogenesis in vitro: embryoidogenesis (without IAA addition), gemmorhizogenesis (0.5 mg/l), 

and rhizogenesis (1.5 mg/l). Revealed degenerative changes in cells of nonmorphogenic calli. The fundamental 

possibility of regulating of the morphogenesis pathways of in vitro of morphogenic calli in the direction necessary 

for research in biotechnological research has been confirmed. 

Key words: anther culture in vitro, callus, SEM, morphogenesis, 2,4-D, IAA, spring soft wheat. 
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