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   На примере злаков представлен обзор литературных 

данных по различным аспектам использования 

морфогенных каллусных культур in vitro как 

модельных систем для изучения стресс-устойчивости 

растений к абиотическим факторам. Анализируются 

преимущества и ограничения модельных систем 

каллусных культур in vitro. Обсуждается вопрос о 

разработке модельной системы «зародыш-

зародышевый каллус» с позиции морфогенетической 

компетентности клеток незрелых зародышей как 

эксплантов для получения морфогенных каллусов. 

Рассматривается возможность использования системы 

«незрелый зародыш in planta-индуцированный in vitro 

зародышевый морфогенный каллус» в качестве 

модели для экспресс-оценки действия антистрессовых 

регуляторов роста растений. 
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   A review of literature data on various aspects of using 

morphogenic callus cultures in vitro as the model systems 

for studying on plant stress-resistance to abiotic factors is 

presented on the example of cereals. The advantages and 

limitations of the model systems of callus cultures in vitro 

are analyzed. The issue of evaluation of the model system 

"embryo-embryonal callus" from the position of cell 

morphogenetic competence of immature embryos as the 
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possibility of using the system "immature embryo in 

planta-induced embryonic morphogenic callus in vitro" as 

the model for express assessment of the action of anti-

stress plant growth regulators is analyzed. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Первые работы, посвященные получению каллуса из изолированных сегментов 

мезофилла листа и изучению каллусогенеза как пути морфогенеза in vitro, появились еще в 

конце XIX в. (обзоры: Ikeuchi et al., 2013; Sugiyama, 2015; Круглова и др., 2018б), однако 

однозначного определения каллуса не предложено. В своих исследованиях различных 

аспектов каллусогенеза in vitro злаков (Круглова и др., 2001, 2005, 2017а-в, 2018а,б, 2019а,б, 

2020; Круглова, 2002, 2011, 2012а; Батыгина и др., 2010; Круглова, Катасонова, 2009; 

Круглова, Сельдимирова, 2011, 2013, 2018; Сельдимирова и др., 2011, 2016, 2017а-г, 2018а,г, 

2019а,б; Сельдимирова, Круглова, 2013, 2014, 2015; Kruglova et al., 2018a,b; Seldimirova, 

Kruglova, 2013, 2015; Seldimirova et al., 2016a-с; 2017а,b, 2019; Зинатуллина, 2019, 2020) 

сотрудники лаборатории физиологии растений УИБ УФИЦ РАН придерживаются 

следующего определения: каллус – интегрированная система, образующаяся как экзогенно (в 

результате пролиферации поверхностных клеток различных тканей растительного 

организма), так и эндогенно (в глубине этих тканей); изначально состоит из однородных 
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клеток, постепенно преобразующихся в систему групп гетерогенных клеток, имеющих 

видоспецифичные морфогенетические потенции, которые реализуются различными путями 

морфогенеза (Батыгина, 2014) включая регенерацию полноценных растений.   

Каллусы in vitro рассматриваются как перспективные экспериментальные системы 

при исследования различных аспектов биологии развития растений – как теоретических, так 

и прикладных. Отдельное направление исследований – использование каллусов в качестве 

модельных систем при изучении стрессовых воздействий на растения и действия обработок 

растений антистрессовыми регуляторами роста. Обзоры этой проблемы предприняты ранее 

(Круглова и др., 2018а; Kruglova et al., 2018a), однако бурный рост современных 

биотехнологических исследований заставляет ещё раз вернуться к этой проблеме. Особый 

интерес вызывает каллусогенез in vitro в эксплантах хлебных злаков. Такой интерес 

обусловлен несомненной коммерческой ценностью этой группы растений.  

Цель данного обзора – на примере злаков провести анализ литературных данных, 

посвященных изучению каллусов in vitro как модельных систем в экспериментальных 

исследованиях как стресс-воздействия, так и действия некоторых антистрессовых 

регуляторов роста растений. 

КАЛЛУСЫ КАК МОДЕЛЬНЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СИСТЕМЫ IN VITRO 

Способность к формированию каллусов in vitro обнаружена у представителей многих 

семейств растений. В качестве эксплантов для получения каллусов используются различные 

части донорных растений – апексы побегов, молодые соцветия, колеоптили, незрелые 

пыльники, семяпочки, зародыши, характеризующиеся наличием значительного количества 

способных к каллусогенезу тотипотентных меристематических клеток. 

Многочисленными исследованиями выявлено, что успех в формировании каллусов in 

vitro определяется комплексом взаимосвязанных эндогенных (генотип донорного растения, 

эпигенетические свойства экспланта, тип и возраст экспланта/донорного растения, свойства 

клеток эксплантов и др.) и экзогенных (условия выращивания донорных растений, 

предварительное стрессовое воздействие на эксплант/донорное растение, состав 

индукционной среды, физические условия культивирования in vitro и др.) факторов (по: 

Круглова и др., 2005; Батыгина и др., 2010; Круглова, Сельдимирова, 2010, 2011; Ikeuchi et 

al., 2013, 2015, 2016, 2018, 2019; Егорова, 2014; Gaillochet, Lohmann, 2015; Sugiyama, 2015; 

Круглова и др., 2018б; Kruglova et al., 2018b; Feher, 2019; Ramulifho et al., 2019; Зинатуллина, 

1919, 2020).  

Разнообразие каллусов, полученных на индукционных средах in vitro, можно свести к 

двум контрастным группам: способные и не способные к морфогенезу по различным путям 

на регенерационных средах in vitro, иначе говоря – морфогенные (эмбриогенные, 

органогенные, регенерационные) и неморфогенные каллусы (подробнее: Зинатуллина, 2020). 

В данном обзоре речь пойдет только о морфогенных каллусах (далее – каллусы). 

Использование каллусов in vitro в качестве моделей для проведения различных 

направлений экспериментального изучения в биотехнологии растений имеет свои 

преимущества. Помимо возможности проводить исследования практически круглый год в 

одних и тех же условиях, получать большое количество каллусов к заданному времени, к 

таким преимуществам следует отнести возможность осуществлять строгий контроль и 

манипуляцию на всех этапах каллусогенеза in vitro путем контроля над действием 

абиотических факторов и параметров компонентов питательной среды. Кроме того, 
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лабораторные условия дают возможность детально анализировать реакции каллусов на 

действие конкретных факторов среды в культуре in vitro, поскольку при добавлении в 

питательную среду определенных веществ происходит непосредственное их взаимодействие 

с большинством клеток каллусов. К преимуществам использования каллусов in vitro следует 

отнести и возможность исследования механизмов органогенеза на клеточном и тканевом 

уровнях (Ikeuchi et al., 2013; Круглова и др., 2018а; Kruglova et al., 2018а). 

Однако главное преимущество использования каллусов – сходство 

морфогенетических процессов в растениях в естественных условиях in planta и в 

культивируемых каллусах in vitro (Круглова и др., 2018a; Kruglova et al., 2018а). Так, 

эксперименты, проведенные на пшенице и ячмене, показали общность клеточных 

механизмов изменения растений in planta и каллусов in vitro в ответ на действие высоких 

значений ряда абиотических факторов (Терлецкая, 2012). Выявлено значительное сходство 

органогенеза, эмбриологических и репродуктивно-биологических показателей донорных 

растений и регенерантов, полученных в культуре in vitro пыльников и зародышей пшеницы 

через каллусогенез (Круглова и др., 2017а,б). В таком сходстве реакций растений in vivo и 

каллусов in vitro можно видеть проявление принципа универсальности путей морфогенеза 

растений в естественных и экспериментальных условиях, выдвинутого Т.Б. Батыгиной 

(2014).  

НЕЗРЕЛЫЕ ЗАРОДЫШИ ЗЛАКОВ – ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ЭКСПЛАНТЫ 

ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ КАЛЛУСОВ IN VITRO 

В биотехнологических исследованиях различных растений включая злаки зародыши 

используются не только для получения каллусов, но и для получения устойчивых к стрессам 

регенерантов непосредственно, через так называемую эмбриокультуру in vitro (Егорова, 

Ставцева, 2013; Круглова, 2014; Круглова и др., 2019г и др.). Однако именно использование 

каллусов зародышевого происхождения позволяет сделать исследования масштабными 

(Круглова, 2019).  

Для получения каллусов в культуру in vitro могут быть введены зрелые зародыши 

злаков (Круглова, Сельдимирова, 2011; Audin et al., 2011; Bouamama et al., 2011; Yadav et al., 

2011; Bouiamrine et al., 2012; Bevitori et al., 2014; Delporte et al., 2014; Mohd Din et al., 2016; 

Ijaz et al., 2019). Однако особенно перспективными эксплантами для получения каллусов 

проявили себя незрелые зародыши злаков (Круглова, Катасонова, 2009; Rakshit et al., 2010; 

Круглова, Сельдимирова, 2011; Bouiamrine et al., 2012; Favad et al., 2014; Бычкова, 2016; Chu 

et al., 2016; Seldimirova et al., 2016a,b; Miroshnichenko et al., 2017; Сельдимирова и др., 2017а; 

Seldimirova et al., 2017а; Галин и др., 2018; Liu et al., 2018; Сельдимирова и др., 2019а,б).  

Аналогичные данные о преимуществах в индукции каллусообразования эксплантов 

более ранних стадий развития получены при исследовании апексов побегов сорго (Dreger et 

al., 2019), незрелых пыльников пшеницы (Круглова, 2002; Круглова и др., 2005; Батыгина и 

др., 2010; Круглова, Сельдимирова, 2011; Круглова и др., 2017а,б) и риса (Sahoo et al., 2019), 

сегментов молодых семядолей Arabidopsis (Raizada et al., 2017) и молодых листьев сахарного 

тростника (Awan et al., 2019). Эти результаты можно объяснить тем, что индукция 

каллусообразования предполагает репрограммирование морфогенетически компетентных 

инициальных клеток эксплантов (Doll et al., 2017; Ikeuchi et al., 2018, 2019; Lopez-Ruiz et al., 

2019), к чему более предрасположены клетки онтогенетически молодых органов. Такие 

клетки способны к более легкому стимулированию дедифференциации в плюрипотентное 
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состояние путем эпигенетической модификации ДНК и специфических факторов 

транскрипции (по: Raizada et al., 2017). 

Решение проблемы морфогенетической компетентности клеток незрелых зародышей 

злаков как инициальных клеток каллусов in vitro напрямую связано с выявлением 

оптимальной для этого стадии эмбриогенеза. Хорошо известно, что развитие зародыша при 

такой системе размножения, как зиготическая эмбриогения in planta, представляет собой 

единый процесс, в результате которого из исходной клетки (зиготы) формируется зрелый 

зародыш (Батыгина, 2014; Radoeva et al., 2019). В то же время в своем морфогенезе зародыш 

проходит ряд взаимосвязанных стадий, различающихся как по морфофизиологическим 

процессам, функциональной нагрузке, продолжительности, так и значению для дальнейшего 

развития. Каждая из стадий эмбриогенеза направлена на реализацию морфогенетического 

потенциала зародыша и онтогенетической программы развития особи в целом (Батыгина, 

2014). Такая стадийность выявлена и при эмбриогенезе злаков (Круглова и др., 2019 

(Kruglova et al., 2020). На примере пшеницы разработана периодизация эмбриогенеза злаков 

удобная в биотехнологических исследованиях, согласно которой в эмбриогенезе пшеницы 

выделяются этап недифференцированного зародыша (стадии: зигота, двуклеточный 

зародыш, четырехклеточный зародыш, многоклеточный зародыш), этап морфологической 

дифференциации зародыша (стадии начала органогенеза, активного органогенеза, 

завершения органогенеза) и этап дифференцированного зародыша (стадии сформированного 

зародыша и зрелого зародыша) (Круглова, 2012б). 

Данные о статусе незрелых зародышей злаков в стадии эмбриогенеза in planta, 

оптимальной для получения каллусов in vitro, немногочисленны. Так, детальными 

исследованиями незрелых зародышей пшеницы, инокулированных в условия культуры in 

vitro в различные сроки после опыления, установлено, что при прочих равных условиях 

(состав индукционной среды, физические условия культивирования in vitro) начало каллусам 

давали зародыши, находившиеся на стадии начала органогенеза (Круглова и др., 2019а). В 

таких зародышах выявляются примордии органов (семядоля-щиток, побег). Важен тот факт, 

что клетки формирующихся органов такого зародыша еще не покрыты плотной целлюлозной 

стенкой. Особенно это касается клеток щитка, по данным многих авторов дающих начало 

морфогенному каллусу у злаков (Круглова и др., 2018б; Kruglova et al., 2018b). Пограничное 

(зародыш/среда) положение клеток щитка способствует индуцированию в них каллусогенеза 

in vitro, при этом успешному поступлению индуктора морфогененого каллуса (главным 

образом экзогенного гормона) благоприятствует отсутствие плотной клеточной стенки. 

Ультраструктурными исследованиями в клетках зародышей пшеницы этой стадии выявлены 

митохондрии с хорошо развитыми внутренними мембранами, амилопласты с крахмальными 

зернами, цистерны комплекса Гольджи с везикулами, липидные капли, агранулярный 

эндоплазматический ретикулюм (Сельдимирова и др., 2017г; Seldimirova et al., 2017b), что 

свидетельствует о высокой метаболической активности клеток, обусловленной активным 

морфогенезом в таких зародышах. Активными морфогенетическими процессами в 

зародышах на стадии начала органогенеза можно объяснить и увеличение содержания 

ключевых гормонов морфогенеза – ИУК и цитокининов – на этой стадии у злаков (Hess et al., 

2002; Сельдимирова и др., 2018б,в; Круглова и др., 2019в; Kruglova et al., 2020).  

В то же время использование незрелых зародышей в практике биотехнологических 

исследований имеет ограничение. Если зрелые зародыши доступны для исследований в 

течение всего года, то использование незрелых зародышей возможно только в летний 

вегетационный сезон. Однако значительные преимущества в получении морфогенных 
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каллусов позволяют рекомендовать именно незрелые зародыши как основной эксплант в 

различных направлениях биотехнологических исследований. 

ЗАРОДЫШЕВЫЕ КАЛЛУСЫ КАК МОДЕЛИ В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЯХ ЗЛАКОВ ПО ОЦЕНКЕ ДЕЙСТВИЯ СТРЕСС-ФАКТОРОВ 

Использование каллусных систем имеет свои ограничения, обусловленные главным 

образом тем, что получение каллусных культур – сам по себе стрессовый фактор, 

предполагающий адаптацию клеток к условиям in vitro. Кроме того, культивирование 

каллусов in vitro приводит к изменениям ряда морфологических, биохимических, 

физиологических и вызванных сомаклональной изменчивостью генетических характеристик 

полученных регенерантов. Тем не менее, каллусы находят широкое применение в 

экспериментальных исследованиях злаков в биотехнологических целях. Так, активно 

изучаются вопросы получения в каллусной культуре in vitro регенерантов злаков, 

толерантных к различным абиотическим стрессорам (обзоры: Круглова и др., 2018а; 

Kruglova et al., 2018a).  

Особенно важное направление в этом направлении – изучение действия стресс-

фактора засухи на каллусы in vitro. При этом модельные системы отбора in vitro устойчивых 

к засухе форм злаков проводятся главным образом по такому показателю, как 

характеристика ростовой активности каллусов, оцененная по динамике изменения их 

размера, сырой/сухой биомассы и митотической активности клеток (Соболева, Логинов, 

2004; Сельдимирова и др., 2017а; Seldimirova et al., 2017a и др.). В качестве введенного в 

питательную среду осмотического агента, моделирующего засуху, используют ПЭГ 6000, 

маннит, сорбит, сахарозу, хлорид натрия. В результате таких исследований ыявлены 

перспективные генотипы злаков, каллусные линии которых проявили устойчивость к 

действию стресс-фактора в экспериментальных селективных условиях (Bouiamrine, Diouri, 

2012; Пикало и др., 2019; Maleki et al., 2019 и др.).  

В литературе представлены работы, в которых при биотехнологических 

экспериментах используются зародышевые каллусы злаков. Такие каллусы применяются как 

для тестирования in vitro влияния биологически активных веществ на формирование 

регенерантов, так и для оценки устойчивости генотипов злаков к стрессовым факторам 

(Yadav et al., 2011; Бычкова, 2016; Сельдимирова и др., 2017а; Seldimirova et al., 2017а). В 

качестве одного из критериев оценки действия регуляторов роста на зародышевые каллусы 

также служит характеристика ростовой активности этих структур, оцененная по динамике 

изменения их размера, массы и митотической активности клеток. 

Перспективное направление таких исследований – оценка в зародышевых каллусовых 

тест-системах засухоустойчивого действия различных регуляторов роста растений, 

способных в крайне низких концентрациях индуцировать устойчивость растений к 

широкому спектру стрессовых факторов. Большое внимание в этой связи уделяется 

брассиностероидам – характерному для растений уникальному классу гормонов 

полигидроксилстероидной природы, обладающих ярко выраженными свойствами рост-

стимуляторов и индукторов устойчивости растений к различным неблагоприятным факторам 

среды (Shakirova et al., 2016). 

Выявлено, что предобработка проростков пшеницы 24-эпибрассинолидом оказывала 

ярко выраженный защитный эффект на растения, подвергнутые натрий-хлоридному 

засолению (Шакирова, 2001). Этот брассиностериоид предотвращал торможение роста 
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растений, вызванное уменьшением уровня стресс-индуцированного накопления АБК, 

падением содержания ИУК и поддержанием концентрации цитокининов (Авальбаев и др., 

2010). Такие изменения обусловлены способностью 24-эпибрассинолида вызывать быстрое 

стойкое накопление цитокининов за счет ингибирования транскрипции кодирующего ген 

цитокининоксидазы, ключевого фермента деградации цитокининов (Yuldashev et al., 2012). 

Приводятся данные и о проявлении рост-стимулирующего действия брассиностероидов на 

каллусы при внесении в среду культивирования in vitro (Lu et al., 2003).  

В детальной работе О.А. Сельдимировой с соавт. (2017a) приводятся сведения о 

влиянии внесения гормона 24-эпибрассинолида в питательную среду на формирование у 

устойчивого и слабоустойчивого к засухе сортов пшеницы зародышевых каллусов, их 

ростовые показатели, содержание АБК и цитокининов, морфо- и гистологические 

параметры, а также регенерационную способность. Установлено, что устойчивый сорт 

характеризовался существенно большей частотой образования каллусов, более высоким 

приростом сырой и сухой массы, повышенным содержанием эндогенных цитокининов, а 

также большим количеством морфогенетических очагов; у этого сорта отмечены и 

максимальные показатели способности к регенерации и формированию регенерантов одним 

каллусом.  

Интересны работы, в которых приводятся данные по роли экзогенных 

брассиностероидов в адаптации de novo структур растений, полученных согласно иному (в 

сравнении с каллусогенезом) пути морфогенеза in vitro, а именно соматическому 

эмбриогенезу. Так, положительное воздействие брассинолидов в адаптации к стресс-

условиям культивирования in vitro отмечено у соматических зародышей рапса (Belmonte et 

al., 2010, 2011) и хлопчатника (Aydin et al., 2010). 

Следует подчеркнуть, что несомненным достоинством зародышевых каллусов, 

помимо соответствия протекающих в каллусах морфогенетических процессов аналогичным 

событиям в растениях in planta, может служить ускорение выявления стресс-устойчивости 

новых генотипов, поскольку в системе «зародыш-каллус» используются зародыши, 

получаемые намного раньше зрелых семян, обычно применяемых в практике селекционных 

исследований. Так, использование незрелых зародышей in planta пшеницы и формирование 

из них морфогенных каллусов in vitro дает выигрыш во времени около 15 сут.  

Использование зародышевых каллусных культур in vitro можно оценивать и как 

надежный инструмент для изучения механизмов ответных реакций растений на стресс, 

получения устойчивых к стресс-факторам регенерантов – конечной цели и биотехнологии in 

vitro и ex vitro, и селекции. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Стресс-устойчивость злаков к абиотическим факторам – сложный процесс (Gupta et 

al., 2018; Zeeshan et al., 2020; обзоры: El Sabagh et al., 2019; Sallam et al., 2019), поэтому так 

перспективны разработки модельных систем для исследования различных аспектов этой 

проблемы (Kononenko et al., 2020 и др.). Модельный подход культуры in vitro, в том числе 

использование каллусов, дающий возможность изучать морфогенез и механизмы его 

регуляции в контролируемых экспериментатором селективных условиях, позволяет 

приблизиться как к пониманию закономерностей и особенностей ответных реакций злаков 

на воздействие абиотических стресс-факторов, так и к разработке способов управления 

адаптацией в таких условиях. Кроме того, каллусы, полученные из незрелых зародышей, 
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важны и в предварительной экспресс-оценке генотипов хозяйственно ценных злаков при 

создании стресс-устойчивых районированных сортов.  

Работа выполнена в рамках государственного задания Минобрнауки России № 075-

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