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зе формирующихся эмбриоидов пшеницы микро-
спориального происхождения in vitro (Сельдими-
рова и др., 2017б).

ОРГАНОГЕНЕЗ В ПЫЛЬНИКОВЫХ
И ЗАРОДЫШЕВЫХ КАЛЛУСАХ ЗЛАКОВ

НА РЕГЕНЕРАЦИОННОЙ СРЕДЕ IN VITRO

Морфогенные пыльниковые и зародышевые
каллусы злаков переносят на регенерационную
среду in vitro. В ходе развития на такой среде про-
исходят постепенное увеличение размеров каллу-
сов, усложнение организации и процессы орга-
ногенеза в них.

Структурные особенности каллусогенеза in vitro
на регенерационной среде подробно изучены на
примере пыльникового каллуса пшеницы. Уста-
новлено, что в начале культивирования (1–23 сут)
морфогенетический очаг каллуса увеличивается в
размерах за счет активных делений меристемати-
ческих клеток центральной зоны, при этом клет-
ки рыхлой периферической зоны подвергаются по-
степенной деструкции. Под дегенерирующей пе-
риферической зоной наблюдается оформление
эпидермального слоя, параллельно поверхности
которого из клеток центральной зоны дифферен-

цируется меристематическая зона, представленная
клетками таблитчатой формы, сходными по строе-
нию с клетками прокамбия. Происходит дальней-
шее интенсивное нарастание массы каллуса и фор-
мирование многочисленных инвагинаций на его
поверхности (рис. 2, 1–3).

Гистологическими методами выявлено, что
именно с деятельностью клеток поверхностной
меристематической зоны связана дальнейшая
реализация различных путей морфогенеза in vitro
как в пыльниковых (Круглова и др., 2005; Баты-
гина и др., 2010), так и зародышевых (Круглова,
Сельдимирова, 2011; Сельдимирова и др., 2011)
каллусах пшеницы. Выявлено значение измене-
ния содержания углеводов и белков в становлении
морфогенетической компетентности клеток по-
верхностной меристематической зоны каллусов
злака Brachypodium distachyon (Oliveira et al., 2017).

Принципиально важным, на наш взгляд, явля-
ется тот факт, что у растений и в условиях in vivo
многие начальные морфогенетические процессы,
например, разметка и закладка листовых примор-
диев, также происходят в периферической зоне
апикальной меристемы, функционально отграни-
ченной от центральной зоны и меристемы ожида-
ния; установлена роль потока ауксинов из поверх-

Рис. 2. Начальные стадии развития морфогенного пыльникового каллуса пшеницы на регенерационной среде in vitro
(световая микроскопия). Условные обозначения: МЗ – меристематическая зона, ПЗ – периферическая зона, Эп –
эпидермис. Пояснения в тексте. По: Батыгина и др., 2010.
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ностных слоев к формирующимся примордиям и
идентифицированы участвующие в этом процессе
гены (по: Ежова, 2003; Быкова и др., 2016).

Показано, что в качестве молекулярного марке-
ра морфогенеза in vitro в зародышевых каллусах
пшеницы возможно использование пролифератив-
ного антигена инициалей, обнаруженного только в
морфогенных каллусах и характеризующего про-
цесс перехода клеток морфогенетического очага к
морфогенезу (Евсеева и др., 2007). Авторы делают
вывод о том, что клетки морфогенетического
очага выполняют функцию, аналогичную иници-
альным клеткам в апикальных меристемах стебля
и корня пшеницы in vivo. Этот вопрос интересен и
с позиции изучения покоящегося центра мери-
стемы корня растений. Известно, что под влия-
нием различных повреждающих действий может
произойти активация делений нижнего слоя кле-
ток (возможно, стволовых) такого центра в сторо-
ну чехлика, что приводит к “открыванию” мери-
стемы (Быстрова и др., 2015). Возможно, и в слу-
чае морфогенетического очага происходит такая
же активация части его клеток, например, под
действием экзогенных гормонов.

Предположено, что последовательность раз-
вития морфогенетических очагов отражает мета-
морфоз каллусов, а каждый этап развития морфо-
генетического очага представляет собой особый
тип каллусных тканей (Бишимбаева, 2007). Мы,
однако, полагаем, что этапы развития морфоге-
нетических очагов представляют собой последо-
вательные события одного и того же процесса, а
формирование очага и его дальнейшее преобра-
зование в поверхностную меристематическую зо-
ну – общий начальный этап, характерный для
разных путей морфогенеза in vitro в различных ти-
пах каллусов. Универсальность такого начально-
го этапа лишний раз подтверждает концепцию
универсальности путей морфогенеза in situ, in vivo
и in vitro в различных системах размножения рас-
тений, предложенную и разработанную Т.Б. Ба-
тыгиной (1987, 1999, 2014; Batygina, 2012). В це-
лом, стадию формирования из центральной зоны
морфогенетического очага поверхностной мери-
стематической зоны, клетки которой являются
инициальными при различных путях морфогене-
за in vitro, можно оценивать как третью критиче-
скую стадию каллусогенеза.

На последующих этапах культивирования in vitro
на регенерационной среде в пыльниковых и заро-
дышевых каллусах злаков выявлены различные
пути морфогенеза in vitro их клеток/групп клеток:
непрямой эмбриоидогенез (формирование эм-
бриоида – зародышеподобной структуры), органо-
генез по типам геммогенеза (формирование почек),
ризогенеза (формирование корней), гемморизоге-
неза (формирование и почек, и корней), а также ги-
стогенез (формирование различных тканей).

Стадию морфогенного каллуса, способного к
реализации различных путей морфогенеза in vitro,
мы предлагаем отнести к четвертой, заключи-
тельной критической стадии каллусогенеза. Не-
сомненно, все четыре выделенные критические
стадии взаимосвязаны.

При анализе разнообразия путей морфогенеза
in vitro клеток пыльникового каллуса, по-видимо-
му, применима концепция эпигенетической из-
менчивости растений (Медведев, Шарова, 2010;
Ашапкин и др., 2016; Ikeuchi et al., 2015 и др.). Впол-
не вероятно, что в рассматриваемом случае проис-
ходит реализация эпигеномных подпрограмм раз-
вития компетентных к морфогенезу in vitro клеток
каллуса. Ситуация усложняется тем, что сами кал-
лусные клетки, способные к развитию по опреде-
ленному пути морфогенеза in vitro с формировани-
ем эмбриоидов, органов или тканей, берут начало
от одной клетки – микроспоры, реализующей в
данном случае спорофитную программу разви-
тия. Более того, в зависимости от условий культи-
вирования (главным образом, от гормонального
состава индукционной среды) микроспора может
развиваться по спорофитному пути не только че-
рез этап формирования каллуса, но и альтерна-
тивно – через этап формирования эмбриоида/по-
лиэмбриоида (пути прямого эмбриоидогенеза и
прямого полиэмбриоидогенеза).

Сложность протекания такого пути морфоге-
неза в каллусах, как органогенез in vitro различ-
ных типов, вызывает к нему большой интерес ис-
следователей. Так, выявлена несомненная связь
органогенеза in vitro с предшествующими делени-
ями клеток каллуса: переход клетки/группы кле-
ток каллуса к формированию дифференцирован-
ного органа может произойти только после про-
хождения 2–3 циклов их деления, контролируемых
ауксинами (Rębilas, Rębilas, 2008). Иначе говоря,
для репрограммирования каллусной клетки необ-
ходимо несколько циклов репликации ДНК, как
это показано на примере зародышевого каллуса
масличной пальмы (Jaligot et al., 2000). В целом,
вопрос репрограммирования клеток каллуса ре-
шается в контексте общей проблемы изменчиво-
сти генома в процессе дедифференциации и кал-
лусообразования in vitro (по: Sugiyama, 2015).

Индукция конкретного типа органогенеза in vitro
в пыльниковых и зародышевых каллусах злаков во
многом детерминирована как генотипом донорной
особи и физиологическим статусом экспланта, так
и условиями культивирования, главным образом,
оптимальным балансом эндогенных и экзоген-
ных фитогормонов (Круглова и др., 2005; Батыги-
на и др., 2010; Круглова, Сельдимирова, 2010,
2011, 2013; Huang et al., 2012; Hisano et al., 2016).
Однако морфогенетические потенции клеток
каллуса могут меняться в зависимости от характе-
ра связей между группами клеток в каллусе, что, в
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свою очередь, обусловлено формой и размером
(критической массой) каллуса (Батыгина, 1987;
Батыгина и др., 2010) и иными факторами. В ре-
зультате даже соблюдение баланса экзогенных и
эндогенных фитогормонов не всегда приводит к
формированию органов в каллусе. Перспектив-
ные направления в этой области исследования,
на наш взгляд, – экспериментальная регуляция
активности генов на различных этапах формиро-
вания органов в каллусах злаков in vitro, как это
показано на примере арабидопсиса (Che et al.,
2006; Tyagi et al., 2010), а также изучение про-
странственно-временной ко-экспрессии генов во
время формообразовательных процессов в каллу-
сах (в работе Kurdyukov et al., 2014 такой подход
продемонстрирован на примере раннего эмбрио-
генеза люцерны).

Еще один выявленный фактор, влияющий на
становление типов органогенеза in vitro в каллу-
сах, – биохимический, а именно метаболизм уг-
леводов. Установлено, что уровень метаболизма
сахарозы играет важную роль в эффективности
геммогенеза в зародышевых каллусах риса, бу-
дучи связанным с сигналингом эндогенных гор-
монов, что, в свою очередь, служит триггером по-
следующего органогенеза de novo (Lee, Huang, 2013).

В регуляции морфогенеза растений как in vivo,
так и in vitro важная роль принадлежит выполня-
ющим функции сигнальных молекул арабинога-
лактановым белкам (АГБ), вовлеченным в меж-
клеточные взаимодействия и дифференцировку
клеток (Ellis et al., 2010). Методами иммуногистохи-
мии эпитопы АГБ, связанные с синтезом поверх-
ностной сети внеклеточного матрикса (ПСВМ), об-
наружены именно в поверхностной меристемати-
ческой зоне пыльниковых каллусов пшеницы и
зачатках апексов побегов, формирующихся на
поверхности такой меристематической зоны
(Konieczny et al., 2007). Авторами сделан вывод о
том, что ПСВМ участвует в интеграции и распо-
знавании каллусных клеток на ранних стадиях
дифференциации органов, а формирование кал-
лусами ПСВМ рассматривается как общий при-
знак регенерационной способности каллусов.

Важен вопрос о клеточных и тканевых механиз-
мах действия эндогенных фитогормонов в процес-
се органогенеза in vitro в каллусах. Механизмы вли-
яния гормонов на морфогенез растений нельзя по-
нять не располагая информацией о содержании и
распределении гормонов в клетках. Один из наи-
более распространенных способов оценки содер-
жания гормонов в клетках базируется на использо-
вании искусственных конструкций, в которых ре-
портерный ген ставится под контроль промотора,
чувствительного к тому или иному гормону. У рас-
тений (как правило, представителей двудольных),
трансформированных с помощью такой конструк-
ции, искомые гормоны активируют экспрессию

трансгенов, кодирующих или белки ферменты,
или флюоресцирующие белки, присутствие кото-
рых в клетках можно обнаружить визуально. Та-
кой подход позволил выявить распределение и
взаимодействие эндогенных цитокининов и аук-
синов в клетках каллусов арабидопсиса в процес-
се органогенеза (Cheng et al. 2013). Однако ис-
пользование этого подхода для каллусов злаков
ограничено из-за сложности трансформации од-
нодольных растений. Альтернативой использова-
ния репортерных конструкций для оценки уров-
ня гормонов в клетках является применение им-
муногистохимического метода с использованием
специфических антител к ауксинам и цитокини-
нам. Так, сопоставление данных по иммуноги-
стохимии эндогенных цитокининов и ауксинов в
клетках зародышевых каллусов пшеницы с ре-
зультатами их гистологического анализа показа-
ло, что гормоны локализуются преимущественно
в клетках активно развивающихся морфогенети-
ческих очагов (Seldimirova et al., 2016), по-види-
мому, участвуя в создании позиционных сигна-
лов для возникновения органов в определенных
клеточных “нишах” каллусов.

Заметим, что концепция позиционной инфор-
мации при морфогенезе (Wolpert, 1969) восприни-
мается неоднозначно, вплоть до оценки ее как
формальной, редукционно-механистической (по:
Jaeger et al., 2008). По-видимому, этот вопрос сле-
дует отнести к категории дискуссионных. Однако
несомненна, на наш взгляд, положительная роль
данной концепции в попытках понять простран-
ственно-временную организацию морфогенеза
(по: Чуб, 2010), т.е. вопроса о том, из каких имен-
но клеток/групп клеток, в каком месте и в какой
конкретно форме образуется тот или иной орган в
системе целостного организма, тем более что пути
морфогенеза как в экспериментах in situ и in vitro,
так и при развитии in vivo могут варьировать.

В результате многочисленных исследований
выявлено, что к формированию регенерантов из
пыльниковых и зародышевых каллусов злаков
приводит гемморизогенез, в ряде случаев – гем-
могенез после фитогормонального индуцирова-
ния ризогенеза в том же самом каллусе, тогда как
ризогенез представляет собой “тупик” морфоге-
неза (Круглова и др., 2005; Круглова, Катасонова,
2009; Батыгина и др., 2010; Segui-Simarro, 2010;
Круглова, Сельдимирова, 2011, 2013; Slesak et al.,
2013; Merks, Guravage, 2013 и др.).

Рассмотрим подробнее структурные особенно-
сти такого типа органогенеза in vitro, как геммори-
зогенез. Детальными гистологическими исследо-
ваниями пыльниковых и зародышевых каллусов
пшеницы установлено, что процесс складывается
из двух этапов: сначала вблизи поверхности каллу-
са экзогенно формируется почка, затем в толще
каллуса эндогенно – корни (Круглова и др., 2005;
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Батыгина и др., 2010; Круглова, Сельдимирова,
2011; Сельдимирова, Круглова, 2013). Первооче-
редное по сравнению с корнями формирование
почки при гемморизогенезе in vitro отмечено при
изучении каллусов различного происхождения,
полученных не только из клеток пыльника и за-
родыша.

Последовательное прохождение гемморизоге-
неза in vitro в пыльниковом каллусе пшеницы
приведено на рис. 3.

Гемморизогенез начинается с заложения на
поверхности каллуса меристематических очагов,
деятельность клеток которых приводит к образо-
ванию апексов побегов с зачатками листьев, т.е.
почек (рис. 3, 1–4). Заложение апексов корней
происходит позднее, как правило, в базальной и
средней части каллуса (рис. 3, 1, 5), по-видимому,
независимо от заложения почек. По мере разви-
тия почек и корней между ними постепенно уста-

Рис. 3. Последовательные стадии гемморизогенеза in vitro в пыльниковом каллусе пшеницы на регенерационной среде
in vitro (световая микроскопия). Условные обозначения: АдК – адвентивный корень, ПрТ – проводящая ткань, Пч –
почка. Пояснения в тексте. По: Батыгина и др., 2010.
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навливается связь путем формирования в толще
каллуса элементов проводящей ткани (рис. 3, 6).

Следует отметить, что в западной литературе
термин “гемморизогенез in vitro” не применяется
(возможно, потому, что при истинном геммори-
зогенезе корень инициируется в основании поч-
ки непосредственно), а исследователи сообщают
об образовании в каллусе побегов и корней de no-
vo (Elhiti, Stasolla, 2011; Ikeuchi et al., 2013; Delporte
et al., 2014 и др.). Как бы то ни было, подчеркнем,
что сформировавшиеся в каллусе in vitro почки и
корни имеют типичное для злаков строение.

Иммуногистохимическими методами выявле-
но, что эндогенные гормоны – цитокинины и
ауксины – локализуются преимущественно в клет-
ках апексов формирующихся в зародышевых кал-
лусах пшеницы почек и корней (Seldimirova et al.,
2016). Как и в случае морфогенетических очагов в
каллусе, это можно расценивать как проявление
позиционной информации.

Хорошо развитые почки, объединенные с кор-
нями элементами сосудистой системы в единое
целое, названы геморизогенными структурами
(Круглова, Сельдимирова, 2011).

Независимо от типа каллуса (пыльниковый
или зародышевый), гемморизогенные структуры
в оптимальных условиях in vitro и ex vitro форми-
руют проростки обычного для злаков строения
(Батыгина и др., 2010; Круглова, Сельдимирова,
2011; Seldimirova et al., 2016 и др.). Формирование
нормальных проростков из гемморизогенных
структур можно рассматривать как проявление
системы надежности онтогенеза с поливариант-
ностью решения задач (Батыгина, 2014; Батыги-
на, Осадчий, 2015). В результате гемморизогенеза
in vitro формируется новая полноценная особь,
что позволило выделить гемморизогению как от-
дельную категорию вегетативного размножения
растений (Батыгина, 2000, 2014).

Таким образом, в результате анализа литера-
турных и оригинальных данных по генезису
пыльниковых и зародышевых каллусов злаков в
условиях in vitro и на основании выявленных ги-
стологических особенностей каллусогенеза на-
ми предложено выделение в этом процессе не-
скольких критических стадий развития. Первая
стадия – инициальные клетки каллуса (сильно-
вакуолизированная микроспора незрелого пыль-
ника/клетки заложившихся органов незрелого
зародыша), вторая стадия – возникновение из
исходно однородных клеток каллуса морфогене-
тического очага, третья стадия – формирование в
каллусе поверхностной меристематической зо-
ны, четвертая стадия – морфогенный каллус,
способный к реализации различных путей мор-
фогенеза in vitro (в ходе первых трех критических
стадий возможно переключение программ разви-
тия каллусных клеток на альтернативные пути).

Известно, что благодаря эволюционно обуслов-
ленной способности растений к регенерации, в
условиях культивирования in vitro проявляется зна-
чительно более широкий круг их морфогенетиче-
ских потенций, чем в природных условиях in vivo. В
зависимости от соотношения внутренних и внеш-
них факторов, определяющих начальные условия,
в ходе культивирования возможна реализация
различных морфогенетических сценариев (Но-
сов, 1999; Круглова и др., 2005; Журавлев, Омель-
ко, 2008; Батыгина и др., 2010; Batygina, 2011, 2012;
Wang et al., 2011;. Merks, Guravage, 2013; Батыгина,
2014; Батыгина, Осадчий, 2015 и др.), что порож-
дает трудности исследования морфогенеза расте-
ний in vitro. Можно полагать, что именно гистоло-
гические данные и выделенные на основе теории
критических периодов Т.Б. Батыгиной критиче-
ские стадии каллусогенеза могут послужить базой
для дальнейших физиолого-биохимических и мо-
лекулярно-генетических исследований каллусов
как моделей морфогенеза in vitro. В частности, ис-
пользование предложенного нами подхода к изу-
чению каллусов может оказаться перспективным
при исследовании важнейшего свойства морфо-
генеза растений in vitro – плюри- и тотипотентно-
сти клеток как проявления надежности их разви-
тия in vitro посредством “включения” невостребо-
ванных in vivo программ морфогенеза, а также в
регуляции различных морфогенетических сцена-
риев в нужном экспериментатору направлении.

Эти проблемы особенно интересно решать
именно на примере злаков, относящихся к группе
трудно регенерирующих из каллуса in vitro расте-
ний. Причину таких трудностей следует искать,
по-видимому, в контексте общей проблемы из-
менчивости генома растений в процессе каллусо-
образования in vitro (по: Кунах, 1999; Лутова и др.,
2010; Дубровная, Бавол, 2011; Ikeuchi et al., 2013,
2015 и др.). Действительно, индукция каллусооб-
разования предполагает перепрограммирование
генома и его возврат в состояние, характерное для
пролиферирующих клеток, т.е. “ювенилизацию”
генома. Поэтому, исходя из общепринятых эво-
люционных терминов, каллусогенез относится к
регрессивным путям развития клеток. Не все ви-
ды растений и не все типы их клеток способны к
регрессивной эволюции. У злаков, считающихся
эволюционно продвинутой группой однодоль-
ных, способность к “ювенилизации” генома вы-
ражена слабо (по: Кунах, 1999), и индукция кал-
лусообразования in vitro, вероятно, возможно
лишь из клеток онтогенетически молодых орга-
нов (в рассмотренных нами случаях это незрелые
пыльники и незрелые зародыши. – Авт.). Еще
труднее у злаков индуцируются органогенез и ре-
генерация растений в каллусах in vitro. По-види-
мому, это связано именно с отсутствием генети-
ческой детерминации процессов “ювенилиза-
ции” генома у злаков, что в условия in vitro не
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всегда способствует полной реализации тотипо-
тентности. В этом ключе изучение различных ас-
пектов каллусогенеза in vitro на клеточном и ткане-
вом уровнях с использованием в качестве модель-
ных систем каллусов злаков, выявление связей
локальных и интегральных событий в создании
пространственной организации и смены про-
странственных паттернов во времени представля-
ются особенно актуальными при разработке фун-
даментальных и прикладных аспектов морфоге-
неза и онтогенеза.

Авторы искренне благодарны своему учителю –
члену-корреспонденту РАН Татьяне Борисовне
Батыгиной (1927–2015), внесшей значительный
вклад в решение проблем биологии развития расте-
ний, в том числе морфогенеза в условиях in vitro.

Работа выполнена в рамках программы Прези-
дента РФ “Ведущие научные школы РФ” (проект
НШ-5282.2014.4, лидер – Т.Б. Батыгина), а также
тем государственных заданий № АААА-А18-
118022190099-6 и № 01201255606.
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Callus is an integrated system formed both exogenously (as a result of proliferation of surface cells of different
plant tissues) and endogenously (deep in tissues). Initially, callus consists of homogeneous cells gradually
transforming into a system of groups of heterogeneous cells with species-specific morphogenetic potencies,
which are realized via various pathways of morphogenesis. In this review, issues associated with studying the
formation of calli in in vitro cultures of immature anthers and embryos of cultivated cereals are analyzed. Dis-
tinguishing the critical stages of callusogenesis is proposed. The features of hemmorhizogenesis in vitro as a
type of organogenesis in calli are considered. The concept of the versatility of the processes of plant morpho-
genesis in vivo, in situ, and in vitro proposed by T.B. Batygina (1987, 1999, 2012, 2014) is confirmed. The
prospects of the approach to calli as model systems for studying various problems of plant developmental bi-
ology are discussed.
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