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Аннотация. Каллусные культуры давно используются во многих работах для изучения физиологических процессов 
и влияния факторов окружающей среды на растительный организм. Большое значение, в том числе и для сельского 
хозяйства, имеют каллусные культуры злаков, в частности пшеницы Triticum aestivum L. Тем не менее индукция 
каллуса и его эффективный рост осложняются генетическими и физиологическими особенностями конкретного 
вида или сорта. В связи с этим целью проведенного исследования было изучение особенностей роста каллусных 
культур озимой и яровой пшеницы на разных питательных средах, а также выявление оптимальной среды для 
индукции каллусогенеза и эффективного роста каллусов. В качестве эксплантов использовали зародыши набухших 
и сухих семян. Зародыш изолировали от семени и инкубировали на среду Мурасиге – Скуга, среду Гамборга и 
среду Чу, модифицированную микросолями среды Блейдса, в асептических условиях. В качестве регулятора 
роста использовали 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту в концентрации 2,5 мг/л. Зародыши культивировали 
в течение 3 недель в темноте при температуре 26 °С. Для оценки эффективности питательных сред регистри-
ровали частоту каллусогенеза и прирост биомассы каллуса. Активная индукция каллусогенеза наблюдалась 
на всех используемых средах в культуре сухих зародышей озимой и яровой пшеницы. В случае использования 
набухших зародышей максимальная частота каллусообразования у озимой пшеницы наблюдалась на среде 
Мурасиге – Скуга, у яровой – на среде Гамборга. Учитывая скорость роста каллусов, наиболее подходящими 
для культивирования эксплантов озимой пшеницы были среды Мурасиге – Скуга и Чу, а для культивирования 
эксплантов яровой пшеницы – среда Гамборга. 
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Abstract. Callus cultures have long been used in many works to study physiological processes and the effects of 
environmental factors on plant organisms. Of great importance, including for agriculture, are the callus cultures of 
cereals, specifically Triticum aestivum L. (wheat). However, callus induction and its effective growth are complicated 
by the genetic and physiological characteristics of a particular species or cultivar. In this connection, the study was 
aimed at examining the growth of callus cultures of winter and spring wheat on different growth media, as well as 
identifying the optimal medium for callus induction and effective callus growth. As explants, the study used the germs 
of imbibed and dry seeds. The germ was isolated from the seed and incubated on Murashige and Skoog medium, 
Gamborg medium, and Chu medium (modified with the microsalts of Blaydes medium) under aseptic conditions.  
As a growth regulator, the study used 2,4-dichlorophenoxyacetic acid at a concentration of 2.5 mg/L. The germs 
were cultivated for three weeks at 26 °С in the dark. In order to evaluate the effectiveness of culture media, the 
callus formation rate and callus biomass growth were recorded. Active callus induction was observed in the culture 
of dry winter and spring wheat germs on all of the used media. In the case of imbibed germs, the maximum callus 
formation rate in winter wheat was observed on Murashige and Skoog medium, whereas in spring wheat, it was 
observed on Gamborg medium. In terms of the callus growth rate, Murashige and Skoog medium and Chu medium 
were found to be more appropriate for cultivating winter wheat explants, while Gamborg medium showed better 
results for cultivating spring wheat explants.
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ВВЕДЕНИЕ
Каллус представляет собой однородную массу недиф-

ференцированных тотипотентных клеток, образующихся 
из раневой меристемы, способных делиться при благо-
приятных условиях и достаточной концентрации ростовых 
факторов и питательных веществ [1]. Каллусные культуры 
используются во многих исследовательских работах [2], 
в том числе для изучения процессов роста и деления 
клеток [3], а также для определения специфичности ответа 
растения на действие стрессовых факторов различного 
происхождения [4]. При получении каллусной культуры 
необходимо учитывать не только состав питательной 
среды, но и физиологическое состояние экспланта и 
его локализацию в растительном организме. От локали-
зации зависит генетическая стабильность материала [5], 
что важно учитывать при длительном культивировании. 
Локализация экспланта и его физиологическое состояние 

также определяют особенности накопления различных 
метаболитов и регенеративную способность [6].

Существуют стандартные методы культивирования 
каллусных культур, однако при работе с определенным 
объектом могут возникнуть трудности, обусловленные 
его сорто- и видоспецифичностью [7]. В этом случае 
требуется адаптировать условия культивирования к 
данному объекту, что может отражаться в изменении 
состава питательной среды [8]. Сорто- и видоспецифич-
ность растения может проявляться в особенностях мета-
болизма и способностью к накоплению определенных 
соединений [9–11], особенностях оптимума условий 
культивирования [12] и ответной реакции растения 
на стрессовые факторы [13]. Совокупность данных 
факторов может затруднить применение питательных 
сред стандартного состава, что делает необходимой 
их модификацию путем добавления или исключения 
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отдельных компонентов либо изменения их концен-
трации [14].

В рамках нашего исследования работа проводилась 
с использованием озимой и яровой форм пшеницы 
Triticum aestivum L., относящейся к семейству злаковых. 
Выращивание каллусных культур осложняется их генети-
ческой и эпигенетической изменчивостью, что приводит 
к возникновению сомаклональных вариаций [15, 16], 
и высокой селективностью к составу питательной 
среды [17]. Кроме этого, серьезной проблемой, воз-
никающей при культивировании зрелых зародышей 
пшеницы in vitro, является их низкая способность к 
регенерации и каллусогенезу [18]. Оптимизация условий 
культивирования и состава питательных сред необ-
ходимы в большинстве случаев для повышения про-
лиферативной способности изучаемого объекта [19]. 
Такие подготовительные эксперименты трудоемки и 
занимают немало времени, поэтому исследования, 
посвященные сравнению особенностей каллусогенеза 
у сложных для перевода в условия in vitro объектов, 
весьма актуальны, поскольку позволяют получить необхо-
димый результат с меньшими трудозатратами. Зачастую 
исследователи выбирают среду Мурасиге – Скуга без 
проведения предварительного анализа, однако для 
некоторых форм злаков могут использоваться с большей 
эффективностью и другие среды, которые позволят 
достичь желаемого результата за более короткий срок. 
В связи с этим в нашей работе впервые проведено 
сравнение особенностей каллусогенеза у двух форм 
мягкой пшеницы (озимой и яровой) на различных по 
составу средах с использованием различающихся по 
физиологическому состоянию эксплантов – зрелых 
зародышей, изолированных из сухих и набухших семян. 
Для определения чувствительности каллусной культуры 
к составу питательной среды использовали среду 
Мурасиге – Скуга (МС), среду Гамборга (B5) и среду 
Чу (N6), модифицированную добавлением микросолей 
среды Блейдса [20]. МС считается универсальной средой 
при работе с каллусными культурами различных видов 
растений, однако среды B5 и N6 также находят свое 
применение, в том числе при работе со злаковыми 
культурами [21, 22]. 

Целью представленного исследования являлось 
проведение сравнительного анализа каллусогенеза 
и роста каллусных культур озимой (сорт Иркутская) и 
яровой (сорт Новосибирская 29) пшеницы на разных 
питательных средах при использовании различающихся 
по физиологическому состоянию эксплантов и выяв-
ление наиболее оптимальных условий культивирования 
и состава среды. Проводился учет прироста биомассы 
каллусов и частоты их образования, так как эффек-
тивность культивирования обуславливается обычно 
совокупностью этих параметров [23, 24].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объекта исследования использовали 

зрелые сухие и набухшие семена озимой (сорт Иркутская) 
и яровой (сорт Новосибирская 29) форм пшеницы 
Triticum aestivum L. Семена предварительно обраба-
тывали мыльным раствором и помещали в 1%-й раствор 
KMnO4 для стерилизации на 20 мин. Для набухания 
семена впоследствии выдерживали в дистиллированной 
воде 24 ч. Для изоляции сухих зародышей использо-

вались семена сразу после стерилизации KMnO4, а 
для изоляции набухших зародышей – семена после 
стерилизации и процедуры набухания. Изолированные 
зародыши дополнительно стерилизовали 5%-м раствором 
гипохлорита натрия в течение 20–30 мин, после чего 
трижды промывали стерильной дистиллированной водой.

После получения и стерилизации растительного мате-
риала зародыши помещались на твердые питательные 
среды: среду МС, среду B5 и среду N6, модифициро-
ванную микросолями Блейдса. В качестве источника 
углеводов использовали сахарозу в конечной концен-
трации 3%. Все среды содержали в своем составе: пири-
доксин (1 мг/л), никотиновую кислоту (0,5 мг/л), глицин 
(2 мг/л) и миоинозитол (0,001%). Содержание тиамина в 
средах МС и N6 составило 1 мг/л, а в среде B5 – 10 мг/л. 
Среда N6 содержала также аскорбиновую кислоту (1 мг/л).  
В качестве стимулятора роста использовали 2,4-дихлор-
феноксиуксусную кислоту (2,4-Д) в концентрации 
2,5 мг/л. Культивирование эксплантов проводилось при 
постоянном температурном режиме 26 °С в темноте 
в течение 3 недель.

По истечении периода культивирования проводился 
учет каллусообразования. Для этого рассчитывали отно-
шение образовавшихся каллусов к числу посаженных 
эксплантов. В этот же период с интервалом в 1 неделю 
проводился учет прироста сырой биомассы каллусов 
(в миллиграммах). Для этого каллус извлекали из пита-
тельной среды и взвешивали на аналитических весах. 
Определение вышеописанных параметров проводилось 
не менее чем в трех повторностях (n = 3). Нормальность 
распределения определяли с помощью теста Шапиро – 
Уилкса. Данные представлены как M±SD. Статистическую 
значимость различий между вариантами определяли с 
помощью ANOVA. Различающиеся варианты отмечены 
на графиках и диаграммах разными буквами при  
p < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В работе регистрировались такие параметры, как 

частота каллусообразования и прирост биомассы 
каллуса в процессе культивирования изолированных 
зрелых зародышей сухих и набухших семян озимой и 
яровой пшеницы. Так как при набухании зародышей 
происходит интенсификация обмена веществ, можно 
предположить, что данный фактор способен оказать 
влияние на частоту каллусогенеза и прирост биомассы. 
Выявление чувствительности изучаемых сортов пшеницы 
к изменению состава питательной среды и его опти-
мизация явились важными аспектами нашей работы.

Использование двух различных форм пшеницы – 
озимой и яровой – было обусловлено необходимостью 
выявить, как влияют их физиологические и генетические 
различия на рост каллусных культур исследуемых сортов. 
Как известно, озимая и яровая формы пшеницы отли-
чаются по времени колошения и реакции на длину 
светового дня, что обусловлено наличием разного 
состояния аллелей генов Vrn-A1 Vrn-B1 Vrn-D1 [25]. 
Было предположено, что предварительное замачивание 
семян может способствовать ускоренной адаптации 
эксплантов при введении в культуру и повысить частоту 
деления клеток.

Обнаружено, что при культивировании зародышей, 
изолированных из сухих семян, частота образования 
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каллусов у озимой и яровой пшеницы статистически 
значимо не различалась и составляла примерно 70% на 
всех исследуемых средах (рис. 1). В работе [26] частота 
каллусообразования на среде МС у озимых и яровых 
сортов также была близкой к 70%, что согласуется с 
полученными нами результатами. 
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Рис. 1. Влияние состава среды культивирования  
на частоту каллусообразования в культуре зародышей 
озимой пшеницы, изолированных из сухих и набухших 
семян (M±SD, n = 3–5; статистически значимых различий 
выявлено не было)

Fig. 1. Effect of the cultivation medium composition  
on the frequency of callus formation in the culture of winter 
wheat embryos isolated from dry and swollen seeds  
(M±SD, n = 3–5; there were no statistically significant 
differences)

При культивировании зародышей озимой пшеницы, 
полученных из набухших семян, максимальная частота 
каллусообразования наблюдалась на средах МС и N6 и 
была равна примерно 60–70%, что соответствовало пока-
зателям, рассчитанным при анализе культивирования 
зародышей сухих семян (рис. 2). В работе [18], посвя-
щенной изучению каллусогенеза пшеницы, авторами 
которой также использовались зародыши, извлеченные из 
набухших семян, частота каллусообразования по окончании 
культивирования на среде МС составляла примерно 76%, 
что сопоставимо с результатами нашей работы. 
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Рис. 2. Влияние состава среды культивирования  
на частоту каллусообразования в культуре зародышей 
яровой пшеницы, изолированных из сухих и набухших 
семян (M±SD, n = 3–5; статистически значимых различий 
выявлено не было)

Fig. 2. Effect of the cultivation medium composition  
on the frequency of callus formation in the culture of spring 
wheat embryos isolated from dry and swollen seeds  
(M±SD, n = 3–5; there were no statistically significant 
differences)

У яровой пшеницы максимальная частота каллу-
согенеза наблюдалась, напротив, на среде B5 и также 
составила примерно 70% (см. рис. 2). В целом зна-
чения частоты каллусообразования при использовании 
набухших зародышей были более вариабельны, что 
доказывает их большую чувствительность к составу 
среды, в то время как культивирование зародышей, 
не подвергавшихся набуханию, показало стабильно 
высокую частоту каллусогенеза на всех трех средах. 

Частота каллусообразования, отмеченная на среде 
МС после культивирования зародышей, изолированных 
из сухих семян, независимо от формы пшеницы, оста-
валась стабильно высокой и составила примерно 60%. 
В исследовании [27] при культивировании зрелых заро-
дышей нескольких сортов яровой пшеницы на среде MC 
средняя частота каллусообразования также составляла 
около 60%. Относительно высокая и стабильная индукция 
каллусогенеза может свидетельствовать о высокой адап-
тационной способности эксплантов, изолированных 
из сухих семян яровой пшеницы различных сортов, к 
составу данной среды.

Образование каллусов может являться промежу-
точным этапом получения растений-регенерантов [28, 29]. 
Следует отметить, что в ряде работ для повышения 
частоты образования каллусов, а также индукции мор-
фогенеза в культуре могут использоваться не только 
растительные гормоны в различных концентрациях, 
но и наночастицы различных металлов [29–31]. Тем не 
менее обычно в таких работах не учитывается скорость 
прироста биомассы каллусов, хотя данный показатель 
может отражать физиологическое состояние каллуса 
и степень адаптации к составу среды. В ходе нашей 
работы был осуществлен анализ прироста массы кал-
лусов озимой и яровой пшеницы на трех питательных 
средах и проведено сравнение скорости прироста 
биомассы каллусов в зависимости от физиологиче-
ского состояния эксплантов, изолированных из сухих 
или набухших семян. Известно, что предварительное 
замачивание семян увеличивает содержание воды в 
клетках семени и стимулирует активность гидролити-
ческих ферментов (амилазы, целлюлазы, ксилазы), 
преобразующих высокомолекулярные запасные 
вещества в более доступные простые соединения [32]. 
При достаточном содержании воды семя переходит к 
стадии прорастания, или стадии активного роста [33]. 
При этом происходит активация клеточного цикла и 
изменение гормонального состава в семени [34]. Эти 
факторы могут способствовать более быстрой адаптации 
клеток экспланта к условиям in vitro и обеспечивать 
высокую скорость роста. 

Действительно, сравнение скоростей роста каллусов, 
изолированных из сухих и набухших семян, показало, что 
высокие скорости роста были характерны для каллусов, 
полученных из зародышей набухших семян. Так, при 
культивировании зародышей озимой пшеницы, изо-
лированных из сухих семян, максимальный прирост 
биомассы каллусов наблюдался на среде МС, и к концу 
культивирования средняя масса одного каллуса была 
примерно 45 мг. На средах N6 и B5 этот показатель был 
ниже почти в 2 раза и составлял примерно 28 и 20 мг 
соответственно (рис. 3, а). 

При изучении прироста биомассы каллусов озимой 
пшеницы в культуре зародышей, изолированных из 
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набухших семян, по истечении периода культивиро-
вания средняя масса каллуса была примерно в 2 раза 
выше (рис. 3, b), чем в предыдущем эксперименте при 
культивировании зародышей сухих семян (см. рис. 3, а).  
Максимальный рост каллусов наблюдался на среде МС – 
после 1 недели масса каллуса достигала примерно 
45 мг, что было сопоставимо с результатом, полученным 
после 3 недель культивирования на той же среде заро-
дышей, изолированных из сухих семян (см. рис. 3, b). 
К концу 3-й недели масса каллусов достигала примерно 
75 мг, что было выше полученного результата при культи-
вировании зародышей, изолированных из сухих семян, 
примерно в 2 раза. Показатели роста, полученные при 
культивировании эксплантов на средах N6 и B5, также 
более чем в 2 раза превышали показатели, полученные 
при культивировании зародышей сухих семян на тех 
же средах, и достигали примерно 60 и 65 мг соответ-
ственно (см. рис. 3, b).
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Рис. 3. Влияние состава среды культивирования  
на прирост биомассы каллусов в культуре зародышей 
озимой пшеницы: а – изолированных из сухих семян;  
b – изолированных из набухших семян (M±SD, n = 3–5)

Fig. 3. Effect of the cultivation medium composition  
on the growth of callus biomass in the culture of winter 
wheat embryos: a – isolated from dry seeds; b – isolated 
from swollen seeds (M±SD, n = 3–5)

В случае культивирования зародышей яровой 
пшеницы, изолированных из сухих семян, наблюдался 
стабильный прирост биомассы на всех используемых 
средах и к концу 1-й недели культивирования показатели 
были примерно равны и значимо не различались – они 
составляли 22–28 мг (рис. 4, b). Следует отметить, что 
после 1 недели культивирования масса каллусов не 
достигала даже 10 мг как у яровой, так и у озимой 
пшеницы на всех трех средах, что могло быть связано с 
состоянием покоя, в котором находились сухие семена, 
и адаптацией изолированных клеток к питательной среде 
(см. рис. 3, а; рис. 4, а). 

По результатам культивирования зародышей 
яровой пшеницы, изолированных из набухших семян,  

к концу 3-й недели показатели массы на всех трех средах 
были примерно равны и составляли около 60 мг, что 
почти в 3 раза больше показателей, полученных при 
культивировании сухих семян (см. рис. 3, а). 

Таким образом, при использовании в качестве 
эксплантов зародышей набухших семян высокая ско-
рость прироста биомассы каллуса наблюдалась как 
у озимой, так и у яровой пшеницы вне зависимости 
от состава среды, что может быть обусловлено уско-
ренным обменом веществ [32–34] и, как следствие, 
более быстрой адаптацией изолированных клеток 
к питательной среде [34]. Повышенная адаптивная 
способность клеток может объясняться активацией 
ферментов, мобилизацией питательных веществ, а 
также ускоренным синтезом стрессовых белков и 
включением механизмов антиоксидантной защиты 
в адаптивный процесс [35, 36]. 

В соответствии с изложенным в данной работе 
установлено, что для получения стабильной каллусной 
культуры у озимой пшеницы можно использовать не 
только среду МС, но также среды N6 и B5, на что указывают 
высокая частота каллусогенеза и скорость роста кал-
лусов (см. рис. 1, 3, а, b). Для получения культуры яровой 
пшеницы предпочтительнее выбирать среды N6 и B5. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенного исследования установлено, 

что состав питательной среды не оказывал серьезного 
воздействия на частоту каллусообразования озимой и 
яровой пшеницы при культивировании зародышей, изо-
лированных из сухих семян. Результат культивирования 
показал стабильно высокую частоту каллусогенеза на 
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Рис. 4. Влияние состава среды культивирования  
на прирост биомассы каллусов в культуре зародышей 
яровой пшеницы: а – изолированных из сухих семян;  
b – изолированных из набухших семян (M±SD, n = 3–5)
Fig. 4. Effect of the cultivation medium composition  
on the growth of callus biomass in the culture of spring 
wheat embryos: a – isolated from dry seeds; b – isolated 
from swollen seeds (M±SD, n = 3–5)
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всех используемых средах как у озимой, так и у яровой 
пшеницы, что позволяет рекомендовать сухие зародыши 
в качестве эксплантов без необходимости адаптации 
состава среды культивирования.

Выявлено, что состав сред МС и N6 был наиболее 
подходящим для культивирования зародышей озимой 
пшеницы, изолированных из набухших семян. В случае 
яровой пшеницы оптимальными средами для культивиро-
вания зародышей набухших семян являлись среды N6 и B5.

Более активный рост биомассы первичных каллусов 
происходил при использовании зародышей, изолиро-
ванных из набухших семян, при этом максимальный 
рост наблюдался у озимой пшеницы на среде МС. Низкие 
показатели роста каллусов яровой пшеницы могли быть 
обусловлены ее большей чувствительностью к составу 
среды, о чем свидетельствовала в числе прочего и 
высокая вариабельность частоты каллусогенеза яровой 
пшеницы на разных средах.
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