
Экобиотех, 2022, Том 5, № 3, С. 98-108 Круглова Н.Н. «Продолжительность культивирования in vitro зародышевых каллусов пшеницы…» 

98 

ЭКОБИОТЕХ 

ISSN 2618-964X                     http://ecobiotech-journal.ru 
 

 

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
IN VITRO ЗАРОДЫШЕВЫХ КАЛЛУСОВ 
ПШЕНИЦЫ ВЛИЯЕТ НА ПРОЯВЛЕНИЕ 

ИХ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКОГО 
И РЕГЕНЕРАЦИОННОГО ПОТЕНЦИАЛА 

Круглова Н.Н. 

Уфимский Институт биологии Уфимского федерального 
исследовательского центра РАН, Уфа, Россия 

E-mail: kruglova@anrb.ru 

   Биотехнологические разработки в целях селекции, 

направленные на создание высокопродуктивных 

сортов пшеницы, требуют значительного количества 

морфогенных каллусов, в которых индуцируется 

проявление различных путей морфогенеза in vitro, 

связанных с регенерацией полноценных растений. 

Методически важно выявить зависимость индукции 

конкретного пути морфогенеза в каллусах пшеницы 

in vitro от продолжительности их культивирования. 

На примере морфогенных каллусов, полученных 

из незрелых зародышей пшеницы в стадии раннего 

органогенеза на индукционной среде, содержащей 2,0 

мг/л синтетического ауксина 2,4-Д, в зависимости 

от продолжительности культивирования установлена 

следующая последовательность индукции путей 

морфогенеза in vitro: геммогенез, ризогенез, 

гемморизогенез, соматический эмбриогенез 

(или эмбриоидогенез). Эти пути морфогенеза 

выявлены морфологически по появлению 

соответствующих морфогенных структур: почки, 

корни, гемморизогенные структуры, соматические 

зародыши. Показано, что процесс закладки 

и формирования морфогенных структур значительно 

растянут во времени, и в одном и том же каллусе 

могут присутствовать морфогенные структуры 

на разных стадиях развития. 

   Ключевые слова: зародыш ◆ морфогенный каллус ◆ 

2.4-Д ◆ пшеница ◆ Triticum aestivum L. 

THE DURATION OF IN VITRO CULTIVATION 
OF WHEAT EMBRYO CALLUS 
AFFECTS THE EXPRESSION 
OF THEIR MORPHOGENETIC 

AND REGENERATIVE POTENTIAL 

Kruglova N.N. 

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

E-mail: kruglova@anrb.ru 

   Biotechnological developments for breeding purposes 

aimed at creating highly productive wheat varieties 

require a significant number of morphogenic callus, 

in which the manifestation of various pathways 

of morphogenesis in vitro associated with 

the regeneration of full-fledged plants is induced. 

It is methodically important to identify the dependence 

of the induction of a specific pathway of morphogenesis 

in wheat callus in vitro on the duration of their 

cultivation. On the example of morphogenic calli obtained 

from immature wheat embryos at the stage of early 

organogenesis on an induction medium containing 

2.0 mg/l of synthetic auxin 2,4-D, depending on 

the duration of cultivation, the following sequence 

of induction of morphogenesis pathways in vitro was 

established: gemmogenesis, rhizogenesis, 

gemmorhizogenesis, somatic embryogenesis 

(or embryoidogenesis). These pathways of morphogenesis 

were identified morphologically by the appearance 

of the corresponding morphogenic structures: buds, roots, 

gemmorhizogenic structures, somatic embryos. 

It is shown that the process of laying and forming 

morphogenic structures is significantly stretched over 

time, and morphogenic structures may be present 

in the same callus at different stages of development. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Морфогенный 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, которые постепенно преобразуются в систему групп гетерогенных клеток. 

В условиях in vitro такие группы клеток проявляют морфогенетические потенции, которые 

при оптимальных условиях реализуются различными путями морфогенеза (органогенез 

по типам ризогенеза, геммогенеза, гемморизогенеза, а также соматический эмбриогенез, 

или эмбриоидогенез) (по: Батыгина, 2014). Часть таких путей (гемморизогенез, соматический 

эмбриогенез) приводит к формированию полноценных растений-регенерантов, иначе говоря, 

при определенных условиях культуры in vitro группы клеток морфогенного каллуса 

проявляют и регенерационный потенциал (обзоры: Круглова и др., 2018б, 2020, 2021б).  

Исследования различных аспектов каллусообразования и каллусогенеза вызывают 

большой интерес исследователей, в том числе биотехнологов. В этой области на примере 

представителей различных семейств как покрытосеменных, так и голосеменных растений 

накоплен значительный эмпирический материал и выполнены методологические разработки 

(например, по яровой мягкой пшенице: Круглова, 2012а, 2019а, 2022б; Круглова, Никонов, 

2012; Dagustu, 2014; Chu et al., 2016; Сельдимирова и др., 2016, 2019; Seldimirova et al., 2016, 

2019; Круглова, Сельдимирова, 2018), сделаны теоретические обобщения (Круглова, 2011, 

2019б, 2021; Ikeuchi et al., 2013, 2019; Титова и др., 2016; Titova et al., 2016; Круглова и др., 

2018а, 2021а; Kruglova et al., 2018a,b; Зинатуллина, 2019; Feher, 2019; Hajheidari et al., 2019; 

Shin et al., 2020; Godel-Jedrychowska et al., 2020; Varapparambath et al., 2022). 

В то же время ряд вопросов остается нерешенным. К таким вопросам можно отнести 

следующие: влияет ли продолжительность культивирования морфогенных каллусов 

на проявление их морфогенетического потенциала? На какой срок от начала 

культивирования каллуса приходится инициация определенного пути морфогенеза? 

На какой именно путь инициальные клетки вступают раньше, на какие – позднее? 

Каким образом время индуцирования пути морфогенеза связано с реализацией 

регенерационного потенциала морфогенных каллусов? 

Цель данной статьи – проанализировать последовательность проявления 

морфогенетического и регенерационного потенциала групп клеток морфогенных 

зародышевых каллусов пшеницы при их культивировании в условиях in vitro на одной и той 

же питательной среде. 

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследования послужил сорт яровой мягкой пшеницы Жница, активно 

используемый в биотехнологических программах УИБ УФИЦ РАН. Семена любезно 

предоставлены автором сорта Е.А. Малокостовой (Воронежский НИИ СХ 

им. В.В. Докучаева РАСХН).  

Растения выращивали в полевых условиях научного стационара Уфимского Института 

биологии УФИЦ РАН (Уфимский район) в вегетационный сезон 2022 г. Фенологические 

наблюдения за развитием растений вели согласно (Челак, 1991). В фенофазу молочной 

спелости зерна (12-15 сут после массового цветения) отобрали 30 растений. Из средней трети 

колоса каждого растения отобрали по 10 незрелых зародышей, всего 300 зародышей. 

Использовали метод эмбриокультуры in vitro яровой мягкой пшеницы в авторской 

разработке (Круглова, Катасонова, 2009; Круглова, Сельдимирова, 2011; Основы 

биотехнологии .., 2017; Круглова, 2022), при этом учитывали как морфологические 

показатели незрелых зародышей, так и физиологические условия культивирования, ведущие 

к формированию in vitro морфогенных каллусов.  
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Незрелые зародыши нужной стадии развития (согласно периодизации эмбриогенеза 

пшеницы, по: Круглова, 2012б) инокулировали in vitro на полную среду MS (Murashige, 

Skoog, 1962) с добавлением синтетического ауксина 2,4-Д в концентрации 2.0 мг/л (среда I) 

для инициации формирования каллусов. Сформированные каллусы культивировали на этой 

же среде I в течение 28 сут, при этом вели подсчёт сформированных морфогенных структур 

(почки, корни, гемморизогенные структуры в виде почек и корней, соединенных 

проводящими элементами, а также соматические зародыши), образовавшихся в результате 

соответствующих путей морфогенеза, с морфологическим контролем их развития. 

Сформированные соматические зародыши и гемморизогенные структуры на 29 сут 

культивирования на среде I переносили на регенерационную среду II, составленную 

по прописи D. Blaydes (1966), для получения растений-регенерантов. Давали оценку 

регенерационной способности каллусов в процентах каллусов, давших начало регенерантам, 

к общему количеству инокулированных на среду II каллусов. 

Статистическую обработку полученных результатов провели на основе программы 

Excel 2010.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Хорошо известно, что в условиях культуры in vitro из разных эксплантов различных 

растений образуются не только морфогенные/регенерационные, но и 

неморфогенные/нерегенерационные каллусы (например, у злаков: Kruglova et al., 2018b, 

2020b, 2021; Liu et al., 2018; Ijaz et al., 2019;Lopez-Ruiz et al., 2019; Зинатуллина, 2020).  

В условиях выполненных нами экспериментов к формированию морфогенных 

(и далее регенерационных) каллусов приводило использование в качестве эксплантов 

незрелых зародышей пшеницы сорта Жница на стадии раннего органогенеза (согласно 

авторской периодизации, стадия приходится на 12-15 сут после опыления). Именно такие 

экспланты, согласно нашим ранее полученным гистологическим данным (Круглова и др., 

2019а), содержали в своем составе органы (а именно – щитки), представленные 

меристематическими клетками, дающими начало морфогенным каллусам. Эти результаты 

подтверждают то наблюдение, что на успех формирования именно морфогенных каллусов 

влияют структурные особенности клеток эксплантов (обзоры: Круглова, Сельдимирова, 

2020; Kruglova et al., 2021; Зинатуллина, 2021). 

Кроме того, согласно данным многочисленных исследований, в формировании 

морфогенных каллусов как злаков, так и представителей других семейств важнейшую роль 

играет гормональный состав индукционной питательной среды (Сельдимирова, Круглова, 

2015; Hisano et al., 2016; Hong et al., 2017; Круглова и др., 2018в; Сельдимирова и др., 2018; 

Shin, Seo, 2018; Shin et al., 2018; Erland et al., 2020 и мн. др., а также обзоры: Круглова, 2021, 

2022а; Круглова, Сельдимирова, 2020; Круглова и др., 2017, 2019б, 2021a; Kruglova et al., 

2020а, 2021). В выполненных экспериментах мы использовали культуральную среду MS 

с введением синтетического ауксина 2,4-Д в концентрации 2,0 мг/л. Влияние этого ауксина 

на индукцию формирования зародышевых каллусов выявлено нами ранее на примере других 

сортов и гибридных комбинаций пшеницы (Круглова, Сельдимирова, 2011; Основы .., 2017), 

а также согласуется с литературными данными, например, по индуцированию пыльниковых 

каллусов у ряда злаков (Orlowska et al., 2019; Sahoo et al., 2019; Juzon et al., 2022 и др.).  
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В целом, в данных исследованиях получила подтверждение предложенная нами 

на примере незрелых зародышей пшеницы тактика выбора экспланта для получения именно 

морфогенных каллусов (Круглова, 2022б). 

Начало формирования морфогенных каллусов отмечено уже на 1 сут культивирования 

in vitro незрелых зародышей на инициальной питательной среде I.  

К 3 сут культивирования каллусы достигали 5-6 см по длинной оси и, согласно 

результатам гистологических исследований (данные не приведены), были преимущественно 

представлены плотно упакованными изодиаметрическими меристематическими клетками 

с центрально расположенными крупными ядрами, что доказывает их морфогенный статус.  

В ходе дальнейшего культивирования каллусов на среде I происходит увеличение 

их размеров, усложнение организации и переход к процессам морфогенеза.  

На 5 сут культивирования в каллусах методом гистологического анализа (данные 

не представлены) отмечено формирование групп клеток меристематического типа, 

постепенно отделяющихся от дегенерирующих клеток самого каллуса. Такие группы клеток 

ранее названы нами морфогенетическими очагами (Круглова, Катасонова, 2009). 

Такие очаги, как свидетельствуют результаты ранее проведённых нами гистологических 

исследований на примере других генотипах пшеницы (Сельдимирова, Круглова, 2013; 

Seldimirova, Kruglova, 2013), являются обязательным начальным этапом всех выявленных 

в каллусах путей морфогенеза in vitro.  

В ходе дальнейшего культивирования на среде I в каллусах выявлено несколько путей 

морфогенеза in vitro, при этом различные морфогенные структуры (почки, корни, 

геморизогенные структуры, соматические зародыши) появлялись или одновременно, или 

в разное время от начала формирования каллусов. Следует отметить, что процесс закладки 

и формирования морфогенных структур значительно растянут во времени, и в одном и том 

же каллусе могут присутствовать морфогенные структуры на разных стадиях развития. 

Первые морфогенные структуры (почки и корни) отмечены в каллусах на 10 сут 

культивирования in vitro, однако в незначительном количестве: почек – 6,4 шт./см
2
, корней – 

2,2 шт./см
2
.  

На 15 сут культивирования in vitro в каллусах помимо почек (4,1 шт./см
2
) и корней 

(2,8 шт./см
2
) в единичных случаях отмечено образование соматических зародышей 

(1,0 шт./см
2
), а также корней и почек, соединенных проводящими элементами 

(т.е. гемморизогенных структур), также единично (1,1 шт./см
2
) (рис.).  

На 20 сут культивирования in vitro в каллусах повышается частота образования корней 

(3,6 шт./см
2
), гемморизогенных структур (1,5 шт./см

2
), отмечается появление соматических 

зародышей (5,4 шт./см
2
) (рис.).  

На 25 сут культивирования in vitro в каллусах увеличивается частота образования 

гемморизогенных структур (4,4 шт./см
2
) и корней (до 3,8 шт./см

2
). Снижается частота 

образования почек (до 0,8 шт./см
2
) и соматических зародышей (до 3,2 шт./см

2
) (рис.). 

На 28 сут культивирования in vitro в каллусах отмечена максимальная частота 

образования корней (6,3 шт./см
2
), при этом уменьшается частота образования почек (до 

0,4 шт./см
2
), соматических зародышей (до 1,6 шт./см

2
) и гемморизогенных структур (до 

1,3 шт./см
2
) (рис.).  

Большой интерес с позиций биотехнологии вызывают морфогенные структуры, 

на регенерационной среде дающие начало полноценным растениям-регенерантам, а именно 

соматические зародыши и гемморизогенные структуры. 
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Как показывает анализ полученных данных (рис.), максимальная частота образования 

соматических зародышей (5,4 шт./см
2
) отмечена на 20 сут, тогда как гемморизогенных 

структур (4,4 шт./см
2
) – на 25 сут. К 28 сут культивирования оба показателя значительно 

уменьшаются. 

Эти данные хорошо согласуются с результатами исследования регенерационной 

способности каллусов на культуральной среде II: выявлено, что максимальное количество 

растений-регенерантов (80% от количества высаженных каллусов при соматическом 

эмбриогенезе и 70% - при гемморизогенезе) образуется при переносе каллусов на среду II 

соответственно после 20 и 25 сут культивирования на среде I (рис.).  

 

 

 

 

 

 

 

Рис. Влияние продолжительности 

культивирования на частоту образования 

соматических зародышей и 

гемморизогенных структур, а также на 

регенерационную способность каллусов. 

Условные обозначения: 

 - соматические зародыши; 

 - гемморизогенные структуры;  

 - регенерационная способность каллусов 

 

Известно, что каллус характеризуется высокой морфогенетической лабильностью 

(Ikeuchi et al., 2013, 2019), что, по нашему мнению, обусловлено наличием групп 

меристематических клеток (морфогенетических очагов) с разной способностью 

к морфогенезу in vitro. Такая обусловленная наличием морфогенетических очагов 

лабильность выявлена в морфогенных каллусах пшеницы уже на 1 сут культивирования 

in vitro. Тем самым уже на самой ранней стадии развития морфогенных каллусов имеется 

возможность различной реализации морфогенетического потенциала их клеток in vitro. 

Этот вывод основан также и на данных цикла наших экспериментальных исследований, 

выполненных на каллусах пшеницы пыльникового происхождения (Круглова и др., 2005; 

Батыгина и др., 2010; Круглова, Сельдимирова, 2011, 2013; Круглова, 2019а, 2021). 

В целом, в результате выполненных экспериментов было ещё раз подтверждено, 

что для эффективного индуцируюшего действия экзогенного гормона на каллусы 

в их составе должны присутствовать специфические клетки-мишени, компетентные 

к восприятию и воздействию того или иного гормона, а именно меристематические клетки 

морфогенетических очагов. Такого рода данные известны в литературе (обзоры: Kruglova 

et al., 2018b, 2021; Круглова, Сельдимирова, 2020; Зинатуллина, 2021). Однако вопрос о том, 

какая именно меристематическая клетка/группа клеток каллуса вступит на путь морфогенеза 

in vitro и даст начало тому или иному органу (почке, корню), системе органов 

(гемморизогенная структура) или соматическому зародышу, остается открытым. 

По-видимому, большую роль в данном случае может играть так называемый позиционный 

контроль морфогенеза (Wolpert, 2016). Ранее нами (Круглова, 2021) при оценке событий 

каллусогенеза высказано предположение, что именно расположение (позиция) инициальных 
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меристематических клеток в структуре системы каллуса, а также межклеточные 

взаимодействия в развивающемся каллусе играют определяющую роль в индукции того 

или иного пути морфогенеза in vitro. Благодаря позиционному контролю среди каллусных 

клеток создаются самые различные трофические и гормональные ситуации, часть которых 

способствует реализации морфогенетического потенциала компетентных клеток. 

Это предположение подтверждается, например, ранее выполненным нами сопоставлением 

данных по иммуногистохимии эндогенных цитокининов и ауксинов в клетках каллусов 

пшеницы с результатами их гистологического анализа: установлено, что гормоны 

локализуются преимущественно в клетках именно морфогенетических очагов (Seldimirova 

et al., 2016), тем самым участвуя в создании позиционных сигналов для возникновения 

морфогенных структур в определенных нишах каллусов. В целом ещё раз важно 

подчеркнуть, что концепция позиционного контроля может сыграть положительную роль 

в попытках понять пространственно-временную организацию морфогенеза, т.е. в решении 

вопроса о том, из каких именно групп клеток, в каком месте и в какой конкретно форме 

образуется та или иная морфогенная структура в каллусе в условиях in vitro.  

В условиях выполненных экспериментов выявлена определённая последовательность 

формирования морфогенных структур в зародышевых каллусах пшеницы на среде I, 

гормональная составляющая которой представлена синтетическим ауксином 2,4-Д 

в концентрации 2,0 мг/л. Эта последовательность такова: почки, корни, гемморизогенные 

структуры, соматические зародыши, что соответствует следующим путям морфогенеза 

in vitro: геммогенез, ризогенез, гемморизогенез, соматический эмбриогенез 

(эмбриоидогенез).  

В доступной литературе анализа последовательности формирования морфогенных 

структур в каллусах, полученных из разных эксплантов различных растений, нами 

не обнаружено. (Отметим, что некоторые исключение составляют крайне немногочисленные 

работы, посвященные длительному культивированию эксплантов, например: Oliveira et al., 

2022). Можно высказать предположение о том, что последовательность вступления групп 

клеток каллуса (морфогенетических очагов) на тот или иной путь морфогенеза in vitro 

обусловлена как “критической массой” растущего каллуса, так и тканевыми особенностями 

индукции формирования соответствующих морфогенных структур. Однако это 

предположение необходимо подтвердить или опровергнуть детальными гистологическими 

исследованиями. Кроме того, к перспективным направлениям в этой области исследования 

можно отнести исследования экспериментальной регуляции активности генов 

на последовательных этапах различных путей морфогенеза в каллусах in vitro, а также 

изучение пространственно-временной ко-экспрессии генов во время морфогенетических 

процессов.  

В ходе исследований использована приборная база ЦКП «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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