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   Засуха оценивается как неблагоприятное сочетание 

метеорологических условий, при которых растения 

испытывают длительный водный дефицит в воздухе и 

почве. Одно из направлений экспериментальной 

оценки засухоустойчивости растений in vitro состоит 

в использовании в качестве эксплантов зародышей 

той или иной стадии развития (эмбриокультура 

in vitro). Перспективность этого направления опреде-

ляется главным образом тем, что зародыш обладает 

всеми морфогенетическими потенциями взрослого 

организма (Батыгина, 2014), в том числе способно-

стью противостоять различным стрессам. При био-

технологических исследованиях с использованием 

эмбриокультуры in vitro, в зависимости от целей кон-

кретной селекционной программы, важно провести 

верную тактику выбора в качестве экспланта зароды-

ша на определенной стадии эмбриогенеза. Именно 

выбранная стадия эмбриогенеза экспланта определя-

ет, по какому способу пойдет процесс формирования 

регенеранта in vitro: непрямому (согласно схеме 

«один зародыш → один каллус → несколько регене-

рантов») или прямому (согласно схеме «один заро-

дыш → один регенерант»). В статье на примере яро-

вой мягкой пшеницы представлен обзор ряда литера-

турных и оригинальных данных по направлению био-

технологических исследований засухоустойчивости 

с использованием метода эмбриокультуры in vitro. 

Основное внимание уделено анализу структурных 

особенностей зародышей пшеницы на ранней и сред-

ней стадиях органогенеза, связанных с индуцировани-

ем непрямого и прямого способов формирования ре-

генерантов в эмбриокультуре in vitro. 

   Ключевые слова: зародыш ◆ эмбриокультура in vitro 

◆ засухоустойчивость ◆ яровая мягкая пшеница 

TACTICS OF EXPLANT CHOICE 
IN BIOTECHNOLOGICAL STUDIES 

OF WHEAT DROUGHT RESISTANCE 
BY EMBRYO CULTURE IN VITRO METHOD 

FOR BREEDING PURPOSES 

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 

   Drought is assessed as an unfavorable combination 

of meteorological conditions in which plants experience 

a long-term water shortage in the air and soil. One of the 

directions of experimental evaluation of plant drought 

resistance in vitro is to use embryos at one or another 

stage of development as explants (embryo culture 

in vitro). The prospects of this direction are determined 

mainly by the fact that the embryo has all 

the morphogenetic potentials of an adult organism 

(Батыгина, 2014), including the ability to withstand 

various stresses. In biotechnological studies using in vitro 

embryoculture, depending on the goals of a specific 

breeding program, it is important to carry out the right 

tactics for choosing an embryo as an explant at a certain 

stage of embryogenesis. It is the chosen stage of explant 

embryogenesis that determines which method the process 

of regenerant formation in vitro will follow: indirect 

(according to the scheme "one embryo → one callus → 

several regenerants") or direct (according to the scheme 

"one embryo → one regenerant"). Using the example 

of spring soft wheat, the article presents an overview of 

a number of literature and original data on the direction 

of biotechnological studies of drought resistance using 

the embryo culture in vitro method. The main attention 

is paid to the analysis of the structural features of wheat 

embryos at the early and middle stages of organogenesis 

associated with the induction of indirect and direct 

methods of formation of regenerants in embryo culture 

in vitro. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Засуха оценивается как неблагоприятное сочетание метеорологических условий, при 

которых растения испытывают длительный водный дефицит в воздухе и почве (Кудоярова и 

др., 2013). Это один из наиболее распространенных абиотических стресс-факторов, 

приводящий к значительным потерям урожая экономически важных сельскохозяйственных 

культур, вплоть до возникновения угрозы продовольственной безопасности (Plant life .., 

2020). О чрезвычайной актуальности исследования проблемы устойчивости к засухе, 

например, пшеницы в условиях современных экстремальных колебаний климата 

свидетельствует обширнейшая литература (обзоры последних лет: El Sabagh et al., 2019; 

Raveena et al., 2019; Sattar et al., 2019; Climate Change.., 2020; Hussain et al., 2021; Khan et al., 

2021; Yadav et al., 2021; Marone et al., 2022). 

Селекционерами активно разрабатываются способы создания засухоустойчивых 

районированных сортов хлебных злаков как основного продовольственного ресурса. Такие 

сорта должны быть способны сохранять относительно высокий уровень урожайности 

в условиях дефицита воды (Sallam et al., 2019; Jogawat et al., 2021). Важно, однако, дать 

верную оценку генотипов по признаку засухоустойчивости, особенно на ранних этапах 

выполнения селекционных программ (Драгавцев, 2019). Помимо способов оценки 

засухоустойчивости сортов, гибридных линий и гибридных комбинаций в полевых условиях 

по урожаю зерна (Алабушев и др., 2019; Demydov et al., 2021; Ali, Akmal, 2022), а также 

по морфологическим, анатомическим, фенотипическим, эмбриологическим показателям 

растений на разных стадиях развития (Chaichi et al., 2019; Grzesiak et al., 2019; Chowdhury 

et al., 2021; Salsinha et al., 2021; Зинатуллина, 2022а; Круглова, Сельдимирова, 2022), 

по индексу толерантности (Falaknaz et al., 2019), предложены физиологические способы 

прогнозирования полевой устойчивости хлебных злаков к водному дефициту по реакции 

устьиц на увеличение транспирационного запроса (Иванов и др., 2005), показателю 

устьичной проводимости (Кудоярова и др., 2013), содержанию в листьях гормона стресса – 

абсцизовой кислоты (Веселов и др., 2011) и некоторых аминокислот (Yadav et al., 2019). 

Разработан ряд методов ранней диагностики засухоустойчивости селекционного материала 

в лабораторных условиях по проращиванию зерновок in situ в растворах осмотиков, 

имитирующих недостаток воды, с последующим анализом ряда морфологических 

показателей проростков (Диагностика .., 1988; Парфенова и др., 2018; Сельдимирова, 2019). 

Активно разрабатываются генетические и молекулярно-генетические подходы к оценке 

засухоустойчивости генотипов хлебных злаков (Gupta et al., 2018; Dehghani et al., 2019; 

Kimotho et al., 2019; Leng, Zhao, 2019; Sakkar et al., 2019; Chu et al., 2021; El-Mowafi et al., 

2021), а также комплексный omics-подход, включающий использование показателей 

геномики, протеомики и метаболомики (Kandel, 2021). 

Решению проблемы получения засухоустойчивых гибридных комбинаций хлебных 

злаков способствует привлечение ряда биотехнологических методов культуры in vitro 

клеток, тканей и органов растений. Такие методы дают возможность в сравнительно 

короткие сроки получать в массовом количестве генетически разнородный материал, 

который можно использовать для целей экологической селекции путем отбора генотипов 

с желательными признаками, в частности, устойчивостью к засухе (Дубровная, 2017; Pykalo 

et al., 2019; Пикало и др., 2020). Выявлено, что успех в использовании таких биотехнологий 
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определяется комплексом взаимосвязанных факторов: эндогенных (генотип донорного 

растения, стадия развития донорного растения, структурные свойства клеток эксплантов 

и др.) и экзогенных (условия выращивания донорных растений, состав 

индукционной/регенерационной среды, физические условия культивирования in vitro и др.) 

(Круглова и др., 2005; Батыгина и др., 2010; Круглова, Сельдимирова, 2011; Основы 

биотехнологии .., 2017; Круглова и др., 2018а-в, 2019а, 2021a,б; Круглова, Сельдимирова, 

2018; Круглова, 2019, 2022; Зинатуллина, 2019, 2020а,б, 2021; Maleki et al., 2019;. Bednarek, 

Orlowska, 2021). 

В современных биотехнологических исследованиях хлебных злаков большой интерес 

вызывают перспективные экспериментальные направления, связанные с культивированием 

in vitro разновозрастных зародышей с дальнейшим формированием из них полноценных 

фертильных регенерантов в условиях in vitro и ex vitro (Круглова, Сельдимирова, 2011; Plant 

Embryo Culture .., 2011; Основы биотехнологии .., 2017). Перспективность этого направления 

определяется главным образом тем, что зародыш обладает всеми морфогенетическими 

потенциями взрослого организма (Батыгина, 2014), в том числе способностью противостоять 

различным стрессам (Круглова и др., 2021б; Зинатуллина, 2022а). 

Многочисленными исследованиями выявлено, что формирование растений-

регенерантов злаков в культуре in vitro протекает успешнее при использовании в качестве 

исходных эксплантов незрелых зародышей – в сравнении со зрелыми (Chu et al., 2016; 

Seldimirova et al., 2016, 2017; Сельдимирова и др., 2017; Круглова и др., 2018e, 2021б,в; 

Kruglova et al., 2018a,b, 2020b, 2021). Кроме того, использование незрелых зародышей 

злаков дает существенный выигрыш во времени в сравнении с использованием зерновок 

со зрелыми зародышами и тем более проростков и растений на разных стадиях онтогенеза 

(Зинатуллина, 2021). 

В то же время хорошо известно, что развитие зиготического зародыша in planta 

представляет собой хотя и единый, но стадийный процесс. Иначе говоря, само понятие 

«незрелый зародыш in planta» включает ряд стадий, которые необходимо учитывать 

при инокуляции незрелого зародыша in vitro, поскольку от статуса такого зародыша зависят 

его морфогенетические свойства (Круглова, Катасонова, 2009; Круглова и др., 2020, 2021б,в; 

Kruglova et al., 2021). Решение проблемы морфогенетической компетентности незрелых 

зародышей хлебных злаков как эксплантов для получения полноценных регенерантов in vitro 

в селекционных целях напрямую связано с выявлением оптимальной для этого стадии 

эмбриогенеза in planta. Более того, именно стадия эмбриогенеза определяет, по какому 

способу пойдет процесс формирования регенеранта in vitro: прямому («один зародыш → 

один регенерант») или непрямому («один зародыш → один каллус → несколько 

регенерантов»). В свою очередь, прямой или непрямой способ формирования регенеранта 

(стратегия) влияет выбор незрелого зародыша в той или иной оптимальной для этого стадии 

эмбриогенеза in planta (тактика). 

Цель данного обзора – на примере яровой мягкой пшеницы провести анализ 

литературных и оригинальных данных по структурным особенностям незрелых зародышей 

злаков in planta как эксплантов при выборе тактики биотехнологических исследований 

засухоустойчивости in vitro в зависимости от целей селекционной программы. 
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СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ ЗАРОДЫШЕЙ IN PLANTA 

И ПЕРИОДИЗАЦИЯ ЭМБРИОГЕНЕЗА ЗЛАКОВ 

Эмбриогенез растений, размножающихся в условиях in planta путём амфимиксиса 

(зиготическая эмбриогения), представляет собой единый сложный процесс, в результате 

которого из одной исходной клетки – зиготы – формируется зрелый многоклеточный 

зародыш согласно определенным паттернам клеточных делений (Батыгина, 2014; Chen et al., 

2021; Pabon-Mora et al., 2022). В своем морфогенезе зиготический зародыш проходит ряд 

взаимосвязанных стадий, различающихся как по морфофизиологическим процессам, 

функциональной нагрузке, продолжительности, так и значению для дальнейшего развития.  

Для злаков выявлены особые структурные особенности формирования и развития 

зародышей (подробнее: Батыгина, 2014 и ранее; обзоры: Круглова и др., 2019б; Kruglova et 

al., 2020а). Установлено, что зрелый зародыш злаков выделяется специфическими органами 

и дорсовентральным строением. Только для зародышей злаков характерны такие 

специфические органы, как щиток, эпибласт, колеоптиль, мезокотиль, колеориза, 

сформированный эпикотиль, лигула. В зерновке такой зародыш соприкасается 

с эндоспермом только с одной стороны – щитком, а не окружен его тканью, 

как  у большинства однодольных. В целом, своеобразный способ развития и строения 

раннего проэмбрио наряду с особенностями органогенеза и строения зрелого зародыша 

позволили выделить развитие зародыша злаков в особый тип эмбриогенеза – Graminad-тип 

(Батыгина, 2014 и ранее). Тип Graminad характеризуется серией наклонных перегородок 

(по отношению к продольной оси зародыша), обусловливающих дорзовентральность 

внутреннего строения раннего проэмбрио и зрелого зародыша, а также спецификой 

органогенеза и уникальным строением органов, присущих только зародышу злаков. 

Таким образом, среди растений злаки выделяются особенностями как процесса 

эмбриогенеза (выделен Graminad-тип эмбриогенеза), так и оригинального даже среди 

однодольных строения зрелого зародыша, достигающего высокой степени дифференциации. 

Всё это определяет важность выявления статуса незрелых зародышей злаков как 

оптимальных эксплантов для использования в биотехнологиях культивирования in vitro.  

Для выявления такого статуса необходимо знать, на какой стадии эмбриогенеза 

in  planta находятся незрелые зародыши в момент инокуляции в культуру in vitro. В то же 

время единая периодизация эмбриогенеза in planta злаков не разработана. Причины этого, 

по-видимому, состоят в особенностях как процесса эмбриогенеза и морфологии 

развивающегося зародыша злаков, так и в отсутствии чётких критериев временных границ 

между стадиями (фазами, периодами, этапами) эмбриогенеза злаков. Тем не менее 

в литературе предложено несколько периодизаций развития зародыша злаков.  

Так, в работе (Круглова, 2012в; уточнено: Зинатуллина, 2022б) на основании 

обобщения результатов детальных гистологических исследований зародыша пшеницы 

в динамике развития от зиготы до зрелой структуры, через каждые 0,5 сут после 

искусственного опыления, предложено на основании морфологических (длина 

зародыша) и временных (сутки после искусственного опыления) данных выделять 

следующие этапы и стадии эмбриогенеза пшеницы in planta. I. Этап 

недифференцированного зародыша. Включает стадии: зигота, двуклеточный зародыш, 

четырехклеточный зародыш, многоклеточный зародыш. Значение этого этапа 
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в эмбриогенезе: формирование исходной клетки зародыша (зиготы), постепенное 

накапливание массы клеток, необходимой для дифференциации зародыша. II. Этап 

морфологической дифференциации зародыша. Включает стадии раннего органогенеза, 

среднего органогенеза, завершения органогенеза. Значение этого этапа в эмбриогенезе: 

морфологическая дифференциация зародыша, формирование всех присущих зародышу 

злаков органов. III. Этап дифференцированного зародыша. Включает стадии 

сформированного и зрелого зародыша. Значение этого этапа в эмбриогенезе: подготовка 

зародыша к вступлению в период покоя.  

Известны некоторые другие периодизации эмбриогенеза злаков (Батыгина, 2014 

и ранее; Chen et al., 2014; Xiang et al., 2019; Yi et al., 2019; Gao et al., 2021), однако 

рассмотренная выше периодизация, при определённой условности, достаточно удобна 

в массовой биотехнологической практике, поскольку связывает быстрые в оценке 

морфологические (длина зародыша) и временные (сутки после искусственного 

опыления) параметры. 

СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ НЕЗРЕЛЫХ ЗАРОДЫШЕЙ ПШЕНИЦЫ В СТАДИИ 

РАННЕГО ОРГАНОГЕНЕЗА IN PLANTA, ФОРМИРУЮЩИХ КАЛЛУСЫ IN VITRO 

Каллус определяется как пролиферирующая масса плюрипотентных клеток (Wang 

et al., 2022). Такие клетки в ходе культивирования способны развиваться по различным 

путям морфогенеза in vitro, включая регенерацию полноценных растений (Kruglova et al., 

2018b). 

Детальными экспериментальными исследованиями многочисленной группы генотипов 

яровой мягкой пшеницы установлено, что незрелые зародыши, дающие начало каллусам 

in vitro (здесь и далее речь идёт о морфогенных каллусах. – Авт.), находились на стадии 

раннего органогенеза (по периодизации: Круглова, 2012в). Такие зародыши выявлялись, 

в зависимости от генотипа, на 12-14 сут после искусственного опыления. 

Светооптическими исследованиями (Круглова и др., 2019в; Круглова, Сельдимирова, 

2020) выявлен гистологический статус таких зародышей (рис. 1а): происходит обособление 

зачатков органов (щитка, апекса побега, главного зародышевого корня, колеоптиля 

и эпибласта), начинается их тканевая дифференциация; все органы такого зародыша 

представлены активно развивающимися меристематическими клетками, не покрытыми 

плотной клеточной стенкой.  

Методом трансмиссионной электронной микроскопии (рис. 1б-д) установлено, 

что клетки щитка зародышей пшеницы на стадии раннего органогенеза характеризуются 

большим количеством амилопластов, свободных рибосом, митохондрий с хорошо развитыми 

внутренними мембранами, активными комплексом Гольджи и гранулярным 

эндоплазматическим ретикулумом, развитыми хлоропластами (Сельдимирова и др., 2017б; 

Seldimirova et al., 2017).  

На примере ячменя выявлено резкое увеличение содержания эндогенных гормонов – 

ИУК и цитокининов – в зародышах этой стадии, в сравнении с предыдущими стадиями 

эмбриогенеза (Seldimirova et al., 2019). Всё это свидетельствует о высокой метаболической 

активности клеток щитка, обусловленной активным морфогенезом в таких незрелых 

зародышах. 
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Рис. 1.  Незрелый зародыш пшеницы   в стадии  раннего органогенеза  по данным световой (а) 

и  трансмиссионной электронной (б-д) микроскопии.       Условные обозначения:    Am – амилопласт, 

Ch – хлоропласт, Cl – колеоптиль, CW – клеточная стенка, EPR – эндоплазматический ретикулюм, Gr– грана, 

L – липидная капля,  M – митохондрия,  N – ядро,  Pl – плазмодесма,  RM – меристема корня,  S – суспензор, 

SG – крахмальное зерно, Sc – щиток, SM – меристема побега. Шкала: (а) – 100 мкм, (б) – 500 нм, (в) – 400 нм, 

(г, д) – 200 нм.   (а–г) – ориг. данные;    (д)   –   по: Seldimirova et al., 2017, с изменениями.   Пояснения в тексте. 

Согласно полученным экпериментальным данным, к каллусообразованию in vitro 

компетентны клетки определенного органа незрелого зародыша пшеницы на стадии раннего 

органогенеза. Так, установлено, что каллусы формировались из меристематических клеток 

эпидермиса щитка (рис. 2), находящихся в контакте с питательной средой (Seldimirova et al., 

2016; Круглова и др., 2019в; Круглова, Сельдимирова, 2020). Важен тот факт, 

что меристематические клетки формирующегося щитка еще не покрыты плотной 

целлюлозной стенкой. Пограничное (зародыш/среда) положение клеток щитка способствует 

индуцированию в них каллусогенеза in vitro, при этом успешному поступлению индуктора 

каллуса (главным образом экзогенного гормона, например, синтетического ауксина 2,4-Д) 

способствует отсутствие плотной стенки. 

В целом (Круглова и др., 2021в; Kruglova et al., 2021), компетентность таких клеток 

к формированию каллусов in vitro зависит не столько от внешних стимулов, сколько от их 

статуса в момент инокуляции, а именно, их меристематичности, обусловливающей 

способность к репрограммированию в плюрипотентное состояние на индукционной среде 

in vitro. Иначе говоря, для пшеницы (и, по-видимому, злаков в целом), именно природа 

экспланта является основным фактором, определяющим морфогенетическую способность 

клеток зародыша к формированию каллуса и дальнейшее формирование регенерантов 

из клеток каллуса на регенерационной среде in vitro. С другой стороны, меристематические 

клетки  зародыша не только морфогенетически компетентны, но и являются исходными для 

меристематических клеток каллуса, имеющих все морфогенетические возможности, 

присущие данной особи и реализующиеся различными путями морфогенеза in vitro, т.е. 

тотипотентных. Более того, клетки зародыша, дающие начало полноценным (фертильным) 

регенерантам через этап формирования in vitro каллуса, по-видимому, можно расценивать 

в определенном смысле и как стволовые клетки, в понимании Т.Б. Батыгиной (2014).  
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Рис. 2. Формирование каллуса из незрелого зародыша пшеницы в стадии раннего органогенеза 

по   данным световой микроскопии.         Условные обозначения:    C – каллус,    CZ – центральная зона, 

DSc – дегенерирующие клетки щитка,   MC – меристематические клетки,   MCs – морфогенетические очаги, 

PS – прокамбиальный тяж,  PZ – периферическая зона,  Sc – щиток.   Шкала:  (а, б) – 200 мкм,  (в) – 500 мкм, 

(г, е) – 100 мкм, (д) – 50 мкм. (а–в) – по: Seldimirova et al., 2016, с изменениями;  (г–е) – по: Kruglova et al., 2021, 

с изменениями.      Пояснения в тексте. 

Инокуляция зародышей пшеницы в стадии раннего органогенеза приводит 

к непрямому формированию регенерантов согласно схеме «один зародыш → один каллус → 

несколько регенерантов», через формирование нескольких морфогенетических очагов 

(см рис. 2,г). Тем самым у биотехнолога имеется возможность тиражировать регенеранты 

из одного зародыша гибридной комбинации пшеницы, перспективной по признаку 

«засухоустойчивость». Этот вывод можно перенести на все злаки. 
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ЗАРОДЫШЕВЫЕ КАЛЛУСЫ IN VITRO В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЯХ ПШЕНИЦЫ ПО ОЦЕНКЕ ДЕЙСТВИЯ СТРЕСС-ФАКТОРА ЗАСУХИ 

Перспективное направление биотехнологических исследований злаков с применением 

зародышевых каллусов как экспериментальных систем in vitro состоит в изучении 

воздействия на каллусы абиотического стресс-фактора засухи и исследовании ответной 

реакции каллусных клеток и тканей (Круглова и др., 2018а, 2021a; Kruglova et al., 2018a; 

Зинатуллина, 2020а). При этом отбор в каллусных культурах in vitro устойчивых к водному 

дефициту селекционных форм проводятся по показателю роста каллусов, отражающегося 

в увеличении их размеров и сырой/сухой массы, а в качестве осмотического агента-

имитатора засухи, используют сахарозу, хлорид натрия, манит, сорбит, ПЭГ 6000 

(Сельдимирова и др., 2017в, 2020). В ходе исследований установлены сорта и линии 

пшеницы, каллусы которых оценены как толерантные к водному дефициту в селективных 

условиях in vitro (Maleki et al., 2019). Чрезвычайно важно, по нашему мнению, 

что повышенная засухоустойчивость линий пшеницы (Россеев и др., 2011; Тагиманова и др., 

2013), выделенных с помощью засухоустойчивых каллусных культур in vitro, подтверждена 

и в полевых условиях. 

Ещё одно перспективное направление экспериментальных исследований 

с применением зародышевых каллусов – выявление засухоустойчивого действия 

биологически активных веществ, которые даже в низких концентрациях способствуют 

появлению у растений устойчивости к различным стресс-факторам. В этом отношении 

привлекает внимание 24-эпибрассинолид – фитогормон из класса брассиностероидов, 

проявляющий не только рост-стимулирующий, но и протекторный эффект против засухи. 

В работах (Сельдимирова и др., 2017в, 2020) приводятся сведения о влиянии внесения 

24-эпибрассинолида в индукционную среду in vitro на формирование у незасухоустойчивого 

сорта пшеницы зародышевых каллусов, их ростовые показатели, содержание ряда 

эндогенных гормонов, морфо- и гистологические параметры, а также регенерационную 

способность каллусов. Выявлено положительное воздействие этого брассиностероида 

на всех этапах экспериментов. 

В целом, использование зародышевых каллусных культур in vitro можно оценивать 

как удобный и надежный инструмент как для изучения механизмов ответных реакций 

пшеницы на стресс, так и для получения устойчивых к стресс-факторам регенерантов.  

СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ НЕЗРЕЛЫХ ЗАРОДЫШЕЙ ПШЕНИЦЫ В СТАДИИ 

СРЕДНЕГО ОРГАНОГЕНЕЗА IN PLANTA, ФОРМИРУЮЩИХ РЕГЕНЕРАНТЫ IN VITRO 

На примере обширной коллекции генотипов пшеницы экспериментально выявлено, 

что прямое формирование регенерантов in vitro и далее проростков в условиях in vitro 

и ex vitro происходит при использовании в качестве эксплантов зародышей в стадии среднего 

органогенеза (согласно периодизации: Круглова, 2012в), на 15-17 сут после искусственного 

опыления (Круглова, 2012а). 

Методами сканирующей электронной (рис. 3а) и световой (рис. 3б) микроскопии 

установлено, что в таких зародышах пшеницы дифференцированы все органы: щиток 

(семядоля), лигула, почечка, состоящая из апекса побега и первого листа, колеоптиль, 

эпибласт, колеориза, мезокотиль, зародышевый корень (Круглова, Катасонова, 2009; 

Сельдимирова и др., 2017б; Seldimirova et al., 2017; Круглова и др., 2019б; Kruglova et al., 

2020а). По данным ультраструктурных исследований, клетки щитка такого зародыша 
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содержат липидные капли и крупные амилопласты, аккумулирующие крахмал; в клетках 

апекса побега имеются хорошо развитые митохондрии и пластиды в виде хлоропластов 

(Seldimirova et al., 2017). Всё это свидетельствуют о высокой метаболической активности 

клеток зародышей пшеницы в стадии среднего органогенеза.  

 

 
Рис. 3. Зародыш пшеницы в стадии среднего органогенеза (автономности) по данным 

сканирующей электронной (а) и световой (б) микроскопии. Условные обозначения: АП – апекс 

побега, Кл – колеоптиль, МЗКр – меристема зародышевого корня, С – суспензор, Щ – щиток, Эб – эпибласт, Эн 

- эндосперм. Шкала: 200 мкм. По: Seldimorova et al., 2017, с изменениями. Пояснения в тексте. 

Согласно данным иммуногистохимического анализа, в таких зародышах пшеницы 

активно локализуются эндогенные гормоны ИУК и АБК (Сельдимирова и др., 2017а). 

Это подтверждено и выявлением высоких уровней ИУК и АБК на соответствующей стадии 

органогенеза в ходе эмбриогенеза ячменя (Сельдимирова и др., 2018). По данным, 

посвященным генетическим характеристикам зародышей пшеницы на стадии “средний лист” 

(судя по представленным рисункам, соответствует стадии среднего органогенеза. – Авт.), 

в таких зародышах выявлена повышенная экспрессия генов, связанных с синтезом крахмала 

и запасных белков, что свидетельствует об их усиленном метаболизме (Xiang et al., 2019; Gao 

et al., 2021).  

Критический анализ полученных данных позволяет отнести стадию среднего 

органогенеза пшеницы к стадии автономности зародышей злаков, согласно критерию 

завершения эмбриогенеза вне связи с материнским (в данном случае – донорным) растением 

(критерий предложен Т.Б. Батыгиной и В.Е. Васильевой, 1987). Такого рода 

экспериментальные исследования по выявлению автономности зародыша пшеницы согласно 

предложенному более жёсткому критерию (способность изолированных зародышей 

завершить эмбриогенез в условиях in vitro на безгормональной среде и впоследствии дать 

полноценные фертильные растения-регенеранты в почвенных условиях ev vitro) обобщены 

в работах (Круглова и др., 2020; Kruglova et al., 2020b; Круглова и др., 2021б; Круглова, 

Зинатуллина, 2021; Зинатуллина, 2022а; Kruglova, Zinatullina, 2022). 
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В контексте данной статьи следует подчеркнуть, что использование незрелых 

зародышей пшеницы на стадии среднего органогенеза in planta в качестве эксплантов 

в эмбриокультуре in vitro позволяет получать регенеранты и проростки гибридных 

комбинаций, перспективных по признаку «засухоустойчивость», согласно схеме «один 

зародыш → один регенерант». Тем самым появляется возможность миновать стадию 

формирования каллуса, связанную с возможным индуцированием сомаклональной 

изменчивости in vitro. 

ЭМБРИОКУЛЬТУРА IN VITRO АВТОНОМНЫХ ЗАРОДЫШЕЙ ПШЕНИЦЫ 

В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЯХ ПО ОЦЕНКЕ ДЕЙСТВИЯ 

СТРЕСС-ФАКТОРА ЗАСУХИ 

Одно из перспективных биотехнологических направлений, позволяющих дать оценку 

имеющихся или создаваемых сортов и гибридных комбинации пшеницы по признаку 

устойчивости к стресс-фактору засухи – использование эмбриокультуры автономных 

зародышей (как показано выше, соответствует стадии среднего органогенеза) in vitro 

на селективной питательной среде, имитирующей дефицит влаги. В качестве селективных 

осмотических агентов, имитирующего засуху, используют маннит, сорбит, сахарозу, хлорид 

натрия, полиэтиленгликоль с молекулярной массой 6000 (ПЭГ 6000) или 10000 (ПЭГ 10000) 

(Круглова и др., 2021б). 

В работе (Никитина, Хлебова, 2014) показана оценка устойчивости к индуцированному 

хлоридом натрия осмотическому стрессу культивируемых in vitro незрелых зародышей 

яровой мягкой и твердой пшеницы, различавшихся по показателю засухоустойчивости 

в полевых условиях; при этом авторы изучили и эффективность различных способов 

клеточной селекции (жесткая, мягкая и смешанная). Авторы установили, что жесткая 

селекция с использованием сублетальной дозы хлорида натрия для отбора стресс-

устойчивых регенерантов мягкой пшеницы возможна лишь для генотипов с высоким 

регенерационным потенциалом. Эта работа интересна и тем, что авторы провели изучение 

стресс-устойчивости ряда сортов твердой пшеницы, исследования которой в условиях in vitro 

не столь многочисленны. 

В цикле работ приведены результаты многолетних исследований засухоустойчивости 

в селективных условиях культуры in vitro автономных незрелых зародышей обширной 

коллекции родительских сортов и гибридных комбинаций прямых и реципрокных 

скрещиваний яровой мягкой пшеницы (Круглова, 2012б, 2013а,б, 2014; Круглова и др., 

2018г,д; Зинатуллина, Никонов, 2021). Исследователи с применением жесткого критерия 

оценки засухоустойчивости незрелых зародышей по способности дать начало проростку, 

развивающемуся до фенофазы кущения in vitro в условиях, имитирующих дефицит влаги 

введением в состав питательной среды осмотика ПЭГ 6000 сублетальной концентрации 14%, 

дали оценку развитию проростков до фенофазы полной спелости зерна в почвенных 

условиях ex vitro, а также проанализировали лабораторную всхожесть полученных зерновок 

in situ. В результате исследований выявлены генотипы, характеризующиеся как 

способностью незрелых зародышей к формированию проростков в селективных условиях 

имитации засухи, так и достаточно высокой лабораторной всхожестью зерновок. 

Однако в целом, несмотря на перспективность исследований, данных 

по культивированию in vitro незрелых автономных зародышей пшеницы или других злаков 
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на селективных средах с введением имитатора засухи в доступной литературе представлено 

сравнительно немного.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Экологическая селекция яровой пшеницы в климатических условиях Южного Урала – 

зоне критического земледелия – направлена на получение районированных сортов, которые 

сочетают в себе высокую урожайность и хорошие технологические качества зерна и наряду 

с этим устойчивы к неблагоприятным факторам окружающей среды и особенно засухе. 

Однако традиционный селекционный процесс, основанный на применении гибридизации как 

средства генетического обмена растений, предполагает большой объем работ, трудоемкость 

и длительность экспериментов (Драгавцев, 2019).  

Биотехнологический метод эмбриокультуры in vitro позволяет не только получить 

засухоустойчивые регенеранты, но и проводить раннюю диагностику вновь полученных 

гибридных комбинаций пшеницы по признаку «засухоустойчивость». При этом важно 

избрать верную тактику в зависимости от целей исследований. Так, для тиражирования 

ценного генотипа пшеницы целесообразна регенерация растений через этап формирования 

каллуса in vitro (непрямая эмбриокультура in vitro по схеме «один зародыш → один каллус 

→ несколько регенерантов); в этом случае в качестве эксплантов следует использовать 

незрелые зародыши, изолированные на 12–14 сут после опыления (стадия раннего 

органогенеза, согласно периодизации (Круглова, 2012в). В случаях, когда цель 

биотехнологии – сохранение ценного генотипа при миниминации или даже отсутствии 

сомаклональной изменчивости (прямая эмбриокультура in vitro по схеме «один зародыш → 

один регенерант»), незрелые зародыши пшеницы следует инокулировать на стадии среднего 

органогенеза, соответствующей стадии автономности, (15–17 сут после опыления). 

В целом, регенерация фертильных растений в строго контролируемых 

экспериментальных условиях при использовании оптимальной стадии эмбриогенеза in planta 

определяет перспективность применения метода эмбриокультуры in vitro с целью 

повышения эффективности экологической селекции пшеницы. 

Работа выполнена в рамках государственного задания Минобрнауки России № 075-

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