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Одно из направлений экспериментальной оценки стресс-устойчивости растений к абиотическим
факторам в модельных условиях культуры in vitro состоит в использовании в качестве эксплантов
зиготических зародышей той или иной стадии развития (эмбриокультура in vitro). Особенно пер-
спективно в этом отношении культивирование in vitro незрелых зародышей, находящихся в крити-
ческой стадии относительной автономности. Такой зародыш, независимый от физиологических
факторов материнского организма, способен самостоятельно дать начало полноценному растению
в адекватных условиях in vitro и далее ex vitro. Это позволяет получать регенеранты напрямую, минуя
дополнительный этап формирования морфогенных каллусов. В статье на примере хлебных злаков
представлен обзор литературных и собственных данных по выявлению стадии относительной авто-
номности эмбриогенеза in vivo, а также по использованию относительно автономных зародышей в
оценке засухоустойчивости в селективных условиях in vitro. Подчеркивается, что перспективность
использования эмбриокультуры in vitro как модельной системы в оценке стресс-устойчивости рас-
тений определяется тем, что зародыш обладает всеми морфогенетическими потенциями взрослого
организма, а также сходством морфогенетических реакций растений in vivo и эксплантов/регене-
рантов in vitro, согласно принципу универсальности морфогенеза растений в естественных и экспе-
риментальных условиях.
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ВВЕДЕНИЕ

В условиях экстремальных колебаний факто-
ров внешней среды (Глобальные изменения кли-
мата …, 2009; Wang et al., 2019) проблема стресс-
устойчивости растений к абиотическим факто-
рам и особенно засухе чрезвычайно актуальна, о
чем свидетельствует обширнейшая литература
(некоторые обзоры последних лет, выполненные
по результатам исследований хлебных злаков:
Пикало и др., 2020; Raveena et al., 2019; Sallam
et al., 2019; Sattar et al., 2019).

Растениями, ведущими прикрепленный образ
жизни, на различных уровнях организации выра-
ботаны морфологические, физиологические,
биохимические и иные способы стратегической
адаптации к абиотическим стрессам (Wani et al.,
2016; Yadav, Sharma, 2016; Sattar et al., 2019; Ghor-
bel et al., 2020; Plant life …, 2020; Jogawat et al., 2021;
Yadav et al., 2021). Тем не менее, исследователями
активно разрабатываются способы повышения

устойчивости к абиотическим стрессам и созда-
ния адаптивных сортов экономически важных
сельскохозяйственных культур и особенно хлеб-
ных злаков как основного продовольственного
ресурса.

Успех селекции на устойчивость к стресс-фак-
торам в значительной степени зависит от пра-
вильной оценки этого признака у создаваемых
сортов (Драгавцев, 2019; Sallam et al., 2019). Одна-
ко решение этой проблемы вызывает трудности.
В отличие от устойчивости растений к биотиче-
ским стрессам, которая в основном зависит от
моногенных признаков, сложные ответы расте-
ний на абиотические стрессы относятся к муль-
тигенным (Дубровная, 2017; Falaknaz et al., 2019;
Wang et al., 2019). В формировании признака то-
лерантности к абиотическому стрессору у расте-
ний задействован ряд транскрипционных факто-
ров из семейств NAC, AP2/EREBP, MYB, WRKY,
bZIP, ERF/DREB и других, при этом часть из них
участвует в общем контроле развития растения
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или отдельных органов (Gupta et al., 2018; Baillo
et al., 2019; Kimotho et al., 2019; Yang et al., 2021).
Толерантность к абиотическим стрессам – слож-
ный признак и потому, что стрессор воздействует
на различные молекулярные, биохимические и
физиологические события, вовлеченные в про-
цессы роста и развития растения. В целом, неспе-
цифические реакции растений на абиотические
стрессы трудно контролировать и тем более
управлять ими (Инжеваткин, Савченко, 2016).

Для хлебных злаков разработаны различные
способы оценки устойчивости генотипов к абио-
тическим стрессам в полевых условиях in vivo.
Прямым показателем является урожай зерна
(Грабовец, Фоменко, 2016; Demydov et al., 2021 и
мн. др.), однако влияние стресса оценивается и
по косвенным морфологическим, фенотипиче-
ским и количественным показателям растений на
разных стадиях развития (Грабовец, Фоменко,
2016; Mehraban et al., 2018; Chaichi et al., 2019;
Grzesiak et al., 2019 и др.), а также с использовани-
ем генетических и молекулярно-генетических
подходов (Gahlaut et al., 2016; Eid, 2018; Sonmezo-
glu, Terzi, 2018; Dehghani et al., 2019; Falaknaz et al.,
2019; Leng, Zhao, 2019; Sakkar et al., 2019) и при-
влечением математического аппарата (Abdolshahi
et al., 2015; El-Mowafi et al., 2021). Предложены
физиологические способы прогнозирования по-
левой устойчивости злаковых растений, напри-
мер, к стресс-фактору засухи по содержанию в
листьях гормона стресса абсцизовой кислоты
(Веселов и др., 2011) и аминокислот (Yadav et al.,
2019), показателю устьичной проводимости (Ку-
доярова и др., 2013) или в условиях моделирова-
ния засухи (Алабушев и др., 2019).

В то же время оценка устойчивости злаков, как
и других растений, к абиотическим стресс-факто-
рам в полевых условиях имеет свои ограничения.
Для окончательного вывода об устойчивости/не-
устойчивости конкретного генотипа требуются
многолетние трудоемкие исследования и наблю-
дения. Кроме того, год от года могут меняться ха-
рактер и степень воздействия изучаемого стресс-
фактора, например, формироваться первичная и
вторичная виды засухи (Пикало и др., 2020).

Предложен ряд методов физиологической
оценки стресс-устойчивости злаков в лаборатор-
ных условиях. Традиционным способом такой
оценки, применяющимся, как правило, для ран-
ней диагностики селекционного материала, яв-
ляется проращивание зерновок и анализ развития
проростков in situ в растворах осмотиков, имити-
рующих, например, недостаток воды (Парфенова
и др., 2018; Сельдимирова, 2019 и мн. др.). Не-
смотря на относительность результатов, исполь-
зование таких методов позволяет выделить пер-
спективные устойчивые образцы, а комплексная
оценка устойчивости одних и тех же генотипов

злаков и в лабораторных in situ, и полевых in vivo
условиях (Баймагамбетова, Булатова, 2013; Быч-
кова, Хлебова, 2015) повышает достоверность ре-
зультатов. Из более точных, хотя и более сложных
методов ранней диагностики устойчивости гено-
типов злаков к стрессам в лабораторных условиях
in situ можно отметить использование цитологи-
ческих и молекулярных маркеров, выявляемых с
помощью световой флуоресцентной и электрон-
ной микроскопии (Kononenko et al., 2020).

В последние годы исследователи все чаще об-
ращаются к такому направлению диагностиче-
ской лабораторной оценки стресс-устойчивости
злаковых растений, как использование биотехно-
логических методов культуры in vitro клеток, тка-
ней и органов (Дубровная, 2017; Основы биотех-
нологии …, 2017; Круглова и др., 2018а; Пикало
и др., 2020; Perez-Clemente, Gomez-Cadenas, 2012;
Maleki et al., 2019). Особенно обширные исследо-
вания посвящены анализу in vitro засухоустойчи-
вости представителей этого семейства (Россеев,
2011; Тагиманова и др., 2013; Круглова и др.,
2019б; Farshadfar et al., 2012; Pykalo et al., 2018,
2019). Кроме того, эффективность методов куль-
туры in vitro злаков показана по отношению к дей-
ствию засоления (Khuder, AL-Taei, 2015; Alhasna-
wi et al., 2017; Kononenko et al., 2020), гипоксии и
апоксии (Вартапетян и др., 2014), повышенной
концентрации ионов токсических металлов (Ба-
ранова и др., 2015) и других стресс-факторов.

Использование методов культуры in vitro в ка-
честве экспериментальных способов оценки
стресс-устойчивости эксплантов имеет ряд пре-
имуществ. Помимо возможности проводить ис-
следования большой выборки генотипов практи-
чески круглый год в одних и тех же стандартизи-
рованных условиях и изучать реакцию большого
количества эксплантов на относительно неболь-
шой площади, к таким преимуществам следует
отнести возможность осуществлять строгий кон-
троль и манипуляцию эксплантами (и далее реге-
нерантами) на всех этапах их развития in vitro. Па-
раметры условий культуры in vitro, заданные ана-
логично экстремальным условиям in vivo, дают
возможность детально анализировать реакции
эксплантов/регенерантов на действие конкрет-
ных абиотических стрессов (в ряде случаев – не-
скольких стресс-факторов в комплексе), что
сложно изучить в тепличных и полевых условиях
из-за изменчивого характера действия этих стрес-
сов. Кроме того, в культуре in vitro при добавле-
нии стресс-агента в селективную среду происхо-
дит непосредственное взаимодействие со стрес-
сором практически всех клеток экспланта с их
генетическим аппаратом. Важно и то, что в ре-
зультате использования селекции in vitro возмож-
но получение регенерантов, устойчивых сразу к
нескольким стрессовым факторам (Зинченко
и др., 2013; Perez-Clemente, Gomez-Cadenas, 2012;
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Merks, Guravage, 2013; Abdelnour-Esquivel et al.,
2020). Основным преимуществом, по нашему
мнению, следует считать сходство морфогенети-
ческих реакций растений in vivo и эксплантов/ре-
генерантов in vitro, согласно принципу универ-
сальности морфогенеза растений в естественных
и экспериментальных условиях (Батыгина, 2014).

Безусловно, использование культивируемых в
селективных условиях эксплантов/регенерантов,
как и любой метод, имеет свои ограничения. Так,
введение эксплантов в культуру – сам по себе
стрессовый фактор, предполагающий адаптацию
клеток к условиям in vitro. Кроме того, при дли-
тельном культивировании возможны снижение
или даже потеря клетками морфогенетического
потенциала. Ограничения вносят и изменчивость
генома, и гетерогенность культивируемых кле-
ток, обусловленная эпигенетическими особенно-
стями экспланта. Условия селективных систем
in vitro могут индуцировать изменения морфоло-
гических, биохимических, физиологических и
вызванных сомаклональной изменчивостью ге-
нетических показателей полученных регенерантов
(Дубровная, 2017; Круглова и др., 2018а; Pykalo,
Dubrovna, 2018; Ikeuchi et al., 2019). Все это свиде-
тельствует о важности тщательного изучения по-
лученных регенерантов, обязательного проведе-
ния полевых испытаний для подтверждения их
генетической стабильности.

Тем не менее, в селективных условиях культуры
in vitro получены регенеранты злаков, толерант-
ные к различным экологически неблагоприят-
ным абиотическим факторам, например, засухе
(Россеев и др., 2011; Никитина и др., 2014; Шупле-
цова, Щенникова, 2016; Круглова и др., 2019б; Far-
shadfar et al., 2012; Pykalo et al., 2018, 2019). При
этом подтверждено сохранение повышенной то-
лерантности к засухе у потомков большинства
форм, полученных в результате клеточной селек-
ции in vitro, что указывает на мутационную при-
роду толерантности (Дубровная, 2017).

Отдельное направление оценки стресс-устой-
чивости растений в условиях культуры in vitro свя-
зано с использованием так называемой эмбрио-
культуры in vitro. Безусловная перспективность
этого направления определяется тем, что заро-
дыш обладает всеми морфогенетическими потен-
циями взрослого организма (Терехин, 1996), в
том числе способностью противостоять стрессам,
хотя эта способность может и не реализоваться.

Многочисленными исследованиями выявлены
два пути формирования регенерантов в эмбрио-
культуре in vitro – прямой и непрямой (последний
состоит в образовании регенерантов через этап
формирования морфогенных каллусов). Ранее
авторами данной статьи были выполнены обзо-
ры, посвященные анализу данных по изучению
устойчивости злаков к стрессовым абиотическим

факторам с использованием морфогенных заро-
дышевых каллусов in vitro и полученных из них
регенерантов (Круглова и др., 2018а, 2021а; Зина-
туллина, 2020). Цель данной работы – анализ ли-
тературных и собственных данных, посвященных
оценке засухоустойчивости злаков с использова-
нием регенерантов, полученных в эмбриокульту-
ре in vitro напрямую, минуя этап формирования
морфогенных каллусов.

КУЛЬТУРА in vitro АВТОНОМНЫХ 
ЗАРОДЫШЕЙ В ОЦЕНКЕ 

ЗАСУХОУСТОЙЧИВОСТИ ЗЛАКОВ

Эмбриокультура in vitro
как биотехнологический прием

Метод эмбриокультуры состоит в культивиро-
вании in vitro разновозрастных зиготических за-
родышей (Plant embryo culture …, 2011). Ханнинг
(Hannig, 1904, по: Raghavan, 2003) был первым,
кто выделил в асептических условиях зрелые зи-
готические зародыши растений родов Raphanus и
Cochlearia и культивировал их на дополненной са-
харозой минеральной среде до получения про-
ростков. Далее этот метод активно разрабатывался
многими исследователями на примере предста-
вителей различных семейств как покрытосемен-
ных, так и голосеменных растений. История раз-
вития метода эмбриокультуры in vitro подробно
изложена в работах Рагхавана (Raghavan, 2003),
Хэслэма и Еунга (Haslam, Yeung, 2011).

В настоящее время метод культивирования
in vitro разновозрастных зародышей используется
экспериментаторами в целях, например, изуче-
ния физиологических факторов, контролирую-
щих морфогенез и дифференциацию зародышей;
исследования развития зародышей, полученных
путем экстракорполярного оплодотворения яй-
цеклеток; анализа преждевременного прораста-
ния семян; разработки способов преодоления по-
коя семян (Батыгина, 2014; Raghavan, 2003;
Haslam, Yeung, 2011; Hussain et al., 2012). Этот ме-
тод незаменим как прием “спасения зародыша”
(embryo resque) по отношению к гаплоидным за-
родышам ячменя, полученным с помощью так
называемого метода bulbosum путем межвидового
скрещивания культурных форм ячменя Hordeum
vulgare L. с гаплопродюсером – многолетней са-
мостерильной луковичной формой ячменя Horde-
um bulbosum 2x (Kumari et al., 2018). Метод хорошо
зарекомендовал себя в биотехнологических ис-
следованиях злаков для получения и сохранения
амфидиплоидных и интерплоидных межвидовых
гибридов (Дьячук и др., 2009) и как эффективный
способ получения растений-регенерантов через
этап формирования морфогенных каллусов из
незрелых зародышей (подробнее см.: Круглова
и др., 2021б).
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В то же время, метод эмбриокультуры in vitro –
один из немногих, если не единственный, био-
технологический способ прямого получения рас-
тений-регенерантов злаков, минуя этап форми-
рования морфогенных каллусов. Исследователи
при этом используют как зрелые (Rostami et al.,
2013; Delporte et al., 2014 и др.), так и незрелые
(Круглова, Сельдимирова, 2011; Игнатова, 2011;
Голева и др., 2014; Никитина, Хлебова, 2014; Быч-
кова, 2016; Бычкова и др., 2016; Основы биотех-
нологии …, 2017; Круглова и др., 2019б; Zuraida
et al., 2011; Zhang et al., 2015; Noga et al., 2016) за-
родыши представителей этого семейства. Выявле-
но, что в данном случае более эффективна эмбрио-
культура in vitro именно незрелых зародышей.

Следует отметить, что при биотехнологиче-
ских исследованиях злаков с применением куль-
тивирования in vitro незрелых зародышей, за ред-
ким исключением (Круглова и др., 2019б; Zuraida
et al., 2011), авторы не сообщают, на какой имен-
но стадии развития находятся инокулируемые за-
родыши. Как правило, указывается время, про-
шедшее от опыления до инокуляции зародышей
на индукционную среду, реже – длина инокулиру-
емых зародышей; в ряде публикаций сообщается о
том, что в качестве экспланта использован “не-
зрелый зародыш”, без детализации. Причина это-
го заключается, по-видимому, в отсутствии об-
щепринятой периодизации эмбриогенеза злаков,
во-первых, основанной на детальных гистологи-
ческих данных с выявлением четких морфологи-
ческих и временных границ стадий эмбриогенеза,
во-вторых, удобной в биотехнологической прак-
тике, особенно при массовой сезонной работе.
Заметим, что нами (Круглова, 2012б; Kruglova,
2013) разработана такая периодизация для яровой
мягкой пшеницы, пока не получившая широкого
распространения.

В то же время, данные о стадии эмбриогенеза,
на наш взгляд, принципиально важны при ис-
пользовании эмбриокультуры in vitro, когда необ-
ходимо инокулировать незрелый зародыш, спо-
собный напрямую дать начало проростку и далее
растению-регенеранту. Действительно, разно-
возрастные зародыши одного и того же генотипа
по-разному реагируют на аналогичные условия
культивирования in vitro, как это выявлено, на-
пример, в ходе специальных детальных исследо-
ваний обширной коллекции сортов и гибридных
линий яровой мягкой пшеницы (Круглова,
2012а,б, 2014; Круглова и др., 2018б,в). В контек-
сте анализируемой проблемы важно охарактери-
зовать ту стадию развития, когда незрелый заро-
дыш способен самостоятельно дать начало пол-
ноценному растению. Рассмотрим этот важный
вопрос на примере злаков.

Выявление критической стадии относительной 
автономности как методологический подход

к прямому получению регенерантов
в эмбриокультуре in vitro

Развитие зародыша растений представляет со-
бой единый процесс, в результате которого из ис-
ходной тотипотентной клетки – зиготы – форми-
руется зрелый зародыш, согласно определенным
паттернам клеточных делений (Эмбриология
цветковых …, 2000; Батыгина, 2014; Methods in …,
2008; De Vries, Weijers, 2017). Эмбриогенетические
законы (закон происхождения, закон чисел, за-
кон расположения, закон экономии, по: Шам-
ров, 1997) отражают сложность этого процесса.

Особенно сложен эмбриогенез у злаков. Заро-
дыш представителей этого семейства характери-
зуется становлением дорзовентральности строе-
ния с первых этапов развития (начиная с зиготы)
и спецификой органогенеза, приводящей к уни-
кальности его строения (наличие таких высоко-
дифференцированных и специализированных
органов, как эпибласт, щиток, лигула и др.). Все
это дало основание выделить особый тип эмбрио-
генеза злаков – Graminad (Батыгина, 2014 и ра-
нее). Правомочность выделения Graminad-типа
эмбриогенеза подтверждается исследованиями
различных видов злаков (Круглова и др., 2019а).

Хорошо известно, что зиготический зародыш
в своем морфогенезе проходит ряд дискретных
взаимосвязанных стадий, различающихся как по
морфофизиологическим процессам, функцио-
нальной нагрузке, продолжительности, так и зна-
чению для дальнейшего развития. Каждая из ста-
дий эмбриогенеза, несмотря на все разнообразие
происходящих в это время процессов, направлена
на реализацию морфогенетического потенциала
зародыша и онтогенетической программы разви-
тия особи в целом, а зародыш демонстрирует свой-
ства динамичной системы с пульсирующим ха-
рактером функционирования своих элементов
(Батыгина, 2014).

Ряд стадий эмбриогенеза исследователи отно-
сят к критическим.

В литературе представлены различные мнения
о критериях выделения критических стадий эм-
бриогенеза растений. Т.Б. Батыгиной и В.Е. Ва-
сильевой (Батыгина, Васильева, 1983) в основу
выделения таких стадий положен системный
подход к дифференциации зародыша с учетом
морфогенетических и морфофизиологических
корреляций в развитии эмбриональных структур;
при этом критическими стадиями авторы называ-
ют отрезки времени, характеризующиеся сменой
структурно-функциональных характеристик в
развитии зародыша и окружающих тканей семе-
ни и плода. И.И. Шамров с соавт. (Шамров, 2008;
Shamrov, Anisimova, 2003 и др.) в работах, посвя-
щенных периодизации развития семязачатка и
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семени цветковых растений, на основании
морфогенетических и морфофизиологических
корреляций критическими стадиями называют
относительно короткие отрезки времени, связан-
ные со структурно-функциональными пере-
стройками семязачатка и семени и названные по
основной образующейся эмбриональной струк-
туре. Как полагают Уоринг и Филипс (Wareing,
Phillips, 1981), в критические стадии эмбриогене-
за растений происходит переключение програм-
мы развития зародыша на альтернативные пути, а
те или иные его части становятся “детерминиро-
ванными” в отношении их дальнейшей диффе-
ренциации. Эта точка зрения во многом согласует-
ся с понятием эмбриональной индукции у живот-
ных – взаимодействием эмбриональных закладок,
ведущим к формообразовательному эффекту по-
средством ткани-мишени, которая становится
детерминированной к определенному типу раз-
вития; затем детерминированное состояние тка-
ни реализуется в процессе дифференциации (Gil-
bert, 2018).

Цикл работ Т.Б. Батыгиной и В.Е. Васильевой
(Батыгина, 1987, 2014; Батыгина, Васильева, 1987;
Васильева, Батыгина, 1997; Batygina, Vasilyeva,
1987, 1988; Vasilyeva, Batygina, 2006) посвящен
анализу критической стадии относительной авто-
номности зародыша цветковых растений как
проявлению автономизации онтогенеза особи.
Исследователи полагают, что, в отличие от пол-
ной автономности, когда прекращаются все
структурные и функциональные связи зародыша
с материнским организмом (плодом, семенем), и
не зависимый от окружающих тканей зародыш
способен к саморегуляции и образованию про-
ростка, на стадии относительной автономности
зародыш становится независимым от физиологи-
ческих и биохимических факторов материнского
организма, главным образом гормонов. Иначе го-
воря, на стадии относительной автономности за-
крепляется жесткая детерминация пути развития
зародыша как нового организма. Учитывая, что
становление автономности – сложный длитель-
ный процесс, исследователи предлагают ввести
понятие “степень автономности” как количе-
ственное и временнóе выражение зависимости
зародыша от материнского организма.

Проблема относительной автономности заро-
дышей на примере злаков в сравнении с предста-
вителями других семейств цветковых растений
проанализирована в работе (Круглова и др.,
2020). Авторы полагают, что, с одной стороны,
выявление этой критической стадии эмбриогене-
за, во многом обусловленной структурными осо-
бенностями зародыша злаков, способствует ре-
шению ряда проблем теоретической морфологии
и эволюции высших растений. С другой стороны,
данные об относительной автономности зароды-
ша имеют практическое значение при выявлении

и характеристике статуса незрелых зародышей
злаков, оптимальных для использования в эм-
бриокультуре in vitro с целью прямого получения
растений-регенерантов в условиях in vitro и далее
ex vitro.

Предложены два критерия выявления стадии
относительной автономности зародышей расте-
ний: первый – способность зародышей завер-
шить эмбриогенез и сформировать нормальные
проростки в культуре in vitro на безгормональной
среде (Батыгина, Васильева, 1987); второй (более
жесткий) – способность зародышей не только за-
вершить эмбриогенез и сформировать проростки
на безгормональной среде, но и дать начало пол-
ноценным фертильным регенерантам в условиях
ex vitro с анализом лабораторной всхожести полу-
ченных зерновок (Круглова, 2013).

Выявление стадии относительной автономно-
сти развивающихся зародышей злаков детально
проведено на примере ячменя и пшеницы. Ис-
следование незрелых зародышей культурных
форм ячменя Hordeum vulgare L., согласно первому
критерию, показало, что зародыши этого злака
становятся относительно автономными на 10–14
сут в зависимости от генотипа (Игнатова, 2011). В
результате анализа обширной коллекции сортов
и гибридных комбинаций яровой мягкой пшени-
цы Triticum aestivum L. на основе второго критерия
выявлена относительная автономность их заро-
дышей, в зависимости от генотипа, на 12–15 сут
после опыления (Круглова, 2014; Круглова и др.,
2018б,в). Некоторое несоответствие временных
показателей становления относительной авто-
номности зародышей ячменя и пшеницы, поми-
мо климатических условий зон произрастания и
погодных условий вегетационных сезонов, мож-
но объяснить таксоноспецифичностью этой
критической стадии, которая характеризуется
комплексом морфогенетических и физиолого-
биохимических признаков зародыша у предста-
вителей конкретного таксона (в данном случае –
вида). Заметим, что аналогичный таксоноспеци-
фичный “разброс” проявления стадии относи-
тельной автономности демонстрируют и исследо-
ванные в этом отношении зиготические/сома-
тические зародыши двудольных (Васильева,
Батыгина, 1997).

Публикаций, специально посвященных оценке
гистологического статуса зародышей злаков в
критической стадии относительной автономно-
сти, в литературе представлено немного. Так, в
сводке (Васильева, Батыгина, 1997) в качестве та-
ковой указана стадия дифференциации щитка и
апекса побега. В то же время высказано мнение
(Круглова и др., 2020), что критической стадией
относительной автономности зародышей злаков
следует считать стадию дифференциации всех ор-
ганов, свойственных зародышу злаков: щиток
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(семядоля), лигула, почечка, состоящая из апекса
побега и первого листа, колеоптиль, эпибласт,
колеориза, мезокотиль, зародышевый корень.
Такой гистологический статус выявлен у зароды-
шей пшеницы на 12–15 сут после опыления
(Круглова и др., 2018б,в), что лишний раз под-
тверждает правомерность использования второ-
го, более жесткого, критерия выявления стадии
относительной автономности зародышей расте-
ний, по крайней мере у исследованных в этом от-
ношении генотипов пшеницы.

В работе (Сельдимирова и др., 2017б) приведе-
ны данные ультраструктурных исследований кле-
ток незрелого зародыша пшеницы на 15–17 сут
после опыления (частично соответствует стадии
относительной автономности – Авт.). Выявлено,
что клетки щитка такого зародыша содержат ли-
пидные капли и крупные амилопласты, аккуму-
лирующие крахмал. В клетках апекса побега име-
ются митохондрии и единичные хорошо разви-
тые хлоропласты. Представленные в этой работе
данные о наличии липидных капель и об аккуму-
ляции крахмала в клетках щитка зародыша пше-
ницы свидетельствуют о синтезе в этих клетках
конституционных веществ, а в целом об их высо-
кой метаболической активности. Это подтвержда-
ется и наличием в клетках апекса побега такого за-
родыша хорошо развитых митохондрий и пластид
в виде хлоропластов.

Готовность зародышей в стадии относитель-
ной автономности к самостоятельному развитию
характеризуется и рядом физиологических при-
знаков, главным образом наличием в них эндо-
генных гормонов (независимость от экзогенных
гормонов подтверждается успешным культиви-
рованием относительно автономных зародышей
in vitro на безгормональной среде).

Известно, что собственная гормональная си-
стема злаков, как и других растений, формирует-
ся постепенно в ходе эмбриогенеза и активно
участвует в регуляции процессов роста и развития
зародышей (Круглова и др., 2019а). Можно пола-
гать, что ключевые гормоны морфогенеза – аук-
сины, влияющие на рост клеток, и цитокинины,
влияющие на клеточные деления (Медведев, Ша-
рова, 2011), присутствуют в зародышах злаков на
стадии относительной автономности (около 12–
15 сут после опыления), хотя специальных иссле-
дований не проводилось. Такое предположение
подтверждается, например, результатами гормо-
нальных исследований сухой массы развивающих-
ся зерновок пшеницы: на 12 сут после опыления в
них отмечено резкое увеличение содержания ИУК
(индолилуксусной кислоты) и цитокининов, со-
ответствующее быстрому увеличению размера
зерновки (Hess et al., 2002), а также зерновок яч-
меня: на 14 сут после опыления зафиксирован
максимальный показатель содержания в них

цитокининов (Сельдимирова и др., 2018). Кроме
того, интенсивное окрашивание на ИУК отмече-
но в клетках апикальной части зародыша и в клет-
ках развивающихся органов зародыша пшеницы
в фазу органогенеза, включающую стадию диф-
ференциации апекса побега и органов (Сельди-
мирова и др., 2017а).

В целом, зародыш злаков, находящийся в кри-
тической стадии относительной автономности,
по своему морфологическому, гистологическому
и физиологическому (гормональному) статусу го-
тов к самостоятельному развитию, независимо от
материнского организма. В практике биотехноло-
гических исследований методом эмбриокультуры
in vitro именно относительная автономность яв-
ляется той стадией развития инокулируемых не-
зрелых зародышей, начиная с которой они дадут
начало нормальным проросткам и далее растени-
ям в условиях как in vitro, так и ex vitro.

Относительно автономные зародыши злаков
в оценке засухоустойчивости в селективных 

условиях in vitro

Физиологическая засуха – неблагоприятное
сочетание метеорологических условий, при кото-
рых растения испытывают длительный водный
дефицит в воздухе и почве (Кузнецов, Дмитриева,
2011). Это один из наиболее распространенных
абиотических стресс-факторов не только в засуш-
ливых, но и в полузасушливых регионах мира,
приводящий к значительным потерям урожая
сельскохозяйственных растений и возникнове-
нию угрозы продовольственной безопасности
(Plant life …, 2020). Высказано мнение, что недо-
статок воды в почве наносит значительно боль-
ший вред растениеводству, чем все другие стрес-
совые факторы, вместе взятые (Дубровная, 2017;
Пикало и др., 2020). В целом, важность исследо-
ваний различных аспектов влияния засухи и фор-
мирования адаптивной устойчивости к этому
стресс-фактору у сельскохозяйственных растений,
включая хлебные злаки, невозможно переоценить.

Одно из перспективных биотехнологических
направлений, позволяющих дать оценку имею-
щихся или создаваемых сортов и гибридных ком-
бинаций злаков по признаку устойчивости к
стресс-фактору “засуха” – использование эм-
бриокультуры относительно автономных зароды-
шей in vitro на селективной питательной среде,
имитирующей дефицит влаги. Действительно,
степень структурной и функциональной диффе-
ренциации таких зародышей обусловлена не
только его генотипом (тип эмбриогенеза, специ-
фика развития), но и генотипом всего материнско-
го организма (условия внутри развивающегося се-
мени, опосредованно связанного с материнским
организмом в целом), в том числе способностью
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особи противостоять засухе (Васильева, Батыги-
на, 1997).

В качестве введенных в питательную среду се-
лективных осмотических агентов, имитирующих
засуху, в практике культивирования in vitro злаков,
как и представителей других семейств растений,
используют полиэтиленгликоль с молекулярной
массой 6000 (ПЭГ 6000) или 10000 (ПЭГ 10000),
маннит, сорбит, сахарозу, хлорид натрия различ-
ных концентраций (Никитина и др., 2013, 2014;
Бычкова, Хлебова, 2015; Сельдимирова, 2019;
Pykalo et al., 2018, 2019 и др.). Особенной популяр-
ностью пользуется ПЭГ 6000, который за счет вы-
сокой молекулярной массы не проникает в клетки,
но вызывает коллапс клеточных стенок и сжатие
протопласта, то есть удачно имитирует водный
баланс клеток в условиях осмотического стресса
(Freitas et al., 2020). В то же время селективная си-
стема in vitro с введением маннита эффективнее,
поскольку обеспечивает более полную элимина-
цию чувствительных клеток и более высокую
жизнеспособность выживших растений-регене-
рантов (Дубровная, 2017; Пикало и др., 2020).
В целом, в каждом конкретном случае исследова-
тели делают свой выбор в пользу того или иного
иммитанта засухи, в зависимости от целей и усло-
вий экспериментов.

Однако, несмотря на перспективность, иссле-
дований незрелых относительно автономных за-
родышей злаков в культуре in vitro на селективных
средах с введением имитатора засухи в доступной
литературе сравнительно немного. По мнению
О.В. Дубровной с соавт. (Дубровная и др., 2014,
по: Пикало и др., 2020), это можно объяснить не-
достаточной разработанностью такой биотехно-
логии, и с этим мнением следует согласиться.

Е.Д. Никитиной с соавт. (Никитина и др.,
2014) проведена оценка эффективности различ-
ных способов клеточной селекции (жесткая, мяг-
кая и смешанная) сортов яровой мягкой и твер-
дой пшеницы, различавшихся по показателю за-
сухоустойчивости в полевых условиях, на
устойчивость к индуцированному хлоридом на-
трия осмотическому стрессу культивируемых
in vitro незрелых зародышей (авторы не применя-
ют термин “эмбриокультура in vitro”). Сравни-
тельный анализ уровня полевой засухоустойчи-
вости сорта и реакции на способ отбора показал,
что успех регенерации при мягкой селекции
определяется в большей степени регенерацион-
ным потенциалом генотипа in vitro, а не его устой-
чивостью к засухе. Жесткая селекция с использо-
ванием сублетальной дозы хлорида натрия как се-
лективного агента для отбора стресс-устойчивых
регенерантов мягкой пшеницы возможна лишь
для генотипов с высоким регенерационным по-
тенциалом. Полученные данные соответствуют
общепринятому мнению, что регенерация в куль-

туре in vitro определяется в первую очередь осо-
бенностями генотипа донорного растения (Ikeu-
chi et al., 2019; Sugimoto et al., 2019). Эта работа инте-
ресна и тем, что авторы провели изучение стресс-
устойчивости ряда сортов твердой пшеницы, ис-
следования которой в условиях in vitro не столь
многочисленны.

Результаты детальных исследований засухо-
устойчивости относительно автономных незре-
лых зародышей обширной коллекции родитель-
ских сортов и гибридных комбинаций прямых и
реципрокных скрещиваний яровой мягкой пше-
ницы в селективных условиях культуры in vitro
приведены в работах Н.Н. Кругловой с соавт.
(Круглова, 2012в, 2013, 2014; Круглова и др.,
2018б,в, 2019б). Исследователи применили жест-
кий критерий оценки засухоустойчивости незре-
лых зародышей по их способности дать начало
проростку, развивающемуся до фенофазы куще-
ния in vitro в условиях, имитирующих дефицит
влаги введением в состав питательной среды ос-
мотика ПЭГ 6000 сублетальной концентрации
12–14%, оценкой развития проростка до фенофа-
зы полной спелости зерна в почвенных условиях
ex vitro, а также проанализировали лабораторную
всхожесть полученных зерновок in situ. В результате
исследований выявлены генотипы пшеницы, ха-
рактеризующиеся как способностью незрелых за-
родышей к формированию проростков в условиях
имитации засухи, так и достаточно высокой лабо-
раторной всхожестью зерновок. Интересно, что
авторами не выявлена зависимость между устой-
чивостью/неустойчивостью к засухе незрелых за-
родышей родительских сортов и их гибридов; от-
мечены случаи, когда при скрещивании незасу-
хоустойчивых сортов получены гибриды с
достаточно высокой степенью устойчивости незре-
лых зародышей в селективных условиях in vitro. По-
видимому, такая отзывчивость зародышей гибри-
дов определяется сложным взаимодействием ге-
нотипов родительских форм; возможно, этот
признак контролируется множественными гена-
ми, что характерно для количественных призна-
ков (Драгавцев, 2019). Выявленные в результате
многолетних наблюдений засухоустойчивые ге-
нотипы рекомендованы в качестве исходных
форм к включению в селекционные программы
по созданию районированных сортов, перспек-
тивных по признаку устойчивости к засухе. Кро-
ме того, исследователи подчеркивают, что выяв-
ление и селективный отбор in vitro толерантных к
дефициту воды незрелых зародышей в стадии от-
носительной автономности позволяет дать экс-
пресс-диагностическую оценку засухоустойчиво-
сти каждого вновь создаваемого сорта (первона-
чально – гибридной комбинации) пшеницы.
Ускорение в данном случае достигается за счет
того, что гибридная комбинация диагностируется
на засухоустойчивость на самой ранней стадии
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онтогенеза – зародыше, а не путем лабораторной
оценки зрелого зерна или полевой оценки расте-
ния, как это принято в рутинной селекционной
практике. Этот вывод можно отнести к селекци-
онным исследованиям всех хлебных злаков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Стресс-устойчивость растений – сложный

процесс, определяемый количественными при-
знаками мультигенного наследования, поэтому
так перспективны разработки различных модель-
ных экспериментальных систем для исследова-
ния этого биологического феномена. К таким си-
стемам можно отнести культуру in vitro клеток,
тканей и органов, дающую возможность прибли-
зиться как к пониманию закономерностей и осо-
бенностей ответных реакций растений на воздей-
ствие абиотических стресс-факторов, так и к раз-
работке способов управления адаптацией
растений к стресс-условиям.

Одной из экспериментальных систем для
изучения клеточных и тканевых механизмов ре-
акции растений на различные стресс-факторы
может служить такое направление эмбриокульту-
ры in vitro, как культивирование незрелых зиготи-
ческих зародышей в стадии относительной авто-
номности. Основанием для использования такой
системы является обладание зародышем всеми
морфогенетическими потенциями взрослого ор-
ганизма, а также основанное на универсальности
путей морфогенеза сходство ответных реакций
растений in vivo и эксплантов (в данном случае –
автономных незрелых зародышей) in vitro.

В то же время, несмотря на более чем 110-лет-
нюю историю изучения эмбриокультуры in vitro,
работ, посвященных использованию этого мето-
да в стресс-оценке растений, в отличие от ис-
пользования в аналогичных целях зародышевых
каллусных культур in vitro, не так много. Тем не
менее, биотехнологии с использованием незре-
лых зародышей в стадии относительной автоном-
ности могут способствовать прямому получению
стресс-устойчивых регенерантов. Преимущество
данного подхода состоит в инокуляции незрелых
зародышей, уже не зависимых от физиологиче-
ских факторов материнского организма. Струк-
турная и физиологическая готовность относи-
тельно автономных зародышей к дальнейшему
нормальному развитию и формированию полно-
ценных регенерантов позволит сэкономить время
исследований. Так, согласно нашим подсчетам
по пшенице, при этом достигается выигрыш во
времени не менее чем в 15 сут в сравнении с ис-
пользованием зрелых зародышей. Кроме того,
использованием культуры in vitro незрелых авто-
номных зародышей можно избежать дорогостоя-
щих и трудоемких этапов формирования морфо-
генных каллусов и индуцирования в них регене-

рации растений путем чередования питательных
сред. Это особенно важно и в тех случаях, когда
цель биотехнологии состоит в минимизации со-
маклональной изменчивости, обычно связанной
с использованием каллусных культур in vitro.

В целом, использование культуры in vitro не-
зрелых зародышей в стадии относительной авто-
номности можно оценивать как удобный и на-
дежный биотехнологический инструмент для
экспресс-тестирования генотипов хозяйственно
ценных растений на действие различных стрессов
и как один из способов создания устойчивых к
стресс-факторам районированных сортов – ко-
нечной цели селекции.

Дальнейшее развитие биотехнологий культи-
вирования in vitro относительно автономных за-
родышей можно связать с успехом применения
молекулярно-генетических подходов, данными
функциональной геномики, результатами иссле-
дований трансгенеза, что даст новые возможно-
сти классической селекции в области разработок
повышения стресс-устойчивости хозяйственно
ценных растений, в том числе злаков.
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In Vitro Culture of Autonomous Embryos as a Model System for the Study
of Plant Stress Resistance to Abiotic Factors (on Example of Cereals)

N. N. Kruglovaa, * and A. E. Zinatullinaa

a Ufa Institute of Biology, Ufa Federal Research Centre of RAS, Ufa, Russia
*e-mail: kruglova@anrb.ru

One of the directions of experimental evaluation of plant stress resistance to abiotic factors under in vitro cul-
ture model conditions is the use of zygotic embryos of a particular stage of development (in vitro embryo cul-
ture) as explants. Especially prospective in this respect is the culture in vitro of immature embryos that are at
the critical stage of relative autonomy. Such embryo, independent from the physiological factors of the moth-
er’s body, is able to give autonomous rise to the full-fledged plant under adequate conditions in vitro and then
ex vitro. This makes it possible to obtain regenerants directly, avoiding the additional stage of morphogenic
callus formation. The article on the example of cereals presents the review of the literature and own data on
the identification of the relative autonomy stage of embryogenesis in vivo, as well as the use of relatively au-
tonomous embryos in the assessment of drought resistance under selective conditions in vitro. It is empha-
sized that the prospects of embryo culture in vitro using as a model system in evaluating of plant stress resis-
tance are determined by the fact that the embryo has all morphogenetic potentials of an adult organism, as
well as by the similarity of morphogenetic reactions of plants in vivo and explants/regenerants in vitro accord-
ing to the principle of universality of plant morphogenesis in natural and experimental conditions.

Keywords: embryogenesis, embryo autonomy, embryo culture in vitro, stress, drought, resistance, cereals
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