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Рис. 1. Эмбриогенные и неэмбриогенные каллусы пшеницы (2 недели культивирования in vitro на регенерационной
среде). (а) – эмбриогенный каллус, полученный на среде, дополненной 2.0 мг/л 2,4-Д; (б) – гистологический срез со-
матического зародыша в каллусе, изображенном на (а); (в) – неэмбриогенный каллус, полученный на среде с содер-
жанием 2,4-Д, в 5.0 мг/л; (д) – неэмбриогенный каллус, полученный при длительном культивировании эмбриогенно-
го каллуса на среде, дополненной 2.0 мг/л 2,4-Д; (г, е) – гистологические срезы каллусов, изображенных на (в, г),
соответственно. (а, в, д) – прижизненная съемка, (б, г, е) – СМ, постоянные препараты. АП – апекс побега, ДК – де-
генерировавшие клетки, ЖК – жизнеспособные клетки, К – каллус, КМ – корневая меристема, Л – лист, СЗ – сома-
тический зародыш, Щ – щиток. Шкала: (а, в–г) – 1 мм, (б, е) – 500 мкм.
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НЭК-дк существенных различий не обнаружено.
Содержание ИУК, минимальное у ЭК, сравни-
тельно выше у неэмбриогенных каллусов обоих
типов. Максимальное содержание цитокининов
выявлено в НЭК-дк, в то время как у ЭК и НЭК-
дк этот показатель практически не различается.

Сравнительный анализ содержания
фитогормонов в эмбриогенных и неэмбриогенных 

каллусах ячменя

Эмбриогенные каллусы ячменя сорта Steptoe
(далее – ЭК (Steptoe)) получали путем культивиро-
вания незрелых зародышей in vitro на среде, допол-
ненной 0.5 мг/л 6-БАП и 12.5 мг/л CuSO4 ⋅ 12H2O.
Такие каллусы характеризовались как плотные бу-
горчатые структуры. Через 2 недели культивирова-
ния на регенерационной среде морфологический

(рис. 2а) и гистологический (рис. 2б) анализ пока-
зал наличие в составе таких каллусов соматиче-
ских зародышей, содержащих лист, корень, побег,
семядолю (щиток) на ранних стадиях развития.

Каллусы АБК-дефицитного мутанта ячменя
AZ34, полученные на той же среде, через 2 недели
культивирования in vitro на регенерационной сре-
де (рис. 3а) проявили крайне низкую способность
к соматическому эмбриогенезу. В таких каллусах,
по гистологическим данным, наблюдалась или
остановка развития соматических зародышей на
самых ранних стадиях развития (рис. 3а), или
формирование имеющих аномальное строение
соматических зародышей: в апексах побегов от-
сутствовали меристематические клетки, а апексы
корня не имели четко оформленного строения
(рис. 3б–3в). В таких каллусах часто наблюдалось
формирование элементов сосудистой системы
(рис. 3б–3г). Каллусы и с остановившимися в раз-
витии, и с аномальными соматическими зародыша-
ми оценивались как неэмбриогенные (далее –
НЭК-(AZ34)) и не были способны к формирова-
нию растений-регенерантов на регенерационной
среде (как это установлено нами ранее: Сельди-
мирова и др., 2017).

Введение синтетической АБК в состав индук-
ционной среды через 2 недели после переноса
каллусов мутанта AZ34 на регенерационную сре-
ду привело к формированию соматических заро-
дышей (рис. 4а) нормального строения, согласно
результатам гистологического анализа (рис. 4б).
Такой каллус расценивался как эмбриогенный
(далее – ЭК (AZ34)).

Данные по содержанию фитогормонов в кал-
лусах ячменя приведены в табл. 2.

Таблица 1. Содержание фитогормонов в каллусах
пшеницы

Условные обозначения: НЭК-5 – неэмбриогенные каллусы, по-
лученные на среде МС, дополненной 5.0 мг/л 2,4-Д, НЭК-дк –
неэмбриогенные каллусы, полученные в результате длитель-
ного культивирования in vitro, ЭК – эмбриогенные каллусы.
Средние значения по отдельным гормонам, помеченные
разными буквами, различаются при р < 0.05.

Тип каллуса
Содержание фитогормонов,

нг/г сырой массы

АБК ИУК сумма ЦК

ЭК 1.1 ± 0.1б 13.1 ± 1.2а 1.3 ± 1.2а

НЭК-5 0.7 ± 0.05а 16.8 ± 1.5аб 1.2 ± 0.1а

НЭК-дк 1.0 ± 0.1аб 21.4 ± 2.1б 1.8 ± 0.2б

Рис. 2. Эмбриогенный каллус ячменя сорта Steptoe, полученный на среде, дополненной 0.5 мг/л 6-БАП и 12.5 мг/л
CuSO4 ⋅ 12H2O (2 недели культивирования in vitro на регенерационной среде). (а) – каллус с соматическими зароды-
шами, (б) – гистологический срез соматического зародыша в каллусе. (а) – прижизненная съемка, (б) – СМ, посто-
янный препарат. Обозначения те же, что и на рис. 1. Шкала: (а) – 1 мм, (б) – 200 мкм.
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Рис. 3. Неэмбриогенный каллус АБК-дефицитного мутанта ячменя сорта AZ34, полученный на среде, дополненной
0.5 мг/л 6-БАП и 12.5 мг/л CuSO4 ⋅ 12H2O (2 недели культивирования in vitro на регенерационной среде). (а) – каллус
с соматическими зародышами, остановившимися в развитии, (б) – ранний соматический зародыш, остановившийся
в развитии, (в) – соматический зародыш аномального строения, не способный к дальнейшему развитию, (г) – тяжи
сосудистой ткани в каллусе. (а) – прижизненная съемка, (б–е) – СМ, постоянные препараты. ААП – аномальный
апекс побега, АКМ – аномальная корневая меристема, ОСЗ – соматический зародыш, остановившийся в развитии,
СТ – сосудистая ткань. Остальные обозначения те же, что и на рис. 1. Шкала: (а) – 2 мм, (б–г) – 200 мкм.
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Рис. 4. Эмбриогенный каллус АБК-дефицитного мутанта ячменя сорта AZ34, полученный на среде, дополненной 0.5 мг/л
6-БАП и 12.5 мг/л CuSO4 ⋅ 12H2O, а также 0.5 мг/л АБК (2 недели культивирования in vitro на регенерационной среде).
(а) – каллус с соматическими зародышами, (б) – гистологический срез соматического зародыша в каллусе. (а) – прижиз-
ненная съемка, (б) – СМ, постоянный препарат. Обозначения те же, что и на рис. 1. Шкала: (а) – 1 мм, (б) – 500 мкм.
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Как свидетельствует анализ полученных дан-
ных (табл. 2), содержание АБК было минималь-
ным в НЭК (AZ34), полученном из зародышей
дефицитного по АБК мутанта AZ34, более высо-
ким – в ЭК (Steptoe) и максимальным – в ЭК
(AZ34), приобретшем эмбриогенность при добав-
лении в среду синтетической АБК. Содержание
ИУК, напротив, наиболее высокое в НЭК
(AZ34), снижалось в каллусах, полученных в ва-
рианте с добавлением АБК (ЭК (AZ34)). В ЭК
(Steptoe) отмечено промежуточное значение со-
держания ИУК. Что касается цитокининов, то их
максимальное содержание выявлено в ЭК (Step-
toe), минимальное – у ЭК (AZ34) при промежу-
точном значении у НЭК (AZ34), однако в целом
эти показатели достаточно сходны.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные данные об участии ряда гормонов

в индуцировании эмбриогенной способности за-
родышевых каллусов пшеницы и ячменя дают
возможность включиться в дискуссию о роли ре-
гуляторов роста растений в процессах соматиче-
ского эмбриогенеза in vitro. Кроме того, различия
по способности к индукции формирования сома-
тических зародышей у дефицитного по АБК му-
танта ячменя AZ34 и его исходного Steptoe сорта
позволяют уточнить роль АБК в процессе непря-
мого соматического эмбриогенеза in vitro.

Сравнение содержания гормонов в неэмбрио-
генном каллусе пшеницы, полученном на индук-
ционной среде с повышенной концентрацией
2,4-Д, с эмбриогенным вариантом каллуса пока-
зывает, что отсутствие способности к индукции
соматического эмбриогенеза может быть связано
как с тенденцией повышенного содержания в них
ауксинов (в 1.3 раза выше в неэмбриогенном ва-
рианте), так и с пониженной концентрацией АБК
(в 1.6 раз ниже в неэмбриогенном каллусе). При
расчете соотношения ауксинов и АБК различия
между этими вариантами оказались еще более

значительными (соотношение ИУК/АБК в 2 раза
выше в неэмбриогенном каллусе по сравнению с
эмбриогенным каллусом).

Совпадение пониженного уровня ауксинов с
повышенным содержанием АБК в эмбриогенном
каллусе может быть следствием способности АБК
влиять на уровень ауксинов путем активации
процесса их конъюгирования (Park et al., 2009).
Вместе с тем, не исключено обратное влияние
ИУК на уровень АБК в каллусе, поскольку из-
вестна способность ауксинов влиять на метабо-
лизм АБК (Hansen, Grossmann, 2000). Наши дан-
ные, казалось бы, противоречат результатам ис-
следований, в которых было отмечено повышение
уровня ауксинов в культивируемых зиготических
зародышах подсолнечника через 24 ч после добав-
ления АБК в среду (Charriere et al., 1999). Однако и
в этой работе, как и в нашей, повышение уровня
ауксинов происходило на фоне быстрого сниже-
ния концентрации АБК в образцах в начале куль-
тивировании in vitro. В целом, влияние АБК на
ауксины в условиях культуры in vitro может быть
двойственным, поскольку показана способность
этого гормона не только активировать конъюги-
рование ауксинов, но и стимулировать их синтез
(Park et al., 2009). Вероятно, характер действия
АБК на метаболизм ауксинов может меняться на
разных стадиях культивирования in vitro.

В отличие от неэмбриогенного каллуса пше-
ницы, полученного на индукционной среде с по-
вышенной концентрацией 2,4-Д, каллус, утра-
тивший эмбриогенную способность в результате
длительного культивирования in vitro, характери-
зовался иным гормональным балансом. В таком
каллусе не выявлено различий в содержании АБК
по сравнению к эмбриогенным каллусом. При
этом в неэмбриогенном каллусе, полученном в
результате длительного культивирования, содер-
жание ауксинов было выше примерно в 2 раза, а
содержание цитокининов – в 1.4 раза по сравне-
нию с эмбриогенным каллусом.

Известно, что пониженное в результате мута-
ций содержание цитокининов сопровождается
снижением уровня ауксинов (Hansen, Grossmann,
2000), что позволяет связать более низкое содер-
жание ИУК в эмбриогенном каллусе с понижен-
ным содержанием цитокининов в его тканях.

Ранее нами было выявлено влияние АБК на
окислительный метаболизм цитокининов (Vys-
otskaya et al., 2009), что позволяет ожидать пони-
женный уровень цитокининов в каллусе при повы-
шении содержания АБК в нем. В обзоре Т. Гаспара с
соавт. (Gaspar et al., 1996) также высказывается пред-
положение о влиянии АБК на синтез и метаболизм
цитокининов в культуре тканей in vitro. Однако
эту закономерность нам выявить не удалось: при
непродолжительном (4 недели) культивировании
уровень АБК в неэмбриогенном каллусе пшени-

Таблица 2. Содержание фитогормонов в каллусах ячменя

Условные обозначения: ЭК (Steptoe) – эмбриогенные каллу-
сы, полученные из зародышей ячменя сорта Steptoe, НЭК
(AZ34) – неэмбриогенные каллусы, полученные из зароды-
шей его АБК дефицитного мутанта, ЭК (AZ34) – каллусы
мутанта, приобретшие эмбриогенность при добавлении в
среду АБК. Средние значения по отдельным гормонам, по-
меченные разными буквами, различаются при р < 0.05.

Тип каллуса 
(генотип)

Содержание фитогормонов,
нг/г сырой массы

АБК ИУК сумма ЦК

ЭК (Steptoe) 2.7 ± 0.6б 19.8 ± 1.3аб 7.8 ± 1.1а

НЭК (AZ34) 1.2 ± 0.3а 28.6 ± 2.5б 7.0 ± 0.6а

ЭК (AZ34) 9.1 ± 1.6с 16.0 ± 0.6а 6.5 ± 0.6а
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цы, полученном на среде с относительно высокой
концентрацией 2,4-Д, был понижен по сравне-
нию с эмбриогенным каллусом, в то время как по
содержанию цитокининов каллусы обоих этих
типов различались незначительно, тогда как в не-
эмбриогенном каллусе, полученном в результате
длительного (полгода) культивирования, содер-
жание цитокининов было выше.

Хотя у пшеницы соотношение содержания
ауксинов и АБК было ниже в эмбриогенном кал-
лусе как по сравнению с неэмбриогенным каллу-
сом, полученном на среде с повышенной концен-
трацией 2,4-Д (за счет более высокого уровня
АБК у эмбриогенного каллуса), так и по сравне-
нию с неэмбриогенным каллусом, полученным
путем длительного культивирования (за счет по-
вышенной концентрации ИУК у последнего),
корреляция между эмбриогенностью и соотно-
шением ИУК : АБК могла быть случайным совпа-
дением.

Для того чтобы доказать причинно-следствен-
ную связь между этими показателями, мы срав-
нили способность каллусов к соматическому эм-
бриогенезу у дефицитного по АБК мутанта AZ34
ячменя и его исходного сорта Steptoe.

Прежде всего, важно отметить, что соматиче-
ские зародыши в каллусе, полученном из незре-
лых зародышей дефицитного по АБК мутанта на
индукционной среде, не содержащей АБК, оста-
навливались в развитии на ранних стадиях или
имели аномальное строение (рис. 3) и тем самым
не были способны к дальнейшему развитию. Та-
кой каллус оценивался нами как неэмбриоген-
ный. Соматические зародыши нормального строе-
ния, способные к дальнейшему развитию, форми-
ровались в каллусе AZ34 только при добавлении в
среду АБК (рис. 4). В то же время каллус, получен-
ный из незрелых зародышей исходного сорта
Steptoe на индукционной среде, не содержащей
АБК, характеризовался способностью к сомати-
ческому эмбриогенезу in vitro (рис. 2). Эти данные
согласуются с полученными нами ранее (Сельди-
мирова и др., 2017) данными о способности/не-
способности каллусов ячменя к формированию
регенерантов. В целом, полученные результаты
указывают на важную стимулирующую роль АБК
в формировании полноценных соматических за-
родышей in vitro.

Определение эндогенного содержания АБК в
каллусах ячменя, полученных на индукционной
среде без добавления АБК, показало, что уровень
этого гормона был в 2 с лишним раза ниже в кал-
лусе AZ34 по сравнению с каллусом Steptoe. Эти
результаты соответствуют данным, полученным
ранее на растениях этого сорта в условиях in vivo
(Кудоярова и др., 2014; Veselov et al., 2018). При
этом уровень ИУК у растений мутанта был в 1.4
раза выше, чем у растений исходного генотипа.

Таким образом, при непродолжительном культи-
вировании in vitro каллусов ячменя выявлялась та
же закономерность, что и у пшеницы: более низ-
кий уровень ауксинов зарегистрирован у растений с
повышенным содержанием АБК, что можно объяс-
нить влиянием АБК на метаболизм ИУК. Как в слу-
чае каллусов пшеницы, у ячменя потеря способно-
сти к соматическому эмбриогенезу in vitro сопро-
вождалась повышением соотношения ИУК : АБК.

Приобретение клетками каллуса AZ34 компе-
тенции к соматическому эмбриогенезу при до-
бавлении в индукционную среду экзогенной АБК
сопровождалось, как и можно было ожидать, по-
вышением содержания в нем АБК. При этом на-
блюдалось достоверное (почти в 2 раза) снижение
уровня ауксинов под влиянием экзогенной АБК,
что подтверждает связь между снижением уровня
ауксинов и накоплением АБК.

Вызывают интерес данные о формировании
сосудистой ткани в каллусах АБК-дефицитного
мутанта ячменя AZ34, полученных на индукци-
онной среде без добавления АБК (рис. 3б–3г).
Хорошо известна определяющая роль ауксинов в
формировании сосудистой системы в растениях
in vivo (Fukuda, 2004; Медведев, Шарова, 2011).
Выявлено участие ауксинов и в формировании
сосудов в культивируемых in vitro эксплантах
(Fukuda, 1997; Seldimirova et al., 2016а). Получен-
ные нами данные о формировании сосудов в ука-
занном типе каллусов ячменя можно связать с по-
вышенным содержанием ИУК на фоне понижен-
ного содержания АБК в них.

Как и у пшеницы, не удалось выявить связи
уровня цитокининов с содержанием АБК в кал-
лусах ячменя. На фоне пониженного содержания
АБК у дефицитного по этому гормону мутанта
AZ34 содержание цитокининов было таким же,
как в каллусе, полученном из незрелых зароды-
шей исходного сорта, а введение АБК в культу-
ральную среду сопровождалось лишь тенденцией
снижения уровня цитокининов.

Таким образом, полученные нами данные поз-
волили выявить следующую тенденцию: потеря
способности к соматическому эмбриогенезу как у
пшеницы, так и у ячменя сопровождается повы-
шением соотношения ИУК : АБК.

Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными других исследователей (Dolgikh et al., 2003;
Jimenez, Thomas, 2006; Zhou et al., 2017). Например, в
работе Ю.И. Долгих с соавт. (Dolgikh et al., 2003) по-
казана возможность усиления эмбриогенной
способности каллусов кукурузы путем культиви-
рования зародышей на среде для индукции кал-
лусогенеза, содержащей ко-факторы ИУК-окси-
дазы – пара-кумаровую кислоту или 2,4-дихлор-
фенол, или в результате обработки зародышей
экзогенной АБК.
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Данные о повышенном содержании ауксинов
в неэмбриогенных каллусах пшеницы обоих ти-
пов могут свидетельствовать в пользу мнения о
возможности увеличения содержания ауксинов в
клетках каллусов под влиянием экзогенных син-
тетических ауксинов. В свою очередь, высокое
содержание ИУК (совместно с цитокининами)
значительно повышает пролиферативную актив-
ность каллусов и тем самым делает невозможным
переход каллусных клеток к дифференциации.

На примере каллусов моркови также показа-
но, что экзогенная 2,4-Д способствовала накоп-
лению эндогенной ИУК. При этом повышение
концентрации 2,4-Д, в свою очередь, поддержи-
вало пролиферативное состояние каллусов и пре-
пятствовало инициации соматического эмбрио-
генеза, тогда как удаление 2,4-Д из среды вело к
снижению уровня эндогенного ауксина, что дела-
ло возможным как дифференциацию клеток кал-
луса, так и способствовало созреванию соматиче-
ских зародышей (Ribnicky et al., 1996). Сходные
данные представлены в работе, авторы которой
выявили, что 2,4-Д способствует накоплению
триптофан-производной ИУК в клеточных куль-
турах моркови во время пролиферации каллуса
(Michalczuk et al., 1992). Кроме того, установлено,
что 2,4-Д сама легко проникает в культивируемые
экспланты (Bronsema et al., 1998; Швецов, Еникеев,
2009) и используется клетками как ауксин (Rib-
nicky et al., 1996; Швецов, Еникеев, 2009), по-
скольку синтетические аналоги ауксина, в том
числе и 2,4-Д, эффективно связываются с рецеп-
торами ауксина (Song, 2014).

Имеются сведения о том, что маркером компе-
тентности клеток каллусов к инициации сомати-
ческого эмбриогенеза являются уровни эндоген-
ных цитокининов (Besse et al., 1992). Однако из по-
лученных нами данных видно, что содержание
цитокининов было сходным в большинстве типов
каллусов. На основании этих данных можно сде-
лать вывод, что определяющую роль в способно-
сти каллусов к индукции соматического эмбриоге-
неза играет соотношение содержания ИУК : АБК.
Тем самым создается возможность разработки
экспериментальных способов направленного по-
вышения способности к инициации соматиче-
ского эмбриогенеза и в целом к регенерации рас-
тений в каллусных культурах in vitro у изученных
злаков.

Полученные данные лишний раз свидетель-
ствуют о том, что для индукции и поддержания
тех или иных физиологических программ расте-
ниям необходимо определенное качественное со-
четание и количественное соотношение фитогор-
монов.

В работе использована приборная база Центра
коллективного пользования “Агидель” УФИЦ РАН.

Работа выполнена при частичной поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант № 17-04-01477).
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Ability to Somatic Embryogenesis in vitro in Wheat and Barley Calli is Determined
by the Balance of the IAA and ABA Content in Them
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The effect of the ratio of the content of a number of phytohormones (IAA, ABA and cytokinins) on the
induction of somatic embryogenesis in callus cultures in vitro of wheat cv. Bashkirskaya 26 and barley cv.
Steptoe and its ABA-deficient mutant AZ34 was studied. It has been established that the ability/ability lack
for somatic embryogenesis in both wheat and barley calli is determined by the ratio of IAA:ABA content in
them, with rather similar cytokinins content in both embryogenic and non-embryogenic calli types of each
studied object. Using the example of ABA-deficient mutant AZ34 barley calli, the stimulating role of ABA
was found both in the somatic embryogenesis induction and in the normal embryos formation.

Keywords: Triticum aestivum L., Hordeum vulgare L., culture in vitro, callus, somatic embryogenesis, IAA,
ABA, cytokinins, 2,4-D


