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   В современных биотехнологических исследованиях 

хозяйственно ценных растений представлены 

многочисленные разработки, направленные 

на получение каллусов, в которых индуцируются 

различные пути и типы морфогенеза in vitro. В то же 

время такой тип морфогенеза, как ризогенез in vitro, 

состоящий в формировании и развитии корней, но без 

дальнейшей регенерации растений, изучен 

недостаточно. Тем не менее важно выявить тканевые 

механизмы формирования и развития в каллусах 

корней как ризогенных структур. На примере 

каллусов, полученных из незрелых зародышей 

пшеницы, выявлено, что в основе ризогенеза in vitro 

лежит формирование морфогенетических очагов. 

Выявлены анатомические показатели 

формирующихся корней, во многом совпадающие 

с аналогичными показателями корней злаков 

в условиях in planta. Предложено использовать 

морфогенные каллусы in vitro в качестве модельных 

систем для изучения ризогенеза интактных растений. 

   Ключевые слова: морфогенез ◆ зародышевый каллус 
◆ ризогенез in vitro ◆ пшеница 

Поступила в редакцию: 04.03.2024 

MORPHOHISTOLOGICAL PECULIARITIES 

OF RHIZOGENESIS IN VITRO 

IN WHEAT EMBRYONIC CALLUSES 

Zinatullina A.E. 

Ufa Institute of Biology of the Ufa Federal Research Centre of 
the Russian Academy of Sciences, Ufa, Russia 

E-mail: aneta@ufaras.ru 

   In modern biotechnological studies of economically 

valuable plants, numerous developments aimed 

at obtaining calluses are presented, in which various 

pathways and types of morphogenesis are induced 

in vitro. At the same time, such the type of morphogenesis 

as rhizogenesis in vitro, consisting in the formation and 

development of roots, but without further regeneration 

of plants, has not been studied sufficiently. Nevertheless, 

it is important to identify the tissue mechanisms 

of formation and development in calluses the roots 

as rhizogenesis structures. Using the example of calluses 

obtained from immature wheat embryos, it was revealed 

that the formation of morphogenetic foci is the basis 

of rhizogenesis in vitro. Anatomical characteristics 

of the emerging roots have been revealed, which largely 

coincide with similar characteristics of the cereal roots 

under in planta conditions. It is proposed to use 

morphogenic calluses in vitro as model systems 

for studying the rhizogenesis of intact plants. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Модельный подход культуры in vitro клеток, тканей и органов, дающий возможность 

изучать сложные морфогенетические процессы, а также механизмы их регуляции 

в контролируемых экспериментатором условиях, позволяет приблизиться к пониманию 

закономерностей и особенностей морфогенеза интактных растений. Методологическим 

обоснованием использования таких модельных систем служит принцип универсальности 

путей морфогенеза растений in planta и in vitro [Батыгина, 2014]. Модельный подход 

культуры in vitro в настоящее время активно разрабатывается с самых различных позиций 

[обзоры последних лет: Bidabadi, Jain, 2020; Long et al., 2022; Bekalu et al., 2023; Kruglova 

et al., 2023; Wan et al., 2023; Kulus, Tymoszuk, 2024].   

Перспективными модельными системами в этой области исследований являются 

культивируемые in vitro каллусы – интегрированные системы, которые образуются или 

в результате пролиферации эпидермальных клеток эксплантов, или в глубине этих 

эксплантов, изначально состоящие из однородных клеток, которые постепенно 
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преобразуются в систему групп гетерогенных клеток [по: Батыгина, 2014; Круглова и др., 

2018б; Kruglova et al., 2018b].  
Различные аспекты культивирования каллусов in vitro изучаются с конца XIX в. 

[по: Kruglova et al., 2023]. К настоящему времени на примере многих видов растений 

представлено значительное количество экспериментальных данных, касающихся различных 

аспектов индуцирования и прохождения путей морфогенеза in vitro в каллусах. Обобщению 

экспериментальных данных в этой области исследований посвящен ряд обзоров последних 

лет [Круглова и др., 2018а, 2019а, 2021а,б;  Kruglova et al., 2018а, 2021, 2023; Круглова, 

Сельдимирова, 2018, 2020; Feher, 2019, 2023; Зинатуллина, 2020, 2021; Круглова, 2021; 

Ikeuchi et al., 2022; Lee et al., 2022; Rezaei et al., 2023].   

Выявлено, что один из путей морфогенеза в каллусных культурах – органогенез in vitro, 

состоящий в формировании органов – почек и корней (тип гемморизогенеза in vitro), только 

почек (тип геммогенеза in vitro), только корней (тип ризогенеза in vitro) [по: Круглова, 2019б, 

2023; Круглова и др., 2019а; Shin et al., 2020; Kruglova et al., 2023].  

Тип гемморизогенеза in vitro, в оптимальных условиях напрямую дающий начало 

полноценным регенерантам, изучен достаточно хорошо, например, в отношении 

зародышевых каллусов пшеницы [Круглова и др., 2018б; Kruglova et al., 2018b; Зинатуллина, 

2019, 2023; Круглова, 2022б]. В то же время работы, посвященные исследованию типа 

ризогенеза in vitro, по биотехнологическим протоколам для получения регенерантов 

предполагающего дополнительную пересадку каллусов на регенерационную среду для 

индуцирования формирования почек, немногочисленны и посвящены главным образом 

физиологическим [Gueye et al., 2009; Chen et al., 2014; Yu et al., 2017; Manickavasagam et al., 

2019] и молекулярным [Liu et al., 2014; Lee et al., 2018] особенностям этого процесса.    

Цель данной работы – провести морфогистологический анализ формирования 

и развития ризогенных структур (корней) в зародышевых каллусах пшеницы по мере их 

культивирования in vitro. 

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследования явился сорт яровой мягкой пшеницы Жница, активно 

используемый в биотехнологических программах сотрудников лаборатории физиологи 

растений УИБ УФИЦ РАН. Семена любезно предоставлены автором сорта 

Е.А. Малокостовой (Воронежский НИИ СХ им. В.В. Докучаева РАСХН).  

В качестве эксплантов были использованы незрелые зародыши. 

Донорные растения выращивали в полевых условиях научного стационара Уфимского 

института биологии УФИЦ РАН (Уфимский район) в вегетационный сезон 2023 г. 

Фенологические наблюдения за развитием растений вели согласно [Круглова, Сельдимирова, 

2011]. В фенофазу молочной спелости зерна отобрали 30 растений. Из средней трети колоса 

каждого растения отобрали по 10 незрелых зародышей на стадии раннего органогенеза 

(12-15 сут опыления, согласно периодизации эмбриогенеза пшеницы, по: Круглова, 2012; 

Круглова и др., 2019в; Kruglova et al., 2020], всего 300 зародышей. 

Использовали метод эмбриокультуры in vitro яровой мягкой пшеницы в разработке 

сотрудников лаборатории физиологии растений Уфимского института биологии УФИЦ РАН 

[Круглова, Катасонова, 2009; Круглова, Сельдимирова, 2011, 2020; Основы .., 2017; Круглова 

и др., 2019б, 2020; Kruglova et al., 2020b; Круглова, 2022,б,в; Зинатуллина, 2023а,б], при этом 

учитывали как морфологические показатели незрелых зародышей, так и физиологические 

условия культивирования, ведущие к формированию in vitro именно морфогенных каллусов.  
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Экспланты инокулировали in vitro на полную среду Mурасиге и Скуга [Murashige, 

Skoog, 1962] с добавлением синтетического ауксина 2,4-Д в концентрации 2.0 мг/л и 0.2 мг/л 

цитокинина кинетина (индукционная среда I) для инициации формирования морфогенных 

каллусов. Сформированные каллусы культивировали на этой же среде I в течение 35 сут 

при 16/8-часовом фотопериоде. Вели подсчёт сформированных корней, с морфологическим 

контролем их развития.  

Далее каллусы с корнями переносили на регенерационную среду II, составленную 

по прописи полной среды Мурасиге и Скуга [Murashige, Skoog, 1962], и культивировали 

в течение 5 сут.  

В обоих случаях перед автоклавированием pH среды доводили до 5.7.  

Для гистологического анализа фиксировали каллусы каждые 5 сут от начала 

культивирования. Гистологические препараты каллусов готовили согласно авторским 

разработкам (по: Световой микроскоп.., 2013), просматривали и фотографировали 

с применением микроскопа проходящего света Axio Imager.A1 light microscope (Carl Zeiss, 

Jena,Germany), оснащенного объективом EC Plan-NEOFLURAL 10×/0.3, фотографировали 

с использованием цифровой камеры AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Jena, Germany). 

Прижизненную съёмку объектов вели с применением стереомикроскопа Technival 2 (Carl 

Zeiss, Jena, Germany) и цифровой камеры Olympus Camedia C-4000 (Olympus Optical Co., 

LTD, Japan). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Начало формирования морфогенных каллусов морфологически отмечено уже на 1 сут 

культивирования in vitro эксплантов на инициальной среде I. Постепенно каллусы 

наращивают объём. По морфологическим данным, такие каллусы приобретают узловатую 

структуру.  

На 15 сут культивирования in vitro на поверхности узловатых каллусов можно видеть 

корни (рис. 1а). Согласно данным гистологического анализа, в толще таких каллусов 

выявляются морфогенетические очаги – группы клеток меристематического типа, 

отделенные от остального каллуса. Часть морфогенетических очагов преобразована в корни 

(ризогенные структуры), как это хорошо видно на поперечном срезе (рис. 1б).  

 
Рис. 1. Формирование корней в морфогенном каллусе пшеницы по морфологическим (а) 

и гистологическим (б) данным. Среда I, 15 сут культивирования in vitro. а) х50; б) х250, 

поперечный  срез. Условные обозначения: МО – морфогенетический очаг, Кр – корень. 
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Как свидетельствуют гистологические данные, дальнейшее развитие корней к 20 сут 

культивирования in vitro происходит за счет делений, происходящих параллельно 

его продольной оси. В результате формируются концентрические слои клеток – периблема и 

плерома. Плерома отчетливо выявляется в виде группы более мелких клеток в центральной 

части корня (рис. 2а). Внутренние слои периблемы делятся периклинально, 

что обусловливает рост корня в толщину. В самом наружном слое происходят только 

антиклинальные деления, за счет которых возникает покровный слой – дерматоген. 

Корневой чехлик окружен колеоризой (рис. 2а, б). По мере развития корней наблюдается 

установление связи между ними и массой каллуса посредством формирования элементов 

сосудистой системы (рис. 2б).  

С увеличением продолжительности культивирования на индукционной среде I 

количество заложившихся корней возрастает. На рис. 3 представлены данные 

гистологического анализа каллусов на 25 сут культивирования in vitro, подтверждающие 

формирование трёх корней в одном каллусе.  

 
Рис. 2. Развитие корней в морфогенном каллусе пшеницы по гистологическим данным. 

Среда I, 20 сут культивирования in vitro. Продольные срезы, х150.  

Условные обозначения: К – каллус, Крз – колеориза, КЧ – корневой чехлик, Пл – плерома, Пр – 

периблема, СЭ – элементы сосудистой системы. 

 
Рис. 3. Увеличение количества корней в морфогенном каллусе пшеницы по гистологическим 

данным. Среда I, 25 сут культивирования in vitro. Продольный (а) и поперечный (б) срезы, х150.  
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По мере культивирования in vitro, к 30 сут от начала экспериментов, каллус, 

окружающий развивающийся корень, постепенно дегенерирует. Корень вытягивается 

в длину главным образом за счет растяжения клеток (рис. 4). К 35 сут культивирования 

in vitro корень достигает значительной длины (рис. 5). 

 
Рис. 4. Рост в длину корней в морфогенном каллусе пшеницы по гистологическим данным. 

Среда I, 30 сут культивирования in vitro. Продольные срезы, (а) х250, (б) х150. 

 
Рис. 5. Корень в дегенерировавшем морфогенном каллусе пшеницы по морфологическим 

данным. Среда I, 35 сут культивирования in vitro.  х10. 

Через 35 сут культивирования in vitro дегенерировавшие каллусы, содержащие корни, 

переносили на регенерационную среду II. На этой среде корни постепенно, к 40 сут 

от начала экспериментов, дегенерировали (морфогистологические данные не приведены), 

и эксперименты прекращали.  
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Анализ полученных данных свидетельствует о следующем.  

Согласно литературным данным, гистологическими исследованиями, выполненными 

на примере каллусов различного происхождения, выявлено, что одна из базовых 

характеристик путей и типов морфогенеза in vitro в каллусах состоит в формировании в их 

толще так называемых морфогенетических очагов (в другой терминологии: меристемоид, 

меристематический центр, новая меристема, промеристема) как обособленных от каллусов 

групп недифференцированных меристематических клеток, компетентных к дальнейшему 

морфогенезу in vitro [Kruglova et al., 2023].  

Нами ранее при изучении в зародышевых морфогенных каллусах пшеницы такого типа 

органогенеза in vitro, как гемморизогенез, было выявлено, что морфогенетические  очаги, 

дающие начало гемморизогенным структурам, в сформированном виде состоят 

преимущественно из двух зон клеток: периферическая, представленная крупными 

паренхиматозными клетками с большими вакуолями и крупными ядрами рядом с клеточной 

стенкой; центральная, занимающая основной объем очага и представленная мелкими 

меристематическими клетками как без вакуолей, так и вакуолизированных [Зинатуллина, 

2023]. Высказано мнение, что морфогенетические очаги следует считать структурной 

основой высокой морфогенетической лабильности каллусов: благодаря разветвленной 

сосудистой системе в каллусе создаются самые разные трофические и гормональные 

ситуации, и клетки таких очагов могут быть индуцированы к прохождению различных путей 

и типов морфогенеза in vitro [Kruglova et al., 2023].  

Морфогенетические очаги аналогичного строения выявлены в изученных зародышевых 

морфогенных каллусах пшеницы на 15 сут культивирования in vitro (рис. 1б).  Тем самым 

в каллусах показана гистологическая возможность реализации морфогенетического 

потенциала их клеток, а именно по пути органогенеза in vitro по типу ризогенеза. Интересно, 

что морфогенетические очаги, формирующие гемморизогенные структуры в зародышевых 

морфогенных каллусах пшеницы, выявлены уже на 5 сут их культивирования [Зинатуллина, 

2023]. Гистологические данные о морфогенетических очагах приводятся и для морфогенных 

каллусов пшеницы, индуцированных в незрелых  пыльниках in vitro при исследовании 

феномена андроклинии [Круглова и др., 2005; Батыгина и др., 2010; Круглова, 

Сельдимирова, 2013; Круглова, 2019а, 2021].  В целом, полученные результаты ещё раз 

подтверждают обязательность формирования в толще каллусов морфогенетических очагов 

как структурной основы развития их клеток по различным путям и типам морфогенеза 

in vitro. 

Выявленные анатомические особенности формирующихся в каллусах корней (рис. 2) 

принципиально совпадают с аналогичными характеристиками корней растений, 

развивающихся в условиях in planta [по: Augstein, Carlsbecker, 2018; Motte et al., 2019].  

Важно подчеркнуть, что в изученных морфогенных каллусах гистологически выявлены 

такие характерные для корней злаков структуры, как периблема, плерома, колеориза 

[по: Батыгина, 2014]. Это лишний раз подтверждает то мнение, что каллусы могут служить 

адекватными модельными системами для изучения различных вопросов морфогенеза 

интактных растений, в частности формирования и развития корневых систем. 

Согласно многочисленным литературным сведениям, посвященным анализу 

результатов экспериментальных данных, пути и типы морфогенеза in vitro в каллусах 

различных растений во многом определяются составом и концентрацией экзогенных 

гормонов, внесенных в культуральную среду. Разработка этой проблемы на примере 

ауксинов и цитокининов была начата ещё в 1950-е гг. [по: Melnyk, 2023]. К настоящему 
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времени ведущая роль экзогенных полифункциональных ауксинов и цитокининов 

в реализации различных морфогенетических программ развития клеток, в том числе 

каллусных клеток in vitro, подтверждена во многих работах, выполненных на примере 

растений из различных семейств [обзоры последних лет: Bidabadi, Jain, 2020; Raspor et al., 

2021; Long et al., 2022; Jain et al., 2024; Pasternak, Steinmacher, 2024]. В ряде работ показано 

принципиальное значение оптимального баланса между концентрацией экзогенных ауксинов 

и цитокининов и их эндогенным содержанием в эксплантах (при индуцировании 

формирования каллусов) и каллусах (в процессах морфогенеза in vitro) [Seldimirova et al., 

2016; Сельдимирова и др., 2019; Круглова, 2022а]. Полученные нами данные также 

подтверждают, что ауксины и цитокинины (в условиях выполненных экспериментов это 

синтетический ауксин 2,4-Д и цитокинин кинетин) относятся к ведущим гормонам 

органогенеза in vitro и в частности – ризогенеза in vitro, как это подчеркивается в ряде 

обобщений [Shin, Seo, 2018; Bustillo-Avendano et al., 2018; Cosic, Raspor, 2022; Smeringai 

et al., 2023].   

Результаты, полученные в условиях выполненных экспериментов и состоящие 

в отсутствии образования из каллусов регенерантов на регенерационной среде II, 

соответствуют литературным данным, полученным при разработке биотехнологических 

протоколов для растений различных семейств [Круглова и др., 2005; Батыгина и др., 2010; 

Doubled Haploidy .., 2016; Круглова, 2019а, 2022б,в; Егорова, 2021; Melnyk, 2023 и мн. др.]. 

Подчеркнем, что к формированию регенерантов не приводит даже использование среды, 

составленной по полной прописи среды Мурасиге и Скуга. В целом, полученные 

морфогистологические данные лишний раз подтвердили то теоретическое обобщение, 

что ризогенез является тупиковым путем морфогенеза in vitro в каллусах, не приводящим 

к регенерации растений [Kruglova et al., 2023]. В тоже время гистологическое изучение 

ризогенеза in vitro в каллусах может способствовать выявлению тканевых механизмов 

формирования корней интактных растений в модельных экспериментальных условиях.  
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