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Важной жизненной стратегией растительных
организмов является тотипотентность их клеток.
Реализация этой стратегии ярко проявляется в
культуре in vitro и особенно через соматический
эмбриогенез.

Соматический эмбриогенез – асексуальный
способ размножения у голосеменных растений –
был открыт 26 лет назад у Рicea abies (Chalupa,
1985; Hakman et al., 1985). В настоящее время с
помощью соматического эмбриогенеза осу#
ществляется изучение морфогенетических про#
грамм, таких как детерминация, дифференциров#
ка, дедифференцировка и компетентность, а так#
же проводится массовое тиражирование высо#
копродуктивных, устойчивых к фитопатагенам
генетически улучшенных форм хвойных расте#
ний (Lelu et al., 1994; Lelu#Walter et al., 2008; Park,
2002, 2006; Klimaszewska et al., 2001). 

Среди хвойных, представители рода Larix яв#
ляются наиболее распространенными лесообра#
зующими древесными видами на территории
России. Они различаются по морфологическим
признакам, лесоводственным характеристикам,
ритмам сезонного развития и морфогенеза веге#
тативных и генеративных органов, а так же харак#
теризуются быстрым ростом, энергичной асси#
миляцией, транспирацией и высокой продуктив#

ностью (Дылис, 1947; Рожков и др., 1991;
Ирошников, 2004).

Занимая обширный ареал, виды рода Larix об#
ладают чрезвычайно высокой пластичностью, от#
личающей ее от других представителей семейства
Pinaceae (Третьякова и др., 2006). Этот признак
связан с периодическим сбрасыванием хвои, пе#
реключением брахибластов на генеративный путь
развития и, наоборот, генеративных структур на
спорофитный путь развития, наличием толстой
оболочки, окружающей пыльцевое зерно, не поз#
воляющей пыльце прорастать при неблагоприят#
ных условиях, отсутствием органического покоя у
генеративных и вегетативных органов в зимний
период, и, в целом, большим морфогенетическим
потенциалом, позволяющим видам лиственницы
адаптироваться к неблагоприятным экологиче#
ским факторам (Третьякова и др., 2006).

Вместе с тем, виды лиственницы характеризу#
ются неравномерностью урожаев в многолетнем
цикле и низким качеством семян. Наиболее силь#
но этот феномен проявляется у лиственницы си#
бирской, у которой урожаи семян значительно
ниже (а в отдельные годы вообще отсутствуют) по
сравнению с другими представителями рода Larix
(Тренин, 1986; Милютин, 2003; Ирошников,
2004). Кроме того, деревья лиственницы сибир#
ской очень сильно поражаются лиственничной
почковой галлицей, оказывающей сильное нега#
тивное влияние на урожай лиственничных лесов.
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Для решения проблемы лесовосстановления
видов лиственниц за рубежом разрабатываются
программы с использованием современных био#
технологий микроклонального размножения, та#
ких как соматический эмбриогенез (Park, 2002,
2006).

Для рода Larix соматический эмбриогенез был
получен у L. decidua (von Aderkas et al.,1990),
L. kaempherri (Lelu#Walter, Pagues, 2009) и гибри#
дов L. x occidentalis (Thompson, von Aderkas, 1992),
L. x eurolepis (L. decidua x L. kaempherri) (Kli#
maszwska, 1989; von Aderkas et al., 1990; Lelu,1994),
L. x marscinlinsii (L. kaempherri x L. decidua) (Lelu
et al., 1994; Lelu#Walter, Pagues, 2009). Первая ра#
бота по инициации соматического эмбриогенеза
у лиственницы сибирской была опубликована на#
ми в 2008 году (Белоруссова, Третьякова, 2008). В
ней впервые было показано становление сомати#
ческих клеток зародыша под влиянием гормонов
на путь эмбриогенеза при инициации и пролифе#
рации морфогенного каллуса.

Однако, несмотря на активные исследования
по соматическому эмбриогенезу у лиственницы
сибирской, регенерация растений путем сомати#
ческого эмбриогенеза все еще остается не решен#
ной для данного вида. Критическим моментом
явился процесс вызревания соматических заро#
дышей, на котором эмбриональное развитие у
лиственницы сибирской останавливалось.

Цель настоящей работы заключалась в разра#
ботке биотехнологии соматического эмбриогене#
за у видов лиственницы, произрастающих на тер#
ритории Сибири, с подбором минеральных сред,
концентраций гормонов и желирующих агентов
на процессы образования и вызревания сомати#
ческих зародышей и получения растений регене#
рантов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

Объектом исследований служили 25 деревьев
лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.),
10 деревьев лиственницы Гмелина (Larix gmelinii
(Rupr.) Rupr.) и 4 дерева лиственницы Сукачева
(Larix sukaczewii Dylis), произрастающих на тер#
ритории дендрария Института леса СО РАН
(г. Красноярск). Возраст деревьев 35–40 лет. На
дереве (генотип Снп1) лиственницы Сукачева про#
водилилось контролируемое опыление макро#
стробилов пыльцой лиственницы сибирской и
лиственницы Гмелина.

В качестве материала для индукции соматиче#
ского эмбриогенеза были взяты изолированные
зиготические зародыши на стадии глобулярного
зародыша, инициации и развития семядолей.
Сбор посадочного материала осуществляли с
июля по август в 2007–2010 гг. Семена очищали от
покровных чешуй, поверхностно стерилизовали

5% спиртовым раствором йода в течение 3 минут.
После 3#кратной промывки в стерильной дистил#
лированной воде, мегагаметофиты обрабатывали
перекисью водорода в течение 5–10 минут. Заро#
дыши извлекали из мегагаметофитов в стериль#
ных условиях, помещали на увлажненную филь#
тровальную бумагу в чашках Петри и затем пере#
носили на питательную среду. 

Индукция каллуса. Для индукции каллуса у ви#
дов лиственницы использовали минеральные ос#
новы базовых сред: 1/2 MS (Murashige, Skoog,
1962), MSG (Becwar et al., 1990) и модифизиро#
ванную нами среду MSGm с увеличенным содер#
жанием некоторых микроэлементов по сравне#
нию с исходной прописью MSG и изменным со#
ставом макроэлементов (из среды исключен KCl)
(табл. 1). В качестве регуляторов роста использо#
вали 2.4#Д (2 мг/л) и БАП (1 мг/л). В среду добав#
ляли агар – 7 г/л; рН среды приводили к 5.8 до ав#
токлавирования, которое проводили при 121°С в
течение 20 мин. В охлажденную питательную сре#
ду после автоклавирования добавляли L#глута#
мин. В каждой чашке Петри культивировали 5 за#
родышей на 20 мл индукционной среды в темноте
при 25°С ± 1°С. 

Пролиферация эмбриональной массы. Для про#
лиферации каллуса и образования эмбриональ#
ной массы (ЭМ) применяли указанные базовые
среды, содержащие 2.4#Д (2 мг/л), БАП (0.5 мг/л)
и сахарозу (20 г/л). Режим культивирования та#
кой же как при индукции каллуса. Пересадки на
свежую питательную среду проводили каждые
2 нед. За 7 дней до перевода каллусов на безгор#
мональную среду (предвызревание соматических
зародышей) их помещали в жидкую питательную
среду MSGm (без агара) и подвергали встряхива#
нию на круговой качалке.

Предсозревание соматических зародышей. Ку#
сочки активно растущей эмбриональной массы,
весом 100–300 мг переносили на безгормональ#
ную базовую (MSGm) среду с активированным уг#
лем (10 г/л) и повышенным содержанием сахарозы
(34 г/л), для остановки пролиферации и перехода
соматических зародышей к вызреванию. Эксплан#
ты культивировали в течение одной недели на све#
ту малой интенсивности (10 мкмоль м–2 с–1) при
16#часовом фотопериоде. 

Созревание соматических зародышей Экспери#
менты по созреванию соматических зародышей
трех видов лиственницы выполняли на базовой
среде МSGm, содержащей сахарозу (40–60 г/л),
АБК (16–32 мг/л), ИМК (0.2 мг/л) и ПЭГ (5–
10%) в различных вариациях (табл. 2). В качестве
желирующего агента использовали Gelrite (3–
4 г/л). Культивирование осуществляли на свету
малой интенсивности (20 мкмоль м–2 с–1) при
16#часовом фотопериоде, при 24°С ± 1°С. Регуля#
торы роста растений (АБК и ИМК) и L#глутамин
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стерилизовали фильтрованием и добавляли в
охлажденную питательную среду после автокла#
вирования.

Прорастание соматических зародышей. Для
прорастания соматических зародышей листвен#
ницы использовали базовую питательную среду
МSGm свободную от растительных регуляторов
роста, дополненную активированным углем
(1 г/л). Соматические зародыши считали пророс#
шими, как только наблюдалось появление ко#
решка. Полученные растения#регенеранты по#
мещали в увлажненную экопочву (песок : верми#
кулит : торф = 1 : 1 : 1).

Цитологический анализ. Для проведения цито#
логического анализа использовали давленые
препараты. Для приготовления давленых препа#
ратов экспланты помещали на предметное стек#

ло и 1–2 мин выдерживали в красителе (сафра#
нин с добавлением метиленового синего). Далее
добавляли глицерин, и накрывали препарат по#
кровным стеклом.

Просмотр микроскопических образцов осу#
ществляли на микроскопе МБИ#6. Замеры клеток
и эмбриональных структур проводили при помо#
щи окуляр#микрометра с последующим перево#
дом полученных единиц в мкм. Статистическую
обработку данных проводили по стандартным ме#
тодикам при помощи Microsoft Excel. Для оценки
достоверности полученных данных использовался
однофакторный дисперсионный анализ. Морфо#
логические изменения фиксировались цифровой
камерой Fujifilm FinePix S7000 (Япония).

Таблица 1. Состав базовых питательных  сред MS, MSG, MSGm, используемых  в экспериментах по культуре
in vitro у лиственниц

Компоненты среды Концентрация компонентов в среде, мг/л

Макроэлементы: MS MSGm МSG

NH4NO3 1650 – –

KNO3 1900 100 100

CaCl2 ⋅ 2H2O 440 440 440

MgSO4 ⋅ H2O 370 370 370

KH2PO4 170 170 170

KCl – – 745

Микроэлементы:

KI 0.83 0.83 0.83

H3BO3 0.62 3.15 0.62

MnSO4 ⋅ H2O 22.3 22.3 22.3

ZnSO4 ⋅ 7H2O 8.6 8.6 8.6

Na2MoO4 ⋅ 2H2O 0.25 0.375 0.25

CuSO4 ⋅ 6H2O 0.025 0.125 0.025

CoCl2 ⋅ 6H2O 0.025 0.050 0.025

Железо:

FeSO4 ⋅ 7H2O 27.8 27.8 27.8

Na2 ⋅ ЭДТА 37.3 37.3 37.3

Витамины и органические вещества:

Мезоинозит 100 500 100

Тиамин 0.1 0.1 0.1

Глицин 2.0 – –

Пиридоксин 0.5 0.5 0.5

Никотиновая кислота 0.5 0.5 0.5

Глутамин 500 500 500

Гидролизат казеин 1000 1000 1000

рН 5.8 5.8 5.8
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Индукция каллуса

Формирование каллуса у видов лиственницы,
произрастаюших на территории Сибири, зависело
от стадии развития экспланта при введении его в
культуру in vitro. Наилучший отклик был получен
на стадии инициации семядолей (III стадия разви#
тия). На индукцию каллусообразования большое
влияние оказал состав питательной среды. Более
активная стимуляция образования каллуса наблю#
далась при использовании среды MSGm (рис. 1).
При этом образование каллуса у лиственницы Су#
качева происходило на всех используемых пита#
тельных средах с высоким процентом отклика экс#
плантов – 98%, у лиственницы сибирской 53–
93%, у лиственницы Гмелина 50–81%. 

Морфологические наблюдения за формирова#
нием каллуса показали, что его индукция происхо#
дила на 8–14#е сутки культивирования. Образова#
ние каллуса шло по всей поверхности экспланта
или было сосредоточено в области между кореш#
ком и гипокотилем. Каллус имел белый цвет и
рыхлую или либо твердую структуру. 

Пролиферация эмбриональной массы (ЭМ). Об#
разование эмбриональной массы в каллусе проис#
ходило на 25–35 сутки культивирования у всех ви#
дов лиственницы на среде MSGm с уменьшенным
содержанием цитокининов (БАП 0.5 мг/л). Одна#
ко, через три#пять месяцев культивирования раз#
витие каллуса останавливалось и дальнейшее фор#
мирование эмбриональной массы шло только у
лиственницы Сукачева на среде MSGm в 18% слу#
чаев (неокрашенный столбик, рис. 1В).

Высокая пролиферационная активность ЭМ
была отмечена у генотипа Снп1 лиственницы Сука#

чева, у которого было получено пять клеточных
линий – четыре в результате свободного опыле#
ния, а пятая в результате контролируемого опыле#
ния с лиственницей сибирской. Ниже приводим
описание клеточных линий:

клеточная линия 1 (08#03#00#01) – получена
в 2008 году на среде MSGm; экспланты от свобод#
ного опыления лиственницы Сукачева (Снп1);

клеточные линии 2 (09#03#00#02), 3 (09#03#00#
03) и 4 (09#03#00#04) – получены в 2009 году на сре#
де MSGm; экспланты от свободного опыления
лиственницы Сукачева (Снп1);

клеточная линия 5 получена в 2009 г. на среде
MSGm; экспланты от опыления лиственницы Су#
качева пыльцой лиственницы сибирской. 

Полученные в результате индукции клеточные
линии лиственницы Сукачева отличались между
собой по пролиферационной активности, а так#
же по количеству незрелых соматических заро#
дышей внутри эмбриональной массы. Рост эм#
бриональной массы был отмечен через 2 недели
культивирования на пролиферационной среде в
конце пассажа (рис. 2А). За шесть недель культи#
вирования суммарный вес ЭМ от одного экс#
планта у разных клеточных линий лиственницы
Сукачева составил от 24 до 80 г, а у лиственницы
Гмелина только 0.316 ± 0.05 г; у лиственницы си#
бирской 0.467 ± 0.06 г, (данные не приведены). За
10 недель культивирования вес эмбриональной
массы у клеточной линии 5 (гибрид лиственни#
цы Сукачева и лиственницы сибирской) соста#
вил 570 г (на рис. 2А), у клеточных линий 1–4 он
составил меньшую величину – 130–300 г. Спада
пролиферационной активности ЭМ у клеточных
линий лиственницы Сукачева в течение двух–

Таблица 2. Созревание соматических зародышей лиственницы Сукачева на питательной среде MSGm

Вариант 
среды АБК, мг/л ПЭГ, % Сахароза, г/л Gelrite, г/л ИМК, мг/л

Зрелые соматиче#
ские зародыши, 
шт./500 мг ЭМ

1 16 5 40 4 0.2 0

2 16 7.5 40 4 0.2 0

3 16 10 40 4 0.2 1

4 24 5 40 4 0.2 0

5 24 7.5 40 4 0.2 0

6 24 10 40 4 0.2 2

7 32 5 40 4 0.2 0

8 32 7.5 40 4 0.2 4

9 32 10 40 4 0.2 30 ± 3.6

10 32 0 60 8 0.2 0

11 16 10 40 4 0 1

12 16 0 60 7 0 0
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Рис. 1. Индукция каллуса и пролиферация эмбриональной массы у лиственницы Гмелина (А), лиственницы сибирской
(Б) и лиственницы Сукачева (В) в зависимости от состава питательной среды (2 мес. культивирования). Неокрашенный
столбик – уровень пролиферации для лиственницы Сукачева.

Рис. 2. Пролиферация эмбриональной массы лиственницы Сукачева (А) и число соматических зародышей в 500 мг про#
лиферирующей ЭМ (Б) у разных клеточных линий (Кл) лиственницы Сукачева.
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трех лет культивирования не происходило. Опы#
ты продолжаются.

Число соматических зародышей в пролифери#
рующей ЭМ у лиственницы Сукачева варьировало
от 210 шт. в 100 мг ЭМ (Кл3) до 390 шт. в 100 мг ЭМ
(Кл1) (рис. 2Б). Количество соматических зароды#
шей в эмбриональной массе у лиственницы сибир#
ской было значительно ниже (в 4–5 раз; 75 ± 5.6 г),
чем у лиственницы Сукачева что совпадает с
предыдущими исследованиями данного вида (Бе#
лоруссова, Третьякова, 2008). Для лиственницы
Гмелина этот показатель оказался ниже в 185 раз
(1.6 ± 0.6 г).

Цитоэмбриологический контроль 
соматического эмбриогенеза 

Цитоэмбриологический контроль соматиче#
ского эмбриогенеза показал, что формирование
ЭМ, у всех исследуемых видов лиственницы идет
одинаково и начинается с удлинения клеток экс#
планта и их неравного деления, аналогично опи#
санному для лиственницы сибирской (Белоруссо#
ва, Третьякова, 2008; Третьякова и др., 2007).
Именно неравное деление клеток является ключе#
вым моментом, запускающим весь процесс сома#
тического эмбриогенеза. В результате, происходи#
ло образование эмбриональных трубок с прилега#
ющей на другом конце эмбриональной ини#
циалью. Подобно зиготическому эмбриогенезу,
эмбриональная инициаль претерпевала последо#
вательные деления в обеих плоскостях, в результа#
те чего происходило формирование 8#клеточной и
затем 16#клеточной структуры зародыша. Такой
зародыш состоит из эмбриональных (меристема#
тических клеток округлой формы) и суспензорных
(сильно вытянутых) клеток. Через 30–40 дней в
ЭМ каллусов исследуемых видов лиственницы
Гмелина, лиственницы сибирской и лиственницы
Сукачева обнаруживались соматические зароды#
ши на ранних стадиях эмбрионального развития
(глобулярные зародыши) (рис. 3А–Г). Торпедооб#
разные соматические зародыши (следующая ста#
дия развития) были получены только у лиственни#
цы Сукачева на среде МSGm (рис. 3 Д, Е). 

Созревание соматических зародышей 

Введение каллусов с ЭМ лиственницы сибир#
ской и лиственницы Гмелина на питательные сре#
ды для созревания соматических зародышей не
привело к формированию зрелых зародышей. Ис#
пользование среды с небольшой концентрацией

АБК (5.3 мг/л), способствовало потере эмбриоген#
ной активностии и каллусы приобретали зеленую
окраску. На питательных средах с более высокими
концентрациями АБК (15–24 мг/л), созревания
соматических зародышей так же не происходило.
Каллусы через две недели культивирования имели
коричневую окраску, соматические зародыши
внутри ЭМ распадались на отдельные клетки. 

Таким образом, формирования зрелых сомати#
ческих зародышей, способных к развитию расте#
ний у лиственницы сибирской и лиственницы
Гмелина на используемых средах, рекомендуемых
зарубежными авторами для созревания соматиче#
ских зародышей лиственницы европейской и ее
гибридов (Lelu#Walter et al., 2006, 2008), не проис#
ходило. 

Созревание соматических зародышей листвен#
ницы Сукачева проводили на среде МSGm с ис#
пользованием различных концентраций АБК,
ПЭГ, Gelrite и сахарозы. При этом на среде, содер#
жащей АБК (24 мг/л), повышенное содержание
сахарозы (60 г/л) и желирующего агента (7 г/л
Gelrite), развитие соматических зародышей не
происходило (табл. 2). Наблюдалось иссушение
ЭМ, соматические зародыши не переходили к со#
зреванию и погибали. Применение в качестве ос#
мотического агента ПЭГ, оказалось более продук#
тивным. Однако низкие его концентрации (5–
7.5%) все же были малопригодными для достиже#
ния созревания соматических зародышей, в этом
случае наблюдались обводнение и деградация ЭМ,
соматические зародыши распадались на отдель#
ные клетки. 

Оптимальной для развития соматических заро#
дышей оказалась среда, содержащая 32 мг/л АБК,
10% ПЭГ, 40 г/л сахарозы и 4 г/л Gelrite (табл. 2).
На данной среде уже через три#четыре недели
культивирования происходило формирование се#
мядольных соматических зародышей. Эмбрио#
нальная масса к этому времени уже состояла из
глобулярных зародышей, а также зародышей на
стадии торпедо, длина которых достигала 400 мкм
(рис. 3Д, Е). Через две недели культивирования со#
матические зародыши увеличивались в размерах.
Длина их составила 0.7, ширина 0.4 мм. Происхо#
дили закладка и формирование семядольного
кольца. На 50 сутки культивирования на среде для
созревания соматические зародыши достигали
размера 1.1–1.5 мм, имели хорошо выраженную
биполярную структуру тела зародыша и полно#
стью сформированные семядоли. 

Рис. 3. Соматический эмбриогенез в культуре in vitro у видов лиственниц, произрастающих в Сибири: А, Б – эмбриональ#
ные глобулы и эмбриональные трубки у лиственницы Гмелина; В, Г – эмбриональные глобулы и эмбриональные трубки
лиственницы сибирской; Д, Е – торпедообразные соматические зародыши лиственницы Сукачева; Ж – вызревание со#
матических зародышей лиственницы Сукачева; З – прорастание соматических зародышей лиственницы Сукачева;
И, К – соматические проростки лиственницы Сукачева в почвенной культуре.
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Для перехода соматических зародышей клеточ#
ных линий лиственницы Сукачева к созреванию
использовали предобработку ЭМ в жидкой пита#
тельной среде. После такой обработки даже спустя
14–30 месяцев активной пролиферации у Кл1 уда#
лось получить зрелые соматические зародыши.
При данной технологии также происходило более
массовое формирование зрелых соматических за#
родышей. Созревание соматических зародышей
клеточных линий лиственницы Сукачева прохо#
дило в течении 40–60 дней.

Прорастание соматических зародышей

Соматические зародыши с хорошо развитыми
семядолями переносили на среду для прорастания
(МSGm базового состава, без растительных регу#
ляторов роста, с добавлением активированного уг#
ля (10 мг/л)). Через 7–10 дней культивирования
происходило удлинение гипокотиля и развитие се#
мядолей (рис. 3З). Еще через несколько дней на#
блюдалось развитие корешка (на свету гипокотиль
и корешок приобретали красный оттенок). Однако
в 90% случаев нормального развития растений не
происходило – гипокотиль изгибался или утол#
щался, а вместо корня формировался каллус. Та#
кие регенеранты были нежизнеспособными и по#
гибали.

Снижение концентрации макро#, микроэле#
ментов и железа (в два раза), а также исключение
источников органического азота и витаминов из
среды положительно сказывались на прорастании
соматических зародышей – в 70% происходило
нормальное развитие соматических зародышей в
проростки. На пятые–седьмые сутки культивиро#
вания отмечены удлинение гипокотиля и появле#
ние корешка. Появление эпикотиля происходило
через две#три недели культивирования на среде
для прорастания. Соматические зародыши с хоро#
шо развитым корешком и эпикотилем мы считали
полноценными растениями и переносили в эко#
почву (рис. 3И, К).

Таким образом, впервые были получены четыре
клеточные эмбриогенные линии лиственницы Су#
качева и одна клеточная линия гибрида листвен#
ницы Сукачева и лиственницы сибирской, спо#
собные продуцировать массовые соматические за#
родыши и растения.

ОБСУЖДЕНИЕ

Образование эмбриогенного каллуса и разви#
тие соматических зародышей у видов лиственни#
цы в основном идет по схеме, описанной для дру#
гих видов хвойных (von Arnold, Hakman,1988;Lelu
et al., 1994; Klimaszewska et al., 2001 Stasolla, Yeung,
2003; Lelu#Walter, Pagues, 2009). Соматические за#
родыши проходят фазу инициации, пролифера#
ции, созревания и прорастания.

Необходимым условием для запуска соматиче#
ского эмбриогенеза видов лиственницы, также как
и у других видов хвойных, является растяжение со#
матических клеток зиготического зародыша и их
асимметричное деление, которое идет под дей#
ствием ауксина (2.4#Д) и цитокинина (6 БАП) (von
Arnold, Наkman, 1988; Stasolla et al., 2003; Белорус#
сова, Третьякова, 2008). Точно такое же ассиммет#
ричное деление лежит в основе зиготического эм#
бриогенеза всех видов растений (Батыгина, 1999).
Асимметричное деление заложено уже в первом
делении зиготы, которое приводит к образованию
двух неравных клеток: маленькой терминальной,
которая дает начало зародышу и большой базаль#
ной клетке, дающей начало гипофизу и суспензо#
ру. При этом полярность, заложенная в зиготе, в
результате ее деления поддерживается и передает#
ся дочерним клеткам. Таким образом, асиммет#
ричное деление и полярность являются, по#види#
мому, одними из основных критериев, определяю#
щих переход клеток на путь эмбриогенеза:
соматического или зиготического.

При зиготическом эмбриогенезе первое и, сле#
дом за ним идущее, второе деление зиготы проис#
ходят в центре архегония с образованием четырех
одинаковых свободных ядер проэмбрио, которые
двигаются к основанию архегония, где формирует#
ся шестнадцатиклеточное проэмбрио, состоящее
из одинаковых клеток, расположенных в четыре
этажа (по четыре клетки в каждом). Через 7–
10 дней после оплодотворения четыре клетки
предпоследнего ряда начинают интенсивно растя#
гиваться до 200–300 мкм и выталкивать клетки
нижнего этажа в коррозийную полость женского
гаметофита (эндосперма). Таким образом, форми#
руется четыре первичных суспензора и четыре
инициали эмбрио. Растяжение клеток суспензора
идет с неодинаковой скоростью и инициальные
клетки разобщаются. Происходит кливаж (Третья#
кова, 1990). Именно с данной стадии зиготическо#
го эмбриогенеза начинается соматический эм#
бриогенез, при котором выпадает стадия оплодо#
творения и образования проэмбрио.

При соматическом эмбриогенезе у лиственниц
происходит растягивание соматических клеток за#
родыша по всей длине гипокотиля до 200–300 мкм
и затем их ассиметричное деление с образованием
эмбриональных трубок – первичного суспензора и
инициалей эмбрио (Белорусова, Третьякова, 2008).
Процесс соматического эмбриогенеза, наблюдае#
мый нами у лиственницы Сукачева, идет однооб#
разно, также как и у других видов хвойных: форми#
руется глобула зародыша, затем образуется ось за#
родыша (стадия торпедо) – идет активный
гистогенез тканей зародыша и его вызревание с
последующим прорастанием (von Arnold, Hakman,
1988; Lelu et al., 1994; Klimaszewska et al., 2001; Sta#
solla, Yeung, 2003; Lelu#Walter, Pagues, 2009). Разви#
тие соматических зародышей происходит внутри
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эмбриональной массы, состоящей из зародышево#
подобных структур и эмбриональных трубок, вы#
полняющих функцию суспензора. Эмбриональная
масса может пролиферировать длительный период
времени (2 года и более) и подвергаться криокон#
сервации (Lelu#Walter et al., 2006), а также может
быть использована в экспериментах, направлен#
ных на вызревание соматических зародышей. В
эмбриональной массе ряд ученых выделяют не#
сколько этапов развития глобулярных зародышей
(PEMI, PEMII и PEMIII), от завершения которых
зависит важный этап соматического эмбрио#
генеза  – созревание соматических зародышей
(Filonova et al., 2000; Stasolla, Yeung, 2003: Lelu#
Walter et al., 2008). Применительно к сибирским
видам лиственниц было отмечено, что эмбриоген#
ный каллус лиственницы Гмелина и лиственницы
сибирской соответствовал начальным стадиям
развития – PEMI и PEMII, перехода к стадии
PEMIII не происходило, в то время как для лист#
венницы Сукачева данный этап развития эмбрио#
нальной массы наблюдался.

Морфогенетическая программа развития заро#
дыша регулируется фитогормонами. Запуск асим#
метричного деления идет под действием ауксина и
цитокинина в определенных концентрациях и раз#
ном их соотношении друг с другом. При формиро#
вании глобулярных зародышей концентрация ци#
токининов уменьшается в 2 раза. Переход к стадии
дифференциации и запрограммированной кле#
точной смерти суспензора идет на безгормональ#
ной среде (Filonova et al., 2000). Переход соматиче#
ских зародышей хвойных в стадию созревания за#
висит от присутствия АБК в питательной среде, а
также снижения осмотического потенциала пита#
тельной среды, которое обычно достигается путем
повышения концентрации сахарозы или желиру#
ющего агента, или применением полиэтиленгли#
коля ( Stasolla, Yeung, 2003; Stasolla et al., 2003). АБК
играет большую роль в формировании биполяр#
ной структуры зиготического запродыша. У зиго#
тических зародышей основным источником АБК
являются мегагаметофиты (Kong et al., 1999). По#
этому, для созревания и роста соматических заро#
дышей, АБК добавляется в питательную среду в
определенной концентрации в зависимости от ви#
да растения (Stasolla et al., 2002; Vales et al., 2006).
Оптимальная концентрация АБК для европейских
видов Larix  40–60 µM  (Lelu#Walter et al., 2006),
Pinus – 60–120 µM (Klimaszewska et al., 2001),
Picea – 12–60 µM (Stasolla, Yeung, 2003). Для со#
зревания соматических зародышей видов листвен#
ницы, произрастающих на территории Сибири на#
ми были использованы более высокие концентра#
ции АБК (120 µM), что соответствует 32 мг/л. 

Кроме того, важным моментом в созревании
соматических зародышей является создание осмо#
тического стресса. Выявлено, что с увеличением
концентрации Gelrite (до 8 г/л) и сахарозы (до

60 г/л) количество соматических зародышей у ви#
дов сосны, ели и лиственницы и последующее их
прорастание увеличивается (von Arnold, Hakman,
1988; Lelu et al., 1994, 2006; Klimaszewska et al., 2001;
Lelu#Walter et al., 2006; Lelu#Walter, Paques, 2009).
Однако, у лиственницы Сукачева с увеличением
концентрации Gelrite и сахарозы происходило
обезвоживание среды и гибель соматических заро#
дышей. Положительное влияние на созревание со#
матических зародышей лиственницы Сукачева
оказал полиэтиленгликоль. Ранее аналогичные ре#
зультаты были получены у соматических зароды#
шей Picea glauca, у которых применение ПЭГ в
комбинации с АБК ускоряло процесс созревания
зародышей, вызывая у них длительный водный
стресс (Stasolla et al., 2002, 2003). 

Хорошо известно, что генотип растения донора
оказывает большое влияние на рост эмбриональ#
ной массы и образование соматических зароды#
шей. Только определенные генотипы деревьев, об#
наруженные у ряда видов хвойных, продуцировали
соматические зародыши. Высокая частота индук#
ции эмбриогенного каллуса (до 65%) была описана
у гибрида L. eurolepis (Lelu#Walter, Paques, 2009), у
которого почти все введенные в культуру эксплан#
ты (94%) формировали ЭМ. Под строгим генети#
ческим контролем шла инициация эмбриогенного
каллуса у Picea glauca (Stasolla, Yeung, 2003), Pinus
strobus (Klimaszewska et al., 2001), Рinus taeda
(MacKay et al., 2006; Vales et al., 2007), Pinus sylvestris
(Niskanen et al., 2004), Pinus pinea (Carneros et al.,
2009). Показано, что при контролируемом опыле#
нии наиболее перспективным яваляется использо#
вание материнских деревьев доноров, экспланты
которых способны формировать эмбриогенный
каллус и соматические зародыши (MacKay et al.,
2006). Часто отмечается также, что не все геноти#
пы, активно формирующие эмбриональную массу,
способны к пролиферации эмбриогенных культур
и созреванию соматических зародышей. Так, из
эксплантов генотипов, образующих каллусы с ЭМ,
только в единичных случаях формируется активно
пролиферирующая ЭМ (von Arnold, Hakman, 1988;
Klimaszewska, Cyr, 2002; Stasolla, Yeung, 2003; Carn#
eros et al., 2009).

В проведенных нами исследованиях способно#
стью к формированию ЭМ обладали 3% генотипов
лиственницы Сукачева. Влияние генотипа также
наблюдалось при переходе к созреванию сомати#
ческих зародышей. В наших экспериментах у по#
лученных клеточных линий лиственницы Сукаче#
ва и ее гибрида с лиственницей сибирской сомати#
ческие зародыши активно созревали, формируя
полноценные растения. Таким образом, эмбрио#
генные культуры можно получить только с ограни#
ченного числа деревьев.

Таким образом, в России нами впервые был по#
лучен соматический эмбриогенез у лиственницы
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сибирской (Белоруссова, Третьякова, 2008) и про#
лиферирующие клеточные линии и растения#ре#
генеранты у лиственницы Сукачева и ее гибрида с
лиственницей сибирской. Процесс созревания со#
матических зародышей успешно шел у лиственни#
цы Сукачева на среде МSGm дополненной АБК,
ИМК, ПЭГ и Gelrite.

Работа выполнена при поддержке гранта: РФФИ
(грант №11!04!00281) и интеграционным проектом
№ 53 “Генофонд хвойных…”. 
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Somatic Embryogenesis in in vitro Culture of Three Larch Species

   I. N. Tret’yakova and A. V. Barsukova
Sukachev Institute of Forestry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Akademgorodok, Krasnoyarsk, 660036 Russia

e!mail: culture@ksc.krasn.ru

Abstract—Embryogenic callus formation in different larch species from Siberia (Larix sibirica, L. gmelinii,
and L. sukaczewii) was carried out on MSGm medium supplemented with growth regulators (2.4#D and
BAP) and followed one and the same scheme: elongation of somatic cells and their asymmetric division with
formation of initial and tube cells. The cells of embryo initial underwent sequential divisions and formed em#
bryonic globules which caused the formation of somatic embryos. Somatic embryos became mature and ger#
minated by addition of ABA and PEG into the medium. Long#term proliferating cell lines and regenerant
plants were obtained in Sukachev larch and its hybrid with Siberian larch. The success of somatic embryo#
genesis depended on the genotype of the donor tree.

Keywords: somatic embryogenesis, in vitro culture, Siberian larch, Dahurian larch, Sukachev larch.
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