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   С использованием метода иммуногистохимического 

анализа изучены особенности распределения 

эндогенной ИУК в полиэмбриоидах in vitro у яровой 

мягкой пшеницы на разных стадиях развития. 

Установлено, что полиэмбриоиды in vitro на стадии 

перехода от фазы бластомеризации к фазе 

органогенеза характеризовались равномерной 

интенсивностью иммуногистохимического 

окрашивания клеток апикальной части. На основании 

полученных данных высказано предположение, что 

именно гомогенное распределение эндогенного 

ауксина ИУК в клетках апикальной части 

полиэмбриоидов in vitro на стадии перехода от фазы 

бластомеризации к фазе органогенеза обуславливает 

формирование множественных щитков и 

соответствующих им апикальных меристем побегов. 
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   Using the method of immunohistochemical analysis, the 

peculiarities of endogenous IAA distribution in 

polyembryoids in vitro in spring soft wheat at different 

developmental stages were studied. It was established that 

polyembryoids in vitro during the transition from the 

blastomerization phase to the organogenesis phase were 

characterized by a uniform intensity of 

immunohistochemical staining of apical part cells. Based 

on the obtained data, it was suggested that it is the 

homogeneous distribution of endogenous auxin IAA in 

the cells of the apical part of polyembryoids in vitro 

during the transition from the blastomerization phase to 

the organogenesis phase causes the formation of multiple 

scutella and their respective apical shoot meristems. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Одним из перспективных подходов к изучению различных аспектов морфогенеза 

растений является создание экспериментальных систем размножения растений, основанных 

на культивировании in vitro клеток растений. Одна из таких систем – андроклиния, 

биологический феномен которой состоит в переключении программы развития гаплоидных 

клеток пыльника под действием внешнего стрессового фактора с обычного гаметофитного 

пути, связанного с образованием пыльцевого зерна, на иной путь – спорофитный, состоящий 

в формировании гаплоидного растения-регенеранта. При этом клетки реализуют свой 

морфогенетический потенциал различными путями морфогенеза in vitro [Круглова, 2001; 

Эмбриологические основы…, 2005; От микроспоры…, 2010; Круглова, Сельдимирова, 2011]. 

Один из путей спорофитного развития гаплоидных клеток пыльника – прямой 

эмбриоидогенез (формирование эмбриоида – биполярной зародышеподобной структуры – 

непосредственно из морфогенетически компетентной клетки пыльника) [Сельдимирова и 
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др., 2004; Эмбриологические основы…, 2005; От микроспоры…, 2010; Круглова, 

Сельдимирова, 2011; Сельдимирова, Круглова, 2014а; Сельдимирова и др., 2017б]. 

Ранее нами при культивировании in vitro изолированных пыльников пшеницы, наряду 

с формированием эмбриоидов, сходных по строению с зиготическими зародышами, было 

выявлено формирование структур с измененным типом полярности и симметрии, что 

выражалось в образовании в их апикальной части множественных щитков, апикальных 

меристем побегов, а в базальной части нередко – множественных корней [Сельдимирова, 

Галин, 2013; Сельдимирова и др., 2013, 2015; Сельдимирова, круглова, 2014б; Титова и др., 

2016]. Мы предлагаем использовать применительно к этим структурам термин 

«полиэмбриоиды», по аналогии с термином «полиэмбрионы», приведенном в работе 

М.С.Яковлева и Д.П.Снегирева [Яковлев, Снегирев, 1954] и «polyembryo», приведенном в 

работе C.Fischer с соавт. [Fischer et al, 1997].  

Ранее нами было установлено, что в своем развитии полиэмбриоиды in vitro проходят 

фазы, характерные для зиготических зародышей и сходных с ними по строению эмбриоидов: 

инициальная клетка, фаза бластомеризации, фаза органогенеза, сформированный 

полиэмбриоид [Титова и др., 2016]. При этом выявлены структурные механизмы 

формирования полиэмбриоидов in vitro: изменение полярности и симметрии, состоящее в 

формировании в апикальных частях полиэмбриоидов множественных щитков и 

соответствующих им апикальных меристем побега, ориентированных различным образом 

(дорзально, вентрально или латерально друг к другу) и обычно объединенных одним общим 

корневым полюсом, а также частые конгенитальные срастания нескольких органов (щитков, 

колеоптилей или апикальных меристем побегов) в единую синтетическую структуру. 

В то же время гормональные механизмы формирования полиэмимбриоидов in vitro не 

изучены, хотя гормональный фактор является ключевым в формировании полярности и 

симметрии растений при инициации органов. Особая роль при этом принадлежит ауксинам, 

в частности распределению эндогенной индолил-3-уксусной кислоте (ИУК) – 

универсальному ауксину у всех растений [Медведев, 2012]. 

В связи с этим цель данной работы состояла в изучении распределения ИУК в 

полиэмбриоидах in vitro и зародышах in vivo у пшеницы при переходе от фазы 

бластомеризации к фазе органогенеза и на начальных этапах фазы органогенеза. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования послужил сорт яровой мягкой пшеницы Жница, 

характеризующаяся высокой частотой образования in vitro морфогенных структур. Для 

экспериментов использовали донорные растения, выращенные в полевых условиях научного 

стационара Уфимского Института биологии УФИЦ РАН.  

Для получения полиэмбриоидов применяли метод культуры in vitro изолированных 

пыльников яровой мягкой пшеницы [Круглова, Батыгина, 2002] c использованием 

питательной среды Potato II [Chuang, Ouyang, 1978] в качестве индукционной. 

Фиксацию растительного материала для иммуногистохимического анализа проводили 

в 4 %-ном растворе карбодиимида (Sigma, Япония), приготовленном на 0.1 М фосфатном 

буфере (рН 7.3) в течение 4 час под вакуумом. Для последующей постфиксации тканей 
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зародыши помещали в смесь 4 %-ного параформальдегида (Riedel-de-Haën, Германия) и 

0.1 %-ного глютаральдегида (Sigma, Германия) на 0.1 М фосфатном буфере и оставляли на 

ночь в холодильной камере. Далее образцы отмывали в 0.1 М фосфатном буфере (рН=7.3), 

обезвоживали в серии спиртов возрастающей концентрации и заключали в гидрофильную 

метакрилатную смолу JB4 (Electron Microscopy Sciences, США). Полутонкие срезы (3 мкм) 

готовили при помощи микротома HM 325 (Microm, Германия). Для 

иммуногистохимического анализа использовали специфические антитела, которые успешно 

использовали ранее для иммунолоклизации ИУК [Высоцкая и др., 2007; Seldimirova et al., 

2016]. Для выявления эндогенной ИУК на срезы наносили иммунную сыворотку в 

разведении 1:50. Разведения антител готовили на ФоЖТ (0.1 М фосфатный буфер, 

содержащий 0.2 % желатина и 0.05 % Tween 20). Для оценки специфичности окрашивания 

часть срезов обрабатывались неиммунной сывороткой, не содержащей антитела к ИУК. 

Затем срезы после трехкратной промывки в 0.1 М фосфатном буфере, содержащем 0.05 % 

Tween 20 (ФоТ), обрабатывали меченными коллоидным золотом вторыми антителами в 

разведении 1:40 (Aurion, USA) и инкубировали во влажной камере 1 час. После промывки в 

ФоТ срезы обрабатывали препаратом серебряного усилителя (Aurion, USA) для детекции 

гормона.  

Для гистологического мониторинга часть срезов окрашивали толуидиновым синим 

[Lynn, 1965]. 

Препараты просматривали и документировали с использованием микроскопа 

проходящего света Axio Imager (Carl Zeiss, Jena, Германия), оснащенного цифровой камерой 

AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Jena, Германия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Анализ распределения эндогенной ИУК в клетках полиэмбриоидов в фазе 

бластомеризации показал, что иммуногистохимически окрашивается цитоплазма всех 

клеток, за исключением их самого внешнего слоя (где интенсивность окрашивания была 

очень слабой), при этом распределение эндогенной ИУК в окрашенных клетках было 

равномерным (рис. 1).   

 

 
Рис. 1. Иммунолокализация ИУК в полиэмбриоиде в фазе бластомеризации. а – 

гистологический контроль, б – срез, обработанный иммунной сывороткой, в – 

контрольный срез, обработанный нормальной сывороткой. 
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В полиэмбриоидах со сформированной апикально-базальной осью полярности и 

находящихся на стадии перехода к органогенезу выявлено равномерное окрашивание клеток 

эпидермы и собственно апикальной части полиэмбриоида (рис. 2). Интенсивность 

окрашивания в клетках эпидермы была такой же, как и в клетках собственно апикальной 

части полиэмбриоида (рис. 2б). Клетки базальной части окрашивались более интенсивно, 

чем клетки апикальной части. Такая же картина наблюдалась в зоне таблитчатых 

меристематических клеток, расположенной в основании апикальной части полиэмбриоида и 

топографически соответствующей зоне будущей инициации корня и колеоризы.  

 

 

Рис. 2. Иммуногистохимическая локализация ИУК в клетках полиэмбриоида со 

сформированной апикально-базальной осью полярности при переходе к фазе 

органогенеза. а – гистологический контроль, б – срез, обработанный иммунной 

сывороткой, в – контрольный срез, обработанный нормальной сывороткой. Условные 

обозначения: Апч – апикальная часть, БзЧ – базальная часть, ОАпЧ – основание 

апикальной части, ОбМс – оболочка микроспоры, Эп – эпидерма. 

 

На начальных этапах органогенеза (в момент инициации щитков) появлялся четкий 

градиент иммуногистохимического окрашивания (рис. 3).  

Интенсивно окрашивались клетки апикальной части, таблитчатые меристематические 

клетки в ее основании, клетки прокамбиальных тяжей, формирующихся в направлении от 

базальной зоны таблитчатых меристематических клеток к местам инициации щитков и 

апикальных меристем, и клетки дистального участка базальной части полиэмбриоида. 

Наиболее интенсивное иммуногистохимическое окрашивание наблюдалось в клетках 

дистального участка базальной части полиэмбриоида (рис. 3в, д). Клетки апикальной части 

полиэмбриоида, формирующихся прокамбиальных тяжей и базальной зоны таблитчатых 

меристематических клеток окрашивались менее интенсивно (рис. 3в, д). На этой стадии 

развития наблюдалось гомогенное распределение эндогенной ИУК во всех клетках 

апикальной части полиэмбриоида (рис. 3д). Клетки эпидермы характеризовались той же 
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степенью иммуногистохимического окрашивания, что и клетки апикальной части 

полиэмбриоида (рис. 3б, д). 

 

 
Рис. 3. Иммунолокализация ИУК в клетках полиэмбриоида в начале фазы 

органогенеза на стадии инициации щитков. Серия продольных срезов через один и тот 

же полиэмбриоид. а, г – гистологический контроль, б, д – срезы, обработанные иммунной 

сывороткой, в, е – контрольные срезы, обработанные нормальной сывороткой. Условные 

обозначения: АпЧ – апикальная часть, БзЧ – базальная часть, ОбМс – оболочка 

микроспоры, ТМК – таблитчатые меристематические клетки, ПрТ – прокамбиальный тяж, 

ФЩ – формирующийся щиток, Эп – эпидерма. 

 

Далее, во время инициации апикальных меристем побега наиболее интенсивное 

иммуногистохимическое окрашивание обнаруживалось в клетках щитков, в клетках 

соответствующих им апикальных меристем побегов и клетках кольцевидной системы тяжей 

прокамбия, отходящих к щиткам и формирующимся апикальным меристемам побегов, в 

клетках эпидермы формирующихся органов (рис. 4).  
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Рис. 4. Иммунолокализация ИУК в клетках полиэмбриоида в фазе органогенеза. 

Серия поперечных срезов через апикальную часть одного и того же полиэмбриоида. а, г – 

гистологический контроль, б, д – срезы, обработанные иммунной сывороткой, в, е – 

контрольные срезы, обработанные нормальной сывороткой. Условные обозначения: АМП – 

апикальная меристема побега, ПрТ – прокамбиальный тяж, Щ – щиток, Эп – эпидерма. 

 

Эпидермальные клетки апикальной части полиэмбриоида окрашивались более 

интенсивно в местах инициации щитков и соответствующих им меристем побега (рис. 4б, д), 

чем в тех участках апикальной части полиэмбриоида, где инициации органов не 

наблюдалось. Остальные клетки апикальной части полиэмбриоида окрашивались менее 

интенсивно. Такая же картина сохранялась и в ходе дальнейшего развития. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Хорошо известно, что ауксины играет важную роль в процессах роста и развития, 

многие из которых зависят от полярного транспорта ауксина в органах и тканях [Jenik, 

Barton, 2005; Weijers, Jürgens, 2005; Petrasek, Friml, 2009; Медведев, 2012; Розов и др., 2013; 

Prasad, Dhonukshe, 2013 и мн. др.]. Градиенты концентрации ИУК действуют как мощный 

морфогенетический фактор и обеспечивают формирование осей симметрии у высших 

растений на организменном уровне. Полярный транспорт ауксина регулирует практически 

все процессы морфогенеза растений [Медведев, 2012; Розов и др., 2013]. Эксперименты в 

культуре in vitro с эмбриоидами различного происхождения и изолированными 

зиготическими зародышами показали зависимость формирования эмбриональных паттернов 

от транспорта ауксина и его распределения [Schiavone, Cooke, 1987; Liu et al., 1993; Fischer, 

Neuhaus, 1996; Fischer et al., 1997; Hadfi et al., 1998; Fischer-Iglesias et al., 2001]. 

Моделирование потоков ауксина и его распределения основано, главным образом, на 

экспериментальном выявлении локализации его переносчиков в клетках растений. При этом 

в качестве объекта исследований чаще всего используют такое модельное растение, как 

арабидопсис [Friml et al., 2003; Weijers et al., 2005; Kramer, 2008; Mravec et al., 2008; Möller, 

Weijers, 2009; Fozard et al., 2013] и, в отдельных случаях, злаки [Forestan, et al., 2010]. Такие 

модели в некоторых случаях подтверждены с помощью искусственных репортерных 

конструкций, позволяющих оценить уровень гормонов по экспрессии чувствительных к 

гормонам генов, которая проявляется в ферментативной активности или люминесценции в 

клетках трансформированных растений. При этом исследования также проводились 

преимущественно с использование арабидопсиса [Friml et al., 2003; 2004; Zhang et al., 2010; 

Rademacher et al., 2012]. Это связано с тем, что трансформировать двудольные растения 

гораздо проще, чем однодольные. Как следствие информация о транспорте и распределении 

ауксина в однодольных растениях весьма ограничена. 

Так, у пшеницы было проведено изучение распределения меченного экзогенного 

ауксина в зародышах, выращенных in planta, и зародышах с множественными щитками и 

соответствующими им апикальными меристемами побегов, полученных in vitro в результате 

обработки ингибитором полярного транспорта ауксина N-1-нафтилфталамовой кислоты 

(НФК) [Fischer-Iglesias et al., 2001]. Однако экстраполяция данных по экзогенным гормонам 

на эндогенную гормональную систему не всегда правомочна.  

Кроме того, описанные все описанные выше методы имеют один общий недостаток – 

исследования можно проводить только на свежем материале. 

Одно из решений такой проблемы – применение иммуногистологической 

локализации фитогормонов, в том числе ИУК, с помощью антител, меченных коллоидным 

золотом [Veselov et al., 1992; Веселов, 1998; Высоцкая и др., 2007]. Этот метод позволяет 

выявлять присутствие гормонов в клетках обычных нетрансформированных растений, в том 

числе, злаков. Неоспоримое преимущество этого метода – возможность получения срезов из 

материала, заключенного как в эпоксидные смолы, так и в парафин, что обеспечивает 

длительную сохранность препаратов, и, тем самым, удобство для исследования и 

регистрации данных.  

С использованием этого метода нами ранее было изучено распределение эндогенной 

ИУК в клетках зародышей пшеницы in vivo в динамике развития [Сельдимирова и др., 
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2017а]. Так, многоклеточный зародыш в фазе бластомеризации перед переходом к 

органогенезу характеризовался интенсивным имунногистохимическим окрашиванием клеток 

апикальной части и отсутствием окрашивания в базальной части. В момент перехода от фазы 

бластомеризации к фазе органогенеза и на начальных этапах органогенеза наиболее 

интенсивное иммуногистохимическое окрашивание наблюдалось в местах инициации 

органов зародыша [Сельдимирова и др., 2017а]. 

В отличие от зародышей in vivo полиэмбриоиды in vitro характеризовались 

равномерным распределением ИУК в клетках апикальной части, как в фазе 

бластомеризации, так и в момент перехода к фазе органогенеза (рис. 1б, 2б, 3д). Это может 

быть следствием влияния экзогенной 2,4-Д, входящей в состав питательной среды. 

2,4-Д относится к слабым липофильным кислотам, которые легко могут 

диффундировать по градиенту концентрации из питательной среды в культивируемые 

экспланты через плазмалемму [Гамбург и др., 1990; Швецов, Еникеев, 2011]. Предполагают, 

что имеет место и активный транспорт, что доказывается экспериментами с применением 

ингибитора полярного транспорта ауксина – трийодбензойной кислоты [Bronsema et al., 

1996]. Следует отметить, что скорость поступления 2,4-Д в экспланты очень высока 

[Bronesma et al., 1998; Швецов, Еникеев, 2011]. Так, количественное измерение [
14

С] 2,4-Д 

через 16 часов воздействия показало стократное увеличение содержания 2,4-Д в 

культивируемых зародышах кукурузы по сравнению с первоначальной концентрацией [
14

С] 

2,4-Д в среде [Bronesma et al., 1998]. При этом показано, что максимальное количество 

поглощенной 2,4-Д локализуется в участке экспланта, противоположным тому, который 

находится в контакте с питательной средой [Bronesma et al., 1998]. 

Высказано мнение, что высокие уровни экзогенных ауксинов, попавшие в эксплант за 

счет абсорбции, могут значительно изменять синтез и распределение эндогенных ауксинов в 

формирующихся эмбриоидах и нарушать формирование градиентов эндогенных ауксинов, 

необходимых для становления полярности и симметрии эмбриоидов [Chee, Cantliffe, 1989; 

Michalczuk et al., 1992; Cooke, Cohen, 1993; Rodriguez, Wetzstein, 1998]. Полиэмбриоиды 

формируются при более высокой концентрации 2,4-Д, чем та, которая необходима для 

формирования эмбриоидов, повторяющих развитие зиготических зародышей. Возможно, что 

повышение концентрации 2,4-Д ведет к значительному накоплению ее в клетках 

полиэмбриоида, и, как следствие, к нарушению полярного транспорта эндогенной ИУК. 

Вполне вероятно, что равномерное распределение ИУК в полиэмбриоиде при переходе к 

органогенезу (рис. 3д) может быть следствием нарушения ее полярного транспорта под 

воздействием экзогенной 2,4-Д. В свою очередь, поступление ИУК в морфогенетически 

компетентные клетки апикальной части полиэмбриоида приводит к инициации 

множественных щитков и соответствующих им апикальных меристем побега. Нельзя 

исключать и возможность инициации множественных щитков в результате ауксиновой 

активности 2,4-Д, накапливающейся в клетках апикальной части полиэмбриоида. Однако эти 

предположения требуют доказательств и дальнейших исследований. 

Во время формирования апикальной меристемы побега наиболее интенсивное 

иммуногистохимическое окрашивание наблюдается в зоне инициации корневой меристемы, 

прокамбиальных тяжах, отходящих к щиткам, в самих щитках и в формирующихся 

апикальных меристемах побега (рис. 4б, д). В целом же полученные нами данные 

демонстрируют, что на этой стадии развития в полиэмбриоидах осуществляется полярный 
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транспорт ауксина. «Восстановление» полярного транспорта ауксина может быть следствием 

нейтрализации воздействия 2,4-Д в результате ее деградации в клетках полиэмбриоида или 

выделением ее обратно в питательную среду. Способность клеток поглощать и накапливать 

2,4-Д, а затем выделять ее, показана в экспериментах с использованием изолированных 

зародышей кукурузы [Bronesma et al., 1996, 1998], а также суспензионных культур сои 

[Швецов, Еникеев, 2011] и табака [Delbarre et al., 1996]. Кроме того, выделению наружу 2,4-

Д клетками полиэмбриоидов возможно способствует перенос полиэмбриоидов в момент 

перехода к органогенезу на питательную среду для регенерации, не содержащую 2,4-Д.  

Таким образом, нами было установлено, что гомогенное распределение ИУК в 

апикальной части полиэмбриоидов на стадии перехода от фазы бластомеризации к фазе 

органогенеза – одна из возможных причин формирования множественных щитков и 

соответствующих им апикальных меристем побегов. 

Полученные данные еще раз подтверждают важную (и, по-видимому, определяющую) 

роль ауксинов в формировании паттернов трехмерной организации растительного организма 

и становления его полярности и симметрии. Переход от гомогенного распределения 

эндогенной ИУК к гетерогенному – основной фактор смены типов полярности и симметрии, 

а направленные потоки ауксина – основные индукторы органогенеза у растений [Медведев, 

2012; Розов и др., 2013]. 

Изучение различных аспектов формирования полиэмбриоидов in vitro представляет 

несомненный интерес, поскольку оно позволит внести вклад в решение таких 

фундаментальных проблем биологии как механизмы становления полярности и симметрии в 

процессе эмбриогенеза растений, морфологическая природа органов зародыша однодольных 

растений и эволюционное становление однодольности. 

В исследованиях использовали приборную базу Центра коллективного пользования 

“Агидель” УФИЦ РАН. 

Работа  выполнена в рамках государственного задания Минобрнауки России № 075-

00326-19-00 по теме № АААА-А18-118022190099-6. 
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