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   Андроклинные каллусы, полученные в культуре 

in vitro пыльников пшеницы, исследованы методом 

сканирующей электронной микроскопии. 

Обнаружены случаи образования прорастающих 

пыльцевых трубок среди каллусных клеток. 

Обсуждаются возможные пути формирования 

пыльцевых трубок внутри каллуса и физиологические 

факторы, этому способствующие. Предлагается 

использование андроклинного каллуса in vitro как 

модельной системы для изучения механизмов 

формирования пыльцевых трубок, а также 

взаимоотношений пыльца-пестик. 
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   Wheat androclynic calli obtained in anther culture 

in vitro were studied by the method of scanning electron 

microscopy. It has been established the facts of the 

formation of germing pollen tubes among callus cells. 

Possible pathways of the formation of pollen tubes within 

callus and physiological factors contributed to its 

formation are discussed. It has been proposed the use of 

androclynic callus in vitro as the model system for 

studying of mechanisms of pollen tubes formation as well 

as pollen grain-pistil interactions. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Биологический феномен андроклинии состоит в переключении морфогенетической 

программы развития гаплоидных клеток пыльника под действием внешнего стрессового 

фактора с обычного гаметофитного пути, связанного с образованием пыльцевого зерна, на 

иной путь – спорофитный, ведущий к формированию гаплоидного растения-регенеранта. 

При этом клетки, по аналогии с событиями in vivo (обзор: Kalinowska et al., 2018), реализуют 

свой потенциал различными путями морфогенеза in vitro.  

Один из путей спорофитного развития микроспор ведет к образованию 

андроклинного каллуса – интегрированной гетерогенной системы, в данном случае 

формирующейся в результате пролиферации инициальной микроспоры и изначально 

состоящей из групп неоднородных клеток, имеющих морфогенетические потенции, которые 

в условиях in vitro реализуются различными путями на регенерационной среде (по: Круглова 

и др., 2018в; Kruglova et al., 2018b).  

Сотрудниками лабораторий экспериментальной эмбриологии растений и физиологии 

растений УИБ УФИЦ РАН выявлены и с применением комплекса методов изучены такие 

пути морфогенеза клеток каллуса in vitro у пшеницы и ячменя, как 

эмбриоидогенез/полиэмбриоидогенез (формирование эмбриоида/полиэмбриоида – 

зародышеподобной структуры), органогенез по типам геммогенеза (формирование почек), 
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ризогенеза (формирование корней), гемморизогенеза (формирование и почек, и корней), а 

также гистогенез (формирование различных тканей) (Круглова, Горбунова, 1997; Круглова, 

2002, 2012, 2019а,б,в; Круглова и др., 1999, 2001, 2005, 2015, 2017а,б,в, 2018а,б,в, 2019а,б,в,г, 

2020; Батыгина и др., 2010; Круглова, Сельдимирова, 2010, 2011, 2013, 2015, 2018; Зайцев и 

др., 2011, 2013; Круглова, Дубровная, 2011; Сельдимирова и др., 2011, 2015, 2016, 2017а,б,в, 

2018а,б, 2019а,б; Круглова, Никонов, 2012, 2018; Сельдимирова, Круглова, 2013, 2014а,б, 

2015а,б; Круглова, Зинатуллина, 2014, 2018; Титова и др., 2016; Галин и др., 2018; Галин, 

Сельдимирова, 2019; Зайцев, Зинатуллина, 2019; Зинатуллина, 2019а,б, 2020; Круглова, 

2019а,б,в,г; Круглова и др., 2020а,б; Seldimirova, Kruglova, 2013, 2015; Titova et al., 2016; 

Kruglova et al., 2017, 2018a,b; Seldimirova et al., 2016a,b,c, 2017a,b, 2019a,b). Полученные 

данные совпадают с результатами аналогичных исследований других растений, включая 

хлебные злаки (обзоры: Segui-Simarro, Nuez, 2008; Dunwell, 2010; Segui-Simarro, 2010; 

Germana, 2011; Soriano et al., 2013; Sugiyama, 2015; Doubled Haploidy .., 2016; Ren et al., 2017).  

При, казалось бы, достаточной степени изученности, явление андроклинии 

продолжает привлекать внимание исследователей своей нетрадиционностью. Так, нами при 

изучении андроклинных каллусов пшеницы отмечены интересные случаи образования 

пыльцевых трубок, располагающихся среди каллусных клеток.  

Цель данной работы состояла в анализе путей формирования пыльцевых трубок 

внутри андроклинного каллуса пшеницы в условиях выполненных экспериментов in vitro и 

факторов, способствующих этому феномену. 

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследования послужил сорт яровой мягкой пшеницы (Triticum aestivum L.) 

Sonalika. Пыльники пшеницы этого сорта, согласно предварительной оценке (Круглова, 

Сельдимирова, 2011), характеризуются высокой частотой образования андроклинных 

каллусов. Донорные растения выращивали в полевых условиях научного стационара 

Уфимского Института биологии УФИЦ РАН (Уфимский район).  

Пыльники культивировали согласно методу культуры in vitro пыльников яровой 

мягкой пшеницы, основанного на применении данных эмбриологии растений (Круглова, 

Сельдимирова, 2011; Основы биотехнологии растений, 2017). При этом андроклинные 

каллусы получали при концентрации синтетического ауксина 2,4-Д в 1.5 мг/л в составе 

индукционной питательной среды Potato II. 

Андроклинные каллусы исследовали методом сканирующей электронной 

микроскопии. Фиксацию и подготовку объектов проводили согласно методике, 

разработанной и любезно предоставленной сотрудниками лаборатории эмбриологии и 

репродуктивной биологии БИН РАН (г. Санкт-Петербург). Образцы высушивали с помощью 

прибора “Critical point” (Hitachi, Japan, с напылением золотом в вакууме) и изучали на 

сканирующем электронном микроскопе (JSM 35, JSM-6390, Jeol, Japan) на базе ЦКП БИН 

РАН (г. Санкт-Петербург) согласно договору о творческом сотрудничестве. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Андроклинные каллусы появлялись на поверхности пыльников на 28–30 сут 

культивирования in vitro. При анализе данных сканирования поверхности каллусов 

обнаружены интересные случаи формирования пыльцевых трубок среди каллусных клеток 

(рис.).  
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Рис. Образование пыльцевых трубок в андроклинном каллусе пшеницы на 28-30 сут 

культивирования пыльников in vitro (по данным сканирующей электронной микроскопии): а) 

х 48; б) х 240; в) х 100; г) х 240. Условные обозначения: АК – андроклинный каллус, ПТ – 

пыльцевая трубка 

Сведений об образовании пыльцевых трубок среди клеток андроклинных каллусов 

нами в литературе не встречено.  

Как известно, пыльцевая трубка – специализированная структура, в природных 

условиях in vivo обеспечивающая доставку мужских гамет-спермиев от пыльцевого зерна к 

женским гаметам – яйцеклетке и центральной клетке зародышевого мешка. По своему 

происхождению это вырост вегетативной клетки пыльцевого зерна (по: Эмбриология 

цветковых растений, 1994). 

Интересен вопрос о путях формирования пыльцевых трубок среди клеток 

андроклинного каллуса.  

Согласно данным эмбриологии растений, спорогенные клетки пыльника в условиях in 

vivo в своем развитии проходят ряд стадий: спорогенная клетка – микроспороцит – 

микроспора – пыльцевое зерно (сначала двуклеточное, затем трехклеточное); далее на 

рыльце пестика пыльцевое зерно прорастает в пыльцевую трубку (по: Эмбриология 

цветковых растений, 1994). При культивировании in vitro в эксперимент вводятся пыльники, 

содержащие спорогенные клетки в той или иной фазе развития, оптимальной для индукции 

андроклинии. Так, нами (Круглова, 2002; Круглова и др., 2005; Батыгина и др., 2010; 

Круглова, Сельдимирова, 2011; Основы биотехнологии растений, 2017; Круглова, Никонов, 

2018; Круглова, 2019а,б) на примере обширной коллекции из сортов, гибридных форм и 

гибридов яровой мягкой пшеницы было показано, что инициальными клетками андроклинии 
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являются сильновакуолизированные микроспоры, согласно периодизации развития 

пыльника злаков в авторской разработке (Круглова, 1999). 

Дальнейшее развитие микроспор в пыльниках in vitro проходит различными путями 

морфогенеза. Один из них, наиболее важный для экспериментатора-биотехнолога, - 

переключение развития микроспор с обычного гаметофитного пути на принципиально иной 

– спорофитный путь, ведущий к формированию in vitro регенерантов.  

Однако на путь морфогенеза in vitro по спорофитной программе вступает лишь часть 

популяции микроспор пыльника. На примере культивируемых пыльников пшеницы, а также 

озимой ржи ранее нами было показано, что часть микроспор продолжает развитие по 

гаметофитной программе до фазы зрелого трехклеточного пыльцевого зерна; часть 

микроспор останавливается в своем развитии в фазе сильновакуолизированной микроспоры; 

часть микроспор постепенно дегенерирует (Круглова, 2002).  

Пути развития части микроспор по той или иной программе, остановка в развитии или 

дегенерация части микроспор определяются, по-видимому, индивидуальными физиолого-

биохимическими, архитектоническими или иными особенностями этих клеток. Немаловажно 

и то, что микроспоры, в силу асинхронности развития в пределах пыльника, находятся в 

различных фазах клеточного цикла. Кроме того, чрезвычайно важно учитывать особенности 

состояния отдельных тканей стенки гнезда культивируемого пыльника, взаимодействие их 

как друг с другом, так и с микроспорами (Круглова, Зинатуллина, 2018; Зинатуллина, 2019а).  

В целом, данная проблема, тесно связанная с общей проблемой морфогенетической 

компетентности, плюри- и тотипотентности клеток (обзоры: Feher, 2019; Круглова и др., 

2020 и др.), требует дальнейшего исследования. В контексте данной статьи важен тот факт, 

что часть сильновакуолизированных микроспор в условиях культуры in vitro продолжает 

развиваться по гаметофитной программе до формирования зрелого трехклеточного 

пыльцевого зерна, в принципе способного прорасти в пыльцевую трубку. 

В условиях in vivo прорастание пыльцевых зерен зависит от ряда внутренних и 

внешних факторов. Один из них – обеспечение прорастающих пыльцевых зерен 

питательными веществами, главным образом углеводами и минеральными солями (по: 

Голубинский, 1974; Зайцев и др., 2005; Маслова и др., 2005; Круглова, 2009а,б, 2011а,б, 

2012а,б; Круглова, Маслова, 2011; Wang et al., 2011; Cerovic et al., 2014; Круглова, 2020). Эти 

компоненты в достаточном количестве входят в состав примененной нами для 

культивирования in vitro пыльников пшеницы модифицированной питательной среды. 

На основании анализа литературных данных, посвященных исследованиям, 

проведенным при соблюдении соответствующих условий инкубации пыльцы in vitro (Impe et 

al., 2020 и мн. др.) можно заключить, что формированию пыльцевой трубки предшествует 

активация пыльцевого зерна. Этот процесс включает начальное повышение интенсивности 

дыхания, активацию митохондрий, использование запасных веществ пыльцевого зерна и 

развитие мембранной системы диктиосом, участвующих в росте плазматической мембраны и 

образовании стенки пыльцевой трубки (Shi et al., 2010; Wallace et al., 2011; МсDowell et al., 

2015). Аналогичные явления отмечены, например, при формировании трихом на листьях 

подсолнечника (Aschenbrenner et al., 2013). 

Условия культивирования in vitro пыльников создают необходимые условия для 

активации пыльцевых зерен, что подтверждается проведенными нами ранее 

ультраструктурными исследованиями культивируемых пыльников пшеницы, в том числе 

микроспор (Сельдимирова и др., 2016, 2017в; Seldimirova et al., 2016b, 2017b). 
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В условиях in vivo рост пыльцевой трубки является направленным. На поверхности 

рыльца пыльцевая трубка растет по направлению к проводниковой ткани, а внутри нее – к 

завязи, затем к семяпочке. В ходе различных экспериментов был продемонстрирован эффект 

привлечения пыльцевой трубки рыльцем пестика в виде хемотропизма, при этом фактором 

привлечения пыльцевой трубки предположительно является кальций, который ускоряет 

удлинение пыльцевой трубки и необходим для поддержания ориентированного экзоцитоза в 

кончике пыльцевой трубки (по: Falasca et al., 2008; Williams, 2012; Niu et al., 2013; Vanneste, 

Friml, 2013; Xu et al., 2014; Rasouli et al., 2019).  

В условиях культуры in vitro пыльников факторы, обусловливающие направленный 

рост пыльцевых трубок, также наличествуют. В частности, кальций и органические 

компоненты присутствуют в составе использованной нами для культивирования пыльников 

модифицированной питательной среды Potato II.  

В целом, согласно литературным данным (Голубинский, 1974; Mahalakshmi et al., 

2007; Williams, 2012; Cerovic et al., 2014; Ковалева и др., 2016), в хемотропном привлечении 

пыльцевых трубок в условиях in vivo значительную роль играют генетический фон, 

содержание питательных веществ в пыльцевом зерне и в проводниковой ткани пестика, а 

также градиенты определенных веществ в пыльцевом зерне и пестике. Пыльцевые трубки, 

образовавшиеся среди клеток андроклинных каллусов, могут послужить моделью для 

изучения сложной проблемы хемотропизма в контролируемых условиях in vitro. 

Интересен вопрос о том, каков способ формирования пыльцевых трубок среди клеток 

каллусов. На наш взгляд, каллус, берущий начало от морфогенетически компетентной 

микроспоры, в ходе своего раннего развития внутри гнезда пыльника среди популяции 

других микроспор, «захватывает» часть этих микроспор в свой состав и выносит с собой на 

поверхность пыльника. Внутри каллуса создаются физиологические условия, необходимые и 

достаточные для развития «захваченных» микроспор до зрелых пыльцевых зерен и 

прорастания их в пыльцевые трубки.  

Несмотря на достижения в разработке и применении метода культуры in vitro 

пыльников как биотехнологического приема, до настоящего времени в этой области 

исследований не решены многие методологические и методические проблемы. Для их 

решения необходимо привлечение данных эмбриологии растений. С другой стороны, и 

культивируемые каллусы могут служить в качестве модельных систем для решения ряда 

проблем эмбриологии растений, например различных аспектов формирования и прорастания 

пыльцевых трубок, а также взаимоотношений пыльца-пестик. 
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