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Обсуждены вопросы индукции и реализации морфогенетического потенциала
клеток андроклинных каллюсов злаков в условиях in vitro. Проанализирован не-
прямой эмбриоидогенез как путь морфогенеза in vitro андроклинных каллюсов.
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Морфогенез как процесс развития многоклеточных организмов из одной
клетки или группы клеток остается сложнейшей проблемой биологии.
Одним из наиболее перспективных экспериментальных подходов к изу-
чению тонких особенностей морфогенеза растений является метод куль-
туры in vitro изолированных пыльников. Данный метод основан на
использовании явления андрогенеза in vitro или, корректнее, андрокли-
нии — феномена образования растений-регенерантов из морфогенетиче-
ски компетентных микроспор/клеток пыльцевого зерна. Как правило, в
результате воздействия внешних стрессовых факторов такие микроспо-
ры/клетки пыльцевого зерна способны, в зависимости главным образом
от фитогормонального состава индукционной питательной среды, к фор-
мированию эмбриоидов (путем прямого эмбриоидогенеза) или каллюсов
(путем каллюсогенеза). Часть клеток каллюсов реализует свой потенци-
ал различными путями морфогенеза in vitro [14, 17, 34].

Каллюсогенез in vitro у злаков как хозяйственно-ценных растений
вызывает особый интерес. Цель статьи — проанализировать работы, по-
священные исследованиям индукции и реализации морфогенетического
потенциала в условиях in vitro клеток андроклинных каллюсов злаков.

Обсуждение термина «андроклинный каллюс». Однозначное понима-
ние термина «каллюс» в литературе отсутствует (подробнее см. [16, 18]).
Согласно Батыгиной [1], под каллюсом мы понимаем гетерогенную ин-
тегрированную структуру (систему), образующуюся в результате проли-
ферации клеток на поверхности отдельных структур растительного орга-
низма; каллюс формируется, как правило, из исходно разных клеток
генеративных или вегетативных органов, состоит из групп неоднородных
клеток, имеющих морфогенетические потенции, которые реализуются
различными путями морфогенеза.

Для характеристики каллюса, образовавшегося в культуре изолиро-
ванных пыльников, предложено использовать термин «андроклинный
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каллюс» [16, 18]. Широко распространенный термин «андрогенный кал-
люс», на наш взгляд, не вполне приемлем, поскольку, как справедливо
полагает Тырнов [31], необходимо различать понятия «андрогенез in
vitro» и собственно «андрогенез».

Формирование и развитие андроклинных каллюсов злаков на индукци-
онной среде in vitro. В литературе отсутствует единая периодизация раз-
вития андроклинного (как и любого другого) каллюса in vitro на индук-
ционной среде. Этот вопрос очевидно надолго останется открытым,
поскольку каллюс представляет собой гетерогенную систему групп кле-
ток, каждая из которых, по-видимому, развивается по своим морфогене-
тическим закономерностям, в том числе временным.

Детальные цитогистологические данные, полученные на примере
культивируемых in vitro пыльников яровой мягкой пшеницы [13], пока-
зали следующее. На начальном этапе культивирования (первые 5—6 сут)
инициальная клетка каллюса (сильновакуолизированная микроспора, по
нашей периодизации [12]) претерпевает аномальное равное (симметрич-
ное) деление с образованием двуклеточного каллюса. Дальнейшие деле-
ния двух образовавшихся клеток с последовательным заложением кле-
точных оболочек ведут сначала к формированию четырехклеточного (на
7—9-е сутки культивирования), а затем — многоклеточного каллюса (на
10—12-е сутки культивирования). На этом этапе все клетки многоклеточ-
ного каллюса имеют сходные размеры и одинаковую морфологию. В хо-
де дальнейшего культивирования пыльников клеточная масса каллюса
интенсивно увеличивается путем многократных митотических делений
составляющих его клеток; в каллюсе постепенно формируется опреде-
ленная зональность клеток. В целом мы предлагаем выделять следующие
принципиальные стадии генезиса андроклинного каллюса на индукци-
онной среде in vitro: инициальная клетка (сильновакуолизированная
микроспора) — двуклеточный каллюс — четырехклеточный каллюс —
многоклеточный каллюс.

Аналогичный способ формирования многоклеточных андроклин-
ных каллюсов из сильновакуолизированных микроспор (зачастую другие
авторы не совсем корректно называют эту стадию «одноклеточной мик-
роспорой» или «одноклеточным пыльцевым зерном») отмечен в культу-
ре пыльников других злаков [40—42, 56], а также капусты [55, 65], пер-
ца [60], банана [38], нима [46], тополя [49]. В то же время в литературе
представлены данные о способах формирования морфогенных андро-
клинных каллюсов злаков из других инициальных клеток помимо силь-
новакуолизированной микроспоры. Так, формирование многоклеточно-
го каллюса у риса связано с аномальным делением так называемой
средней одноядерной микроспоры (эмбриологически корректнее — сла-
бовакуолизированной микроспоры, по нашей периодизации [12]) [47],
тогда как у пшеницы [43, 58, 62, 63] и кукурузы [27] этот процесс состо-
ит в аномальном делении вегетативной клетки двуклеточного пыльцево-
го зерна. У риса [68] в образовании каллюса принимают участие и гене-
ративная, и вегетативная клетки пыльцевого зерна (хотя их участие в
этом процессе более характерно для представителей семейства паслено-
вых (по [40])).

В целом абсолютное большинство авторов сходится во мнении, что
формирование морфогенного каллюса связано с аномальным развитием
микроспор или клеток пыльцевого зерна. Отдельные авторы полагают,
что симметричность или асимметричность деления микроспоры не столь
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важна в «судьбе» производных этой клетки; гораздо более важную роль
в формировании каллюса играют условия культивирования [76]. Таким
образом, единое мнение в этом вопросе отсутствует.

Особое внимание, на наш взгляд, следует уделить такой малоизу-
ченной проблеме, как влияние тканей стенки гнезда пыльника на ин-
дукцию формирования каллюсов. Культивирование изолированных
пыльников с использованием метода «няньки», а также работы по пре-
культивированию пыльников свидетельствуют о том, что соматические
клетки стенки гнезда пыльника воздействуют на микроспоры и клетки
пыльцевого зерна как своеобразные индукторы или ингибиторы морфо-
генеза in vitro по пути каллюсогенеза. Так, по данным Махешвари и др.
[66, 67], в начальный период культивирования в стенке пыльника пше-
ницы образуются некие вещества, индуцирующие «каллюсогенный» путь
развития пыльцевых зерен; затем стареющая стенка высвобождает инги-
биторы этого процесса. 

В литературных источниках отсутствует единое мнение о том, какие
именно ткани стенки пыльника участвуют в образовании и развитии
каллюсов. Рагхаван [74] на белене показал, что вещества, индуцирующие
развитие «каллюсогенных» пыльцевых зерен, поставляет тапетум. В то
же время Роуз и др. [79] указывают на полную дегенерацию тапетума в
пыльниках сорго к моменту их инокуляции. Некоторые авторы сообща-
ют об активной роли экзотеция и эндотеция в развитии каллюса в пыль-
никах риса [51, 84] и пшеницы [61]. В целом же такого рода работы не-
многочисленны.

Таким образом, участие соматических тканей стенки пыльника в
индукции и (или) ингибировании формирования и развития андроклин-
ного каллюса in vitro очевидно. Однако проблема, связанная с выясне-
нием роли каждой из соматических тканей в этих процессах, весьма да-
лека от окончательного решения. В связи с этим необходимо развивать
перспективный подход к культивируемым пыльникам как к сложным
интегрированным системам [1, 14, 26].

В ходе дальнейшего развития многоклеточные каллюсы высвобож-
даются из оболочки микроспоры/пыльцевого зерна, затем, по мере на-
ращивания клеточной массы, разрывают стомиум и оказываются на по-
верхности пыльника.

Отмечено морфологическое разнообразие появившихся на поверх-
ности пыльников андроклинных каллюсов у различных растений, в том
числе злаков. Большинство авторов выделяет два контрастных типа кал-
люсов, различающихся окраской, структурой и консистенцией: морфо-
генные — как правило, белого цвета, компактные, узловатые, плотные,
и неморфогенные — преимущественно желтоватого или светло-коричне-
вого цвета, мягкие, рыхлые, водянистые [23, 25, 36, 44, 45, 83]. Разраба-
тываются способы регуляции морфогенеза микроспоры in vitro, ведущие
к получению и использованию в экспериментальной работе только
плотных белых морфогенных андроклинных каллюсов (например, у
пшеницы [7, 22, 23, 34] и риса [83]).

В то же время морфологические признаки не в полной мере отра-
жают морфогенетический потенциал андроклинных каллюсов. Напри-
мер, у ряда злаков (пшеницы [44, 52], кукурузы [39], гибрида райграса и
овсяницы [88]) выделены андроклинные морфогенные каллюсы рыхлой
консистенции. Аналогичные данные получены в культуре пыльников
других растений (сливы [73], огурца [37], банана [38], нима [46], манио-
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ка [35], спаржи [64], баклажана [69], томата [87]), а также в каллюсных
культурах, полученных из вегетативных органов, например листа кормо-
вой свеклы [9]. Кроме того, детальный гистологический анализ рыхлых
андроклинных каллюсов пшеницы, морфологически идентифицирован-
ных как неморфогенные, позволил установить, что в зависимости от фи-
тогормонального состава питательной среды часть таких каллюсов мо-
жет содержать меристематические клетки, способные к дальнейшему
формированию органов (мы назвали такие каллюсы потенциально мор-
фогенными) [23].

Приведенные наблюдения заставляют пересмотреть сложившиеся
представления о неморфогенной природе рыхлых каллюсов. Более того,
рыхлый эмбриогенный каллюс вызывает большой интерес исследовате-
лей, поскольку, с одной стороны, он сохраняет регенерационную спо-
собность в течение длительного времени, с другой — является ценным
источником клеточных суспензий и протопластов, также обладающих
регенерационной способностью.

В литературе приводятся немногочисленные данные по сканирова-
нию каллюсов, появившихся на поверхности пыльников. Например, в
результате изучения плотных белых (в дальнейшем — способных к мор-
фогенезу) андроклинных каллюсов пшеницы с применением сканирую-
щего электронного микроскопа установлено, что поверхность каллюса
характеризуется различной формой — гладкой, узловатой, ворсистой,
бугорчатой [19]. 

Одно из перспективных направлений исследования каллюсов —
совмещение данных, полученных при сканировании их поверхности, с
результатами светооптического анализа состояния тканей и отдельных
клеток внутри этих же каллюсов. Такой подход позволяет сопоставить
пространственные характеристики каллюсов с их цитогистологическим
статусом. Установлено, например, что морфогенные андроклинные кал-
люсы пшеницы, по данным сканирующей электронной микроскопии
представляющие собой комплексы однородных плотно расположенных
мелких клеток полусферической формы, при светооптическом анализе
характеризуются наличием нескольких клеточных зон, состоящих из од-
нородных меристематических клеток, и зон вакуолизированных клеток
паренхиматозной природы [19]. Сопоставление данных сканирующей
электронной микроскопии и световой микроскопии позволяет отбирать
и использовать в биотехнологической практике заведомо морфогенные
каллюсы, что дает возможность оптимизировать получение андроклин-
ных растений-регенерантов.

В ходе исследований клеток появившихся на поверхности пыльника
плотных белых каллюсов пшеницы методом трансмиссионной электрон-
ной микроскопии установлены следующие их характеристики: цитоплаз-
ма электронопрозрачна, содержит небольшое количество полирибосом;
митохондрии с хорошо развитой структурой разнообразны по размерам
и форме; характерно явление автолиза; аппарат Гольджи развит слабо;
амилопласты содержат одно—два крахмальных зерна и небольшое коли-
чество осмиофильных включений [5, 14]. В клетках таких каллюсов есть
основные цитологические предпосылки для процессов, связанных с энер-
гетическими затратами, что подтверждает их морфогенный статус.

Морфогенез андроклинных каллюсов злаков на регенерационной среде
in vitro. Андроклинные морфогенные каллюсы, появившиеся на поверх-
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ности пыльника, далее переносят на регенерационную среду in vitro. 
Выявлены такие пути морфогенеза in vitro клеток андроклинных

каллюсов злаков и представителей других семейств на регенерационной
среде, как непрямой эмбриоидогенез — формирование эмбриоида, гем-
моризогенез — формирование почки и корня, геммогенез — формиро-
вание почки, ризогенез — формирование корня, гистогенез — формиро-
вание тканей [4, 14, 17, 28, 30, 34, 35, 37, 38, 44, 46, 50, 53, 61, 64, 73,
78, 83, 89]. Важно, что такие же пути морфогенеза отмечены в культуре
in vitro других органов и структур злаковых растений, например незре-
лых зародышей сорго [33] и пшеницы [11]. Сделан вывод об универсаль-
ности путей морфогенеза в каллюсах злаков различного происхождения
[15] и тем самым подтверждена универсальность путей морфогенеза рас-
тений в целом [1].

Установлено участие фитогормонов в индукции конкретного пути
морфогенеза in vitro андроклинных каллюсов у представителей различ-
ных семейств растений [21]. Особый интерес в этом отношении вызыва-
ет индолил-3-уксусная кислота (ИУК) как один из важнейших индукто-
ров и координаторов процессов морфогенеза растений in vitro [6]. Так,
участие ИУК в морфогенезе детально изучено на примере культивирова-
ния андроклинных каллюсов яровой мягкой пшеницы после предвари-
тельного определения методом иммуноферментного анализа содержания
в них эндогенной ИУК по критерию высокоауксиновый/низкоауксино-
вый. Выявлено, что индукция конкретного пути морфогенеза определя-
лась обратно пропорциональной зависимостью между содержанием эн-
догенного ауксина ИУК (в составе каллюса) и концентрацией экзогенно
внесенного ауксина ИУК (в составе регенерационной среды). При этом
для индукции одного и того же пути морфогенеза в каллюсах пшеницы
«высокоауксиновых» сортов требовалась более низкая концентрация эк-
зогенного ауксина ИУК по сравнению с каллюсами «низкоауксиновых»
сортов [7, 29].

Рассмотрим подробнее особенности наиболее интересного, по на-
шему мнению, пути морфогенеза в андроклинном каллюсе — непрямо-
го эмбриоидогенеза in vitro, заключающегося в формировании и разви-
тии так называемого эмбриоида.

Эмбриоид — зародышеподобная биполярная структура, образую-
щаяся асексуально; зачаток нового растительного организма. Термин
предложен Вэзилом и Хильдебрандтом [86]. История изучения эмбрио-
идогенеза подробно изложена в работах [2, 3, 20]. Батыгиной [2, 3] раз-
работана концепция эмбриоидогении как высокоспециализированной
формы вегетативного размножения, одного из типов гомофазной репро-
дукции цветковых растений in situ, in vivo и in vitro. Основным тезисом
данной концепции является универсальность морфогенеза эмбриоидов,
формирующихся в экспериментальных условиях культуры in vitro, и зи-
готических зародышей, образующихся в естественных условиях.

К настоящему времени непрямой эмбриоидогенез in vitro в каллю-
сах, в том числе андроклинных, изучен у многих видов растений различ-
ных семейств [8, 28, 34, 48, 53, 70—72, 75, 78, 80]. В то же время вопрос
о клеточных механизмах формирования эмбриоидов в андроклинном (и
любом другом) каллюсе in vitro остается дискуссионным. Еще «первоот-
крыватели» эмбриоидогенеза в каллюсной культуре in vitro Стюард [81]
и Райнерт [77] предположили, что эмбриоид развивается из одиночной
изолированной клетки каллюса, ведущей себя как зигота и посредством
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регулярных делений дифференцирующейся в целые растения. Такая гипо-
теза базируется на представлении об оплодотворенной яйцеклетке (зиго-
те) как свободноживущей клетке, не имеющей коррелятивных связей с
другими клетками зародышевого мешка. Авторы полагали, что для выра-
жения тотипотентности соматической клетки необходима ее изоляция.

Критическое отношение к гипотезе прямого пути образования эмб-
риоида из одиночной клетки высказывалось еще более 40 лет назад [59,
82]. Однако из-за недостаточности детальных цито- и гистологических
данных о начальных этапах развития эмбриоида из одиночной изолиро-
ванной клетки in vitro, по-видимому, и сейчас преждевременно говорить
о прямом и организованном пути образования эмбриоида.

Примерно в то же время Хальперин и Дженсен [57] предложили ги-
потезу, согласно которой эмбриоиды возникают из одной или несколь-
ких клеток поверхностных слоев так называемого эмбрионального кле-
точного комплекса (ЭКК), представляющего собой агрегат из двух типов
разнородных клеток — периферических и центральных. Эмбриоиды
«высвобождаются» из этих клеточных агрегатов на разных стадиях раз-
вития и ведут себя как самостоятельные единицы, способные к обра-
зованию целого растения. Подтверждение этой гипотезы находим в ря-
де работ, посвященных гистологическому анализу морфогенных
андроклинных каллюсов некоторых злаков. Например, у пшеницы [80]
и ячменя [85] выявлен такой путь морфогенеза андроклинного каллюса
in vitro, как эмбриоидогенез, связанный с формированием эмбриоидов
из ЭКК; при этом подчеркивается, что эмбриоиды проходят стадии раз-
вития, типичные для зиготического зародыша злаков. У апельсина [53]
и чая [70] в андроклинных морфогенных каллюсах также дифференци-
ровались эмбриоиды, демонстрировавшие в своем развитии особеннос-
ти, типичные для зиготического зародыша двудольных.

Показано, что на регенерационной среде андроклинный каллюс
пшеницы формировал небольшие меристематические центры, рассеян-
ные по каллюсу. Эти центры, расположенные глубоко в каллюсе, давали
начало адвентивным корням. Некоторые поверхностные клетки каллюса
делились с формированием многочисленных выростов, не связанных с
остальным каллюсом. Морфология этих выростов (возможно, ЭКК),
особенно имеющих узкое основание, напоминала зародыш. Кроме того,
в толще пролиферирующих каллюсов, по-видимому, также из меристе-
матических центров, формировались глобулярные структуры, морфоло-
гически сходные с зародышами злаков на ранней стадии развития (воз-
можно, ЭКК) [61]. Продемонстрированная в этой работе возможность
возникновения эмбриоидов из ЭКК, расположенных в толще андро-
клинного каллюса, согласуется с данными по формированию эмбриои-
дов пшеницы [11] и гречихи [8] из ЭКК в зародышевых каллюсах.

Вопрос о происхождении эмбриоида из одной или нескольких кле-
ток приобретает особое значение с той точки зрения, что эмбриоидоге-
нез in vitro и последующая регенерация растений из сформированных
эмбриоидов рассматриваются как возможная альтернатива недостижи-
мой пока во многих случаях регенерации растений из единичных клеток
(протопластов) у злаков. Очевидно, что если эмбриоид возникает в ре-
зультате случайного объединения нескольких различных клеток, на-
пример каллюсной ткани, то его генотип можно считать практически
неидентифицируемым. Это обстоятельство исключает возможность ис-
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пользования эмбриоидов в генно-инженерных и клеточно-инженерных
манипуляциях.

Данные, полученные при культивировании in vitro каллюсов, еще
раз подтверждают положение, что для запуска и поддержания тех или
иных морфогенетических программ необходимо качественное сочетание
и количественное соотношение фитогормонов. Так, установлено, что ве-
дущими эндогенными фитогормонами, участвующими в процессе фор-
мирования эмбриоидов в андроклинных каллюсах пшеницы, являются
ауксины и цитокинины [29]. На примере пшеницы установлена и важ-
ная роль экзогенного внесения абсцизовой кислоты (АБК) в индукции
формирования эмбриоидов и растений-регенерантов в каллюсах пыль-
никового [24] и зародышевого [11] происхождения.

Большой интерес вызывает изучение клеточных и тканевых меха-
низмов влияния эндогенных и экзогенных фитогормонов на индукцию
и процесс эмбриоидогенеза (как и других путей морфогенеза in vitro) в
каллюсах различного происхождения. Так, методами иммуногистохимии
выявлена локализация эндогенных ауксинов и цитокининов в клетках
развивающихся андроклинных каллюсов пшеницы. Сопоставление дан-
ных цитогистологического анализа с данными иммунолокализации фи-
тогормонов дало авторам основание сделать вывод о том, что как аук-
сины, так и цитокинины преимущественно локализуются в очагах
меристематических клеток каллюсов [10].

В то же время использование экзогенных факторов (в том числе фи-
тогормонов) для индукции морфогенеза клеток каллюса далеко не всегда
приводит к получению эмбриоидов, поскольку дифференциация клеток в
культуре in vitro зависит не только от внешних стимулов, но во многом
определяется генотипом и текущим состоянием клеток эксплантата [54].

Для объяснения путей морфогенеза in vitro клеток андроклинного
каллюса, по-видимому, применима концепция о существовании особо-
го класса наследственных единиц — эпигенов как систем генов, имею-
щих не менее двух устойчивых режимов функционирования подчинен-
ных им генов и способных сохранять каждый из режимов в
последовательном ряду генераций [32]. Вполне вероятно, что в данном
случае реализуются эпигеномные подпрограммы развития компонент-
ной клетки каллюса. Рассматриваемая ситуация усложняется тем, что
сами каллюсные клетки, способные к развитию по определенному пути
морфогенеза in vitro с формированием органов, зародышеподобных
структур или тканей, берут начало от одной клетки — микроспоры или
клетки пыльцевого зерна. Более того, в зависимости от условий культи-
вирования (главным образом, от фитогормонального состава индукци-
онной питательной среды) микроспора/клетка пыльцевого зерна может
развиваться не только по пути формирования каллюса, как рассматрива-
лось выше, но и альтернативно — по пути формирования эмбриоида не-
посредственно (так называемый прямой эмбриоидогенез) (см. [34]).

Таким образом, изучение различных аспектов морфогенеза in vitro
андроклинных каллюсов открывает широкие перспективы для решения
ряда сложнейших проблем современной биологии.
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МОРФОГЕНЕЗ АНДРОКЛIННИХ КАЛЮСIВ ЗЛАКIВ IN VITRO 
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Обговорено питання індукції і реалізації морфогенетичного потенціалу клітин андроклін-
них калюсів злаків в умовах in vitro. Проаналізовано непрямий ембріоїдогенез як шлях
морфогенезу in vitro андроклінних калюсів.

MORPHOGENESIS OF CEREAL ANDROCLINAL CALLUSES IN VITRO

N.N. Kruglova1, O.V. Dubrovna2

1Institute of Biology of Ufa Scientific Center, Russian Academy of Sciences
69 pr. Oktyabrya, Ufa, 450054, Russia
2Institute of Plant Physiology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine
31/17 Vasylkivska St., Kyiv, 03022, Ukraine

The questions about induction and realization of morphogenetic potential of cereal androclinal
calluses cells in in vitro conditions are discussed. Nondirect embryoidogenesis as a pathway of
morphogenesis in vitro of androclinal calluses is analyzed.

Key words: biotechnology, culture in vitro, androclinia, anther, callus, embryoid.
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