
УДК 633.116.581.143.5

ФОРМИРОВАНИЕ ПОЛИЭМБРИОИДОВ В КУЛЬТУРЕ IN VITRO
ПЫЛЬНИКОВ ПШЕНИЦЫ

О.А. СЕЛЬДИМИРОВА

Институт биологии Уфимского научного центра Российской академии наук 
450054 Уфа, просп. Октября, 69

Проведен анализ морфогенеза полиэмбриоидов в культуре in vitro пыльников
яровой мягкой пшеницы. Выявлены структурные механизмы формирования по-
лиэмбриоидов, рассмотрена роль синтетического ауксина 2,4-Д в индукции их
образования.
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В настоящее время получение гаплоидов в культуре изолированных
пыльников in vitro — общепризнанный способ коммерческой селекции
хлебных злаков [15, 17, 33, 35].

Известно, что формирование андроклинных гаплоидов происхо-
дит посредством эмбриоидогенеза (формирования зародышеподобных
структур) или регенерации растений в каллюсной культуре. Эмбриоидо-
генез рассматривается как более эффективный и выгодный по сравне-
нию с каллюсогенезом способ получения гаплоидов, поскольку он не
связан с прохождением сложного и многоступенчатого процесса образо-
вания зачастую генетически неоднородного каллюса и не требует трудо-
емкой процедуры многократных пересадок на различные среды (обзоры
[6, 7]).

Основная проблема получения гаплоидов посредством эмбриоидо-
генеза — низкий выход растений-регенерантов. Одним из способов ее
решения является индукция образования особого типа эмбриоидов —
полиэмбриоидов, для которых характерно формирование в их апикаль-
ной части множественных точек роста, что позволяет получать большее
количество растений-регенерантов.

В литературе имеются только единичные упоминания о формирова-
нии полиэмбриоидов андроклинного происхождения [2, 14, 18, 25, 29] и
полностью отсутствуют данные об их генезисе.

В связи с этим цель нашей работы состояла в проведении анализа
морфогенеза полиэмбриоидов в культуре in vitro пыльников яровой мяг-
кой пшеницы.

Методика

Объектом исследования была яровая мягкая пшеница сорта Жница, ха-
рактеризующаяся высокой отзывчивостью в культуре in vitro изолиро-
ванных пыльников.
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Для получения полиэмбриоидов использовали метод культуры in
vitro пыльников яровой мягкой пшеницы [5]. Образцы для сканирующей
электронной микроскопии (СЭМ) готовили согласно Миронову и соавт.
[11], высушивали их с помощью прибора «Critical point» (Hitachi, Япо-
ния), электронпроводящее покрытие создавали термическим напылени-
ем золота в вакууме с применением вакуумного универсального поста
(ВУП). Объекты изучали с применением сканирующих электронных
микроскопов марок JSM 35 и JSM-6390 («Jeol», Япония). После иссле-
дования методом СЭМ образцы выдерживали в 70 %-м этаноле, обезво-
живали в серии водных растворов этанола возрастающей концентрации
и помещали в гисторезину Technovit 7100 (2-hydroxyethyl-metacrylate)
(Heraeus Kulzer) согласно рекомендациям производителя. Срезы изготав-
ливали на микротоме марки НМ 325 («Microm», Германия) и окрашива-
ли по описанию [31]. Постоянные микротомные препараты просматри-
вали и фотографировали на микровизоре проходящего света Vizo-103
(«ЛОМО ФОТОНИКА», г. Санкт-Петербург).

Результаты и обсуждение

Установлено, что для индукции формирования андроклинных полиэмб-
риоидов в культивируемых пыльниках пшеницы сорта Жница (низко-
ауксиновый генотип по классификации [3]) необходима концентрация
2,4-Д в среде Potato II 1,0 мг/л. 

Для анализа формирования полиэмбриоидов мы применяли разра-
ботанную нами совместно с лабораторией эмбриологии и репродуктив-
ной биологии БИН РАН (г. Санкт-Петербург) методику, которая дает
возможность методом СМ исследовать образцы, ранее изученные мето-
дом СЭМ. Это позволяет совмещать данные о внешнем и внутреннем
строении объекта и четко идентифицировать тот или иной путь морфо-
генеза in vitro.

В ходе исследования установлено, что начальные этапы развития
полиэмбриоидов соответствуют таковым эмбриоидов (развитие андро-
клинных эмбриоидов описано в работах [6, 12]). 

Как и при формировании эмбриоидов, развитие полиэмбриоидов
начинается с симметричного деления инициальных клеток — сильнова-
куолизированных микроспор. Дальнейшие деления приводят к форми-
рованию глобулярных многоклеточных структур. В ходе их развития
происходит постепенное становление полярности и, в конечном итоге,
обособление апикальных и базальных полюсов полиэмбриоидов. При
этом наблюдается переход от относительно равномерного распределения
клеточных делений по всему объему полиэмбриоидов к клеточным деле-
ниям преимущественно в апикальной части, вследствие чего последняя
приобретает шаровидную форму и увеличивается в размере (рис. 1, а, б).

С этого момента развитие эмбриоидов и полиэмбриоидов различа-
ется. В то время как в апикальной части эмбриоидов начинаются про-
цессы органогенеза, апикальная часть полиэмбриоидов продолжает рав-
номерно увеличиваться в размере (см. рис. 1, в, г). Это приводит к тому,
что на ней возникают множественные симметрично расположенные и
равноценные меристематические очаги (см. рис. 1, г).

После формирования меристематических очагов завершается фаза
бластомеризации полиэмбриоидов и начинается фаза органогенеза.
Каждый из меристематических очагов дает начало щитку и апикальной
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меристеме побега. Как правило, в полиэмбриоидах закладывается от 3 до
5 щитков (рис. 2, а, б). При этом все щитки частично сросшиеся в ос-
новании, тогда как каждая апикальная меристема — самостоятельная и
окружена собственным колеоптилем.

В целом процесс заложения и формирования органов в полиэмбри-
оидах характеризуется той же последовательностью, что и в зиготических
зародышах и эмбриоидах. Переход к органогенезу в эмбриоидах начина-
ется с заложения щитков и апексов побега (см. рис. 2, а), затем последо-
вательно закладываются колеоптиль, примордии первых листьев и мери-
стемы зародышевого корня (см. рис. 2, в—д). Следует отметить, что
несмотря на формирование множественных апикальных меристем побега,
как правило, формируется только один корень (см. рис. 2, г, д). Достаточ-
но часто наблюдаются случаи кливажа, когда формируются два полиэмб-
риоида, объединенные своими корневыми полюсами (см. рис. 2, в).
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Рис. 1. Полиэмбриоиды в фазе бластомеризации: 

а — обособление апикальной и базальной частей полиэмбриоида (СЭМ); б — постоянный препарат
полиэмбриоида, изображенного на рис. 1, а; в — формирование в апикальной части полиэмбриои-
да меристематических очагов (СЭМ); г — постоянный препарат с полиэмбриоида, изображенного
на рис. 1, в; АпЧ — апикальная часть; БзЧ — базальная часть; МО — меристематический очаг (мас-
штаб — 100 мкм)



Сформированные полиэмбриоиды (рис. 3, а) имеют все органы,
присущие зиготическим зародышам пшеницы. В ряде случаев развитие
органов происходит с некоторыми отклонениями. В частности, значи-
тельное увеличение размеров множественных щитков, как правило, со-
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Рис. 2. Полиэмбриоиды в фазе органогенеза:

а, б — формирование в апикальной части полиэмбриоида соответственно 3 и 5 щитков (СЭМ); в —
формирование органов в кливажном полиэмбриоиде (СЭМ); г — постоянный препарат с полиэмбри-
оида 1, изображенного на рис. 2, в; д — постоянный препарат с полиэмбриоида 2, изображенного на
рис. 2, в; АМ — апикальная меристема побега; Кр — корень, КрП — корневой полюс; ПЛ — первый
лист; Щ — щиток (масштаб: а, б — 100 мкм, в—д — 200 мкм)



провождается формированием незамкнутой структуры колеоптиля и от-
сутствием эпибласта (см. рис. 2, а, в; 3, а), в то время как увеличение
размеров исходных апикальных меристем побега (см. рис. 2, а) приво-
дит к возникновению множественных (до 5) вторичных апикальных ме-
ристем, часто образующих систему фасциированных побегов.

Однако, несмотря на такие аномалии строения, сформированные
полиэмбриоиды способны к прорастанию и формированию гаплоидных
растений-регенерантов (см. рис. 3, б, в). Кроме того, на примере куку-
рузы показано, что в потомстве растений-регенерантов такие аномалии
не проявляются [4].

Возможный физиологический механизм формирования полиэмбри-
оидов может быть следующим. Известно, что основной фактор индук-
ции андроклинии у злаков — введение в состав питательной среды син-
тетического гормона ауксинового типа действия 2,4-Д (обзор [8]). Кроме
того, известно, что ауксины — обязательные участники координации
морфогенеза, оказывающие влияние на деление, рост и дифференциа-
цию клеток — процессов, которые лежат в основе морфогенеза [1, 10].
Считается, что негомогенное распределение ауксина (градиенты аукси-
на) играет главную роль в становлении симметрии зародыша; потоки
ауксина, создавая позиционную информацию, действуют как мощней-
ший морфогенетический фактор и определяют дифференциацию орга-
нов зародыша [10, 16, 23, 24, 27].

Ранее было показано, что индукция формирования эмбриоидов, по
строению подобных зиготическим зародышам пшеницы, происходит
при внесении в индукционную питательную среду самых низких кон-
центраций 2,4-Д, способных вызвать индукцию морфогенеза in vitro в
культивируемых пыльниках пшеницы [6] (для сорта Жница она состав-
ляет 0,5 мг/л). Некоторые авторы считают, что низкие уровни экзоген-
ных ауксинов делают возможным формирование полярного градиента
эндогенных ауксинов. Это, в свою очередь, является необходимым усло-
вием для нормальной дифференциации эмбриоидов [28, 32, 34].

Повышение концентрации 2,4-Д в индукционной питательной сре-
де приводит к формированию полиэмбриоидов. Предполагается, что в
культуре in vitro 2,4-Д диффундирует по градиенту концентрации из пи-
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Рис. 3. Прорастание полиэмбриоидов:

а — прорастающий полиэмбриоид (СЭМ); б — проросток полиэмбриоида in vitro (прижизненная съем-
ка); в — проросток полиэмбриоида перед высаживанием в почву (прижизненная съемка); Кл — коле-
оптиль; ПЛ — первый лист; Щ — щиток; 1—3 — побеги, возникшие из разных апикальных меристем
побега (масштаб: а — 500 мкм; б, в — 1 см)



тательной среды в культивируемые эксплантаты через плазмалемму [1],
так как ауксины представляют собой слабые липофильные кислоты, ко-
торые диссоциируют в водных растворах. Это означает, что со снижени-
ем рН раствора увеличивается доля недиссоциированных молекул аукси-
на. Обычно рН цитоплазмы значительно превышает рН внеклеточного
раствора. В этих условиях недиссоциированные молекулы ауксина диф-
фундируют сквозь плазмалемму внутрь клеток и диссоциируют там, в
соответствии с рН цитоплазмы, поддерживая тем самым градиент кон-
центраций и поток нейтральных молекул в цитоплазму. Вследствие низ-
кой проницаемости диссоциированных молекул ауксинов они накапли-
ваются в клетке [1, 30]. Возможно, что повышение концентрации 2,4-Д
в среде ведет к ее накоплению в клетках андроклинных структур и, сле-
довательно, к нарушению полярного градиента эндогенного ауксина.

Косвенное подтверждение этого предположения содержится в работах
по получению полиэмбрионов обработкой зиготических зародышей 2,4-Д
или ингибиторами полярного транспорта ауксина [13, 20—22, 24, 26].

Фишер и Неухаус [23] выявили, что в недифференцированном зи-
готическом зародыше пшеницы место возникновения апекса побега не
детерминировано строго, но существует кольцо клеток вокруг апикаль-
ной части зародыша, компетентных к формированию меристемы побе-
га. В условиях in vivo ауксин из базальной части зародыша транспорти-
руется полярно в двух направлениях: к месту дифференциации апекса
побега и к месту дифференциации щитка и недоступен для других групп
клеток зародыша. Однако при нарушении транспорта ауксин может на-
капливаться в клетках, в которых обычно его содержание низко. Авторы
предположили, что эти клетки могут быть уже морфогенетически компе-
тентными к дифференциации органов, либо же им для этого требуется
импульс в виде потока ауксина. В результате формируются дополнитель-
ные меристемы побега и полиэмбрионы.

По мнению Хациус [26], недифференцированный зародыш уже об-
ладает «апикальным доминированием». При действии ростовыми веще-
ствами, вероятно, повреждается группа клеток, из которой позднее воз-
никает апекс побега и которая подавляет формирование других апексов.
При этом функционирование клеток будущего апекса тормозится, а клет-
ки, которые в норме должны давать начало семядолям, дают начало но-
вым апексам.

По-видимому, андроклинные полиэмбриоиды формируются в ре-
зультате накопления 2,4-Д в многоклеточных структурах (глобулярных
эмбриоидах) и диффузного распределения ее избыточного количества.
Однако это предположение требует доказательств, в частности, метода-
ми иммунолокализации фитогормонов.

В целом изучение генезиса полиэмбриоидов обоих типов имеет несо-
мненное практическое значение, поскольку позволяет уточнить гипотезу
о механизме гормональной регуляции становления полярности и симмет-
рии в эмбриогенезе злаковых и подойти к управлению этими процессами
в условиях in vitro с целью создания форм с новыми признаками. Вместе
с тем оно позволит внести вклад в решение таких важных фундаменталь-
ных проблем, как морфологическая природа органов зародыша однодоль-
ных растений и эволюционное становление однодольности.

Автор выражает искреннюю благодарность заведующей лаборатори-
ей экспериментальной эмбриологии растений Института биологии Уфим-
ского НЦ РАН профессору Н.Н. Кругловой за всестороннюю помощь
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ФОРМУВАННЯ ПОЛIЕМБРIОЇДIВ У КУЛЬТУРI IN VITRO ПИЛЯКIВ ПШЕНИЦI

О.О. Сельдимирова

Iнститут біології Уфимського наукового центру Російської академії наук, Уфа

Проаналізовано морфогенез поліембріоїдів у культурі in vitro пиляків ярої м’якої пшениці.
Виявлено структурні механізми формування поліембріоїдів, розглянуто роль синтетичного
ауксину 2,4-Д в індукуванні їх утворення.

FORMATION OF POLYEMBRYOIDS IN WHEAT ANTHER CULTURE IN VITRO

O.A. Seldimirova

Institute of Biology of Ufa Scientific Centre, Russian Academy of Sciences 
69 pr. Oktyabrya, Ufa, 450054, Russia

The analysis of morphogenesis of polyembryoids in anther culture in vitro of spring wheat was con-
ducted. The structural mechanisms of polyembryoid formation have been revealed. The role of
synthetic auxin 2,4-D in induction of polyembryoid formation is discussed.

Key words: Triticum aestivum L., anther culture in vitro, polyembryoids, 2,4-D, symmetry.
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