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ние второй недели культивация на среде с АБК
шла активная гистодифференцировка и происхо-
дило развитие апикальных меристем и семядо-
лей. Вначале третьей недели суспензор полно-
стью отмирал. Процесс созревания соматических
зародышей завершался в течение 20–60 суток.
При переводе зародышей на среду 1/2АИ (без
гормонов) происходило их прорастание и образо-
вание регенерантов.

ОБСУЖДЕНИЕ
В основе полового эмбриогенеза покрытосе-

менных растений заложена полярность и асиммет-
ричное деление, которое происходит уже при пер-
вом делении зиготы и приводит к образованию
двух неравных клеток: маленькой терминальной,
которая даст начало зародышу и большой базаль-
ной клетке, формирующей гипофиз и суспензор
(Батыгина, 1999). При этом полярность, заложен-
ная в зиготе, в результате ее деления поддержива-
ется и передается дочерним клеткам (Лутова и др.,
2010).

У хвойных полярность зиготы также ярко вы-
ражена, как и у покрытосеменных. Однако в ре-
зультате оплодотворения два образовавшихся яд-
ра проэмбрио, в центре зиготы, повторно делят-

ся, и четыре свободных ядра проэмбрио в силу
полярности зиготы двигаются к основанию архе-
гония, где формируется шестнадцатиклеточное
проэмбрио, состоящее из одинаковых клеток,
расположенных в четыре яруса (по четыре клетки
в каждом ярусе) – тип USE (Singh, 1978; Dogra,
1978). Формируется четыре инициали эмбрио (е),
четыре эмбриональных клетки суспензора (еS),
производные яруса е, далее четыре клетки не-
функционального суспензора (dS) и четыре клет-
ки открытого яруса (upper tier of proembryo, U)
(рис. 7). При описании раннего эмбриогенеза у
хвойных Х. Синг (Singh, 1978) клетки эмбриональ-
ного суспензора eS называл et (эмбриональные
трубки). Поэтому мы при дальнейшем изложении
материала будем называть данные клетки эмбрио-
нальными трубками et в русской транскрипции эт.

Через 7–10 дней после оплодотворения клетки
эмбрионального суспензора (еS или эт) видов
Pinaceae начинают интенсивно растягиваться до
200–300 мкм и выталкивать клетки нижнего яруса
(е) в коррозийную полость женского гаметофита.
Растяжение эмбриональных трубок (эт) идет с не-
одинаковой скоростью, и инициальные клетки
опережают одна другую (рис. 8а). Происходит
кливаж, в результате которого формируется четы-
ре инициали зародыша, каждая из которых делит-

Рис. 6. Мультипликация глобулярных соматических зародышей из клеток суспензора: а – давленный препарат, окра-
шено сафранином; б – 45 суток на среде с АБК, постоянный препарат. Масштаб 500 мкм.
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ся и образует четыре глобулы эмбрио в коррозий-
ной полости мегагаметофита. Далее из базальных
клеток каждой глобулы формируются эмбрио-
нальные трубки (рис. 8б, 8в) (Третьякова, 1990).

Согласно Х. Синг, у голосеменных при зиготи-
ческом эмбриогенезе in vivo кливажная полиэм-
бриония заключается в независимом поведении
эмбриональных единиц и развитии суспензорно-
го аппарата (Singh, 1978). Кливаж может происхо-
дить (a) в период формирования стенок молодого
проэмбрио, когда различные клетки формируют-
ся независимо и образуют эмбриональную массу
и суспензор. Такой кливаж, обнаружен у Еphedra,
Sequoia, Gnetum (цит по Singh, 1978); (b) – кливаж
может быть обусловлен растяжением суспензор-
ного яруса S. При этом клетки суспензора отделя-
ются друг от друга на кончике и каждая клетка об-
разует одну или более эмбриональных единиц
(Dogra, 1966). Кливаж суспензора характерен для
представителей Cryptomeria, Taxodium, Glyplastro-
bus, Taxus; (c) – кливаж может возникать в резуль-
тате растяжения эмбрионального суспензора
(eS), характерного для представителей Соniferales
(цит. по Singh, 1978), который образуется из эм-
брионального этажа (e). При этом клетки эмбри-
онального суспензора eS, отделяются друг от друга
и каждая клетка функционирует, как самостоя-
тельная эмбриональная единица, продуцирующая
эмбриональную массу (эмбриональные комочки –
e, clams) из базальной части которых развиваются
клетки трубки еt1, et2 и т д., составляющих сус-
пензор. Этот тип кливажа обнаружен у Cupressace-
ae, Pinaceae, Sequoidendron, Cunningyamie, Metase-
quaja (Doyle, Brennan, 1971, 1972; Singh, 1978); d) –
кливаж между эмбриональными единицами про-
исходит тогда, когда эмбриональные инициали
(e) отделяются друг от друга полностью и образу-
ют эмбриональные трубки (et). Этот тип кливажа

описан у Podocarpaceae, Taxodiaceae, Сурressus и
Cedrus sdeodara (цит. по Singh, 1978); (e) – долевое
разделение (lobing) или почкование эмбриональ-
ной массы (budding) описано у многих голосе-
менных (цит. по Singh, 1978). Однако, по мнению
Догра (Dogra, 1967), этот тип регенерации не яв-
ляется регулярным феноменом и рассматривался
как ложный (false) кливаж; (f) Детерминированная
кливажная полиэмбриония (Determinate Cleavage
Polyembryoniy) – это состояние, при котором на
ранней стадии становится очевидным, какой из
многих эмбрионов в семени будет успешным (Bu-
chholz, 1933), как у Dacrydium (Quinn, 1966a, b);
(g) Недетерминированная кливажная полиэмбри-
ония (Indeterminate Cleavage Polyembryoniy) такая,
при которой не ясно в начале, какой из эмбрионов
станет лидером, как у Pinus (цит. по Singh, 1978).

Таким образом, кливажная полиэмбриония –
это регулярный и организованный феномен, обу-
словленный независимым ростом эмбриональных
трубок и расщеплением глобулы (эмбриональной
массы) (Buchhols, 1918; Dogra, 1967).

Обобщая кливаж у Coniferales, Singh (1978) рас-
сматривает следующие его типы:

Unitary Cleavage (единичный кливаж) – у Co-
niferales, обусловленный независимым формиро-
ванием эмбрио клетками pe и их производными
(Dogra, 1967).

Partial Cleavage (частичный кливаж) происхо-
дит тогда, когда две–три эмбриональные едини-
цы остаются объединенными вместе, в то время
как другие единицы отделяются одна от другой.

Total Cleavage (полный кливаж) имеет место,
когда все эмбриональные единицы отделяются од-
на от другой полностью (Dogra, 1967).

Inhibitory Cleavage (ингибирующий кливаж)
обусловлен разрушением еS одной или более эм-
бриональной единицы и растяжением других
(Dogra, 1967).

Unitary Lobing (единичное долевое разделе-
ние) происходит, когда ранняя эмбриональная
масса разделяется на доли с образованием эмбри-
ональных трубок. Эмбриональные трубки иногда
проходят через свободно-ядерную стадию до ран-
него онтогенеза. Предполагают, что это является
случайным явлением и обусловлено различными
темпами роста эмбриональных единиц в эмбрио-
нальной массе (Dogra, 1967).

Coгласно Williams и Maheswaran (1986), у хвой-
ных в культуре in vitro образование эмбриоидов
может происходить через каллус и прямым путем:
(1) прямое образование эмбриоидов из массы эм-
бриональных клеток экспланта происходит в ре-
зультате образования длинных клеток из агрега-
тов клеток с плотной цитоплазмой; (2) прямым
путем могут образовываться эмбиоиды из пери-

Рис. 7. Диаграмма проэмбрио USE типа по Х. Сингу
(Singh 1987)
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ферических клеток экспланта или свободнопла-
вающих клеток; (3) множественное образование
эмбриоидов через кливаж. Образование эмбрио-
идов наблюдалось через ценоциты в мегагамето-
фитах Larix decidua (von Aderkas, Bonga, 1988), Pi-
nus lambertiana, Pinus taeda (Gupta, Dursan, 1986a,
1987) и Pinus sibirica (Ворошилова, Третьякова,
2014). Ранее такой тип образования эмбриоидов
был описан в пыльцевых культурах Pinus resinosa
(Bonga, 1982), Zamia и taxus (La Rue, 1954).

Необходимым условием для запуска соматиче-
ского эмбриогенеза в культуре in vitro у видов Lar-
ix, также как и у других видов хвойных, является
растяжение соматических клеток зиготического

зародыша и возникновение у них полярности, ко-
торое возникало, вероятно, под действием 2,4-Д
и их асимметричное деление (прямой путь). Ра-
нее такой тип образования зародышей был опи-
сан у Picea abies (von Arnold, Наkman, 1988; Stasolla
et al., 2003), у Larix sibirica (Третьякова и др., 2016)
и он не отличался от покрытосеменных растений.

Следовательно, удлинение клетки, полярность и
асимметричное деление являются основными кри-
териями, определяющими переход клеток листвен-
ницы на путь соматического эмбриогенеза. Даль-
нейший процесс развития зиготических и сомати-
ческих зародышей у Pinaceae идет сходным путем
(Третьякова и др., 2015; Пак и др., 2016). У тех и у

Рис. 8. Кливаж и формирование зиготических эмбрио по Третьяковой 1990: а – в архегонии (а) происходит формиро-
вание четырех инициалей эмбрио (э), четырех эмбриональных клеток суспензора (эт), производных яруса (э), далее
четырех клеток нефункционального суспензора (дс) и четырех клеткок открытого яруса (о); одна инициальная клетка
оказывается более продвинутой в коррозийную полость мегагаметофита вследствие неодинаковой скорости растяже-
ния клеток эмбрионального суспензора (эт); б – Формирование четырех эмбрионов; в – Четыре эмбриона в корро-
зийной полости мегагаметофита. Виден лидирующий зародыш (указан стрелкой). Из клеток базальной части зароды-
ша образуются эмбриональные трубки (эт).
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других формируются две группы клеток – эмбри-
ональная инициаль и удлиненная клетка (воз-
можно первая эмбриональная трубка). Из ини-
циальных эмбриональных клеток формируются
эмбриональные глобулы, а из базальных клеток
эмбриональных глобул образуются эмбриональ-
ные трубки (ет1…етn), слагающие суспензор
(рис. 9). Таким образом, как у зиготических, так
и у соматических зародышей лиственницы про-
являются две структурные единицы, одна из ко-
торых глобулярный зародыш, а другая – эмбри-
ональные трубки, слагающие суспензор. Эм-
бриогенные культуры Larix представляют собой
эмбрионально-суспензорную массу.

Соматические зародыши часто объединены в
полиэмбриональные комплексы. Соматический
полиэмбриогенез (somatic polyembryogenesis) был
описан у Pinus taeda и Picea abies (Gupta, Dursan,
1987; Jokinen, Dursan, 1994) и позднее получил на-
звание “repetitive cleavage process” (Becwar et al.,
1990). Поликливажный процесс соматического
эмбриогенеза был выявлен у Juniperus communis
(Holmersson, von Arnold, 2004) и у Abies (Vondra-
kova et al., 2011). Схема пролиферации ЭСМ была
показана у Pinus taeda (Gupta, Dursan, 1991).

Полиэмбриональные комлексы были отмече-
ны нами у Pinus pumila (Третьякова, Шуваев, 2015)
и у Larix sibirica (Пак и др., 2016). Кливаж у лист-
венницы сибирской in vitro скорее можно отнести
к Unitary Cleavage типу (единичный кливаж) тип
(c) по Singh (1978), обусловленному независимым
формированием эмбрио через эмбриональные
клетки глобулы и эмбриональные трубки (et),
возникающие из дистальных клеток глобулы.
Этот тип кливажа начинается на стадии глобулы
и не зависит от ее размера. Суспензоры первона-
чально тесно прижаты друг к другу и образуют
единый комплекс, который по мере разобщения
эмбриональных трубок и глобул соматического
зародыша разъединяется, формируются самосто-
ятельные соматические зародыши (рис. 9).

Как известно, кливаж свойственен голосемен-
ным растениям и значительно реже встречается у
покрытосеменных. По мнению Титовой с соавто-
рами (Титова и др., 2016) у пшеницы наблюдается
образование полиэмбриоидов двух классов “мно-
жественные меристемы побегов”, из которых фор-
мируются фенотипы “сиамские близнецы спина к
спине” и “множественные щитки”. Кливаж в фе-
нотипах “множественные меристемы” происхо-
дит на ранне-глобулярной стадии. В этом случае
полиэмбрионы не являются самостоятельными и
представляют полимерные структуры с множе-
ственными меристемами, побегами и семядоля-
ми, и другими органами, как правило, сросшими-
ся общим корневым полюсом. Предполагается,
что этот феномен нельзя относить к кливажной
полиэмбрионии (Fischer et al., 1997). Однако, по
мнению Титовой с соавторами (Титова и др.,
2016), случаи образования полимерных структур с
многочисленными меристемами и общим кор-
нем можно рассматривать как проявление непол-
ной кливажной полиэмбрионии. При этом со-
ставляющие единицы полиэмбриоидов не явля-
ются самостоятельными и образуют полимерные
структуры с множественными меристемами по-
бегов и щитками, сросшимися в разной степени.

Активную кливажную полиэмбрионию у Larix
на стадии развития глобулярного зародыша, ве-
роятно, можно связать с компетентностью его
клеток к различным воздействием, в частности
ауксином. Импульс в виде притока ауксина в за-
родыш из питательной среды приводит к пере-
программированию клеток глобулы и приобрете-
нию способности ее к восприятию и транспорту
ауксина. Возможное накопление ауксина в глобу-
ле и меньшее содержание его в базальной части,
создает градиент полярности, в результате кото-
рой образуются эмбриональные трубки (суспен-
зор), в которых по данным нашего имммуноги-
стохимического исследования (Третьякова и др.,
2017, в печати) ауксин не обнаружен. Вероятно,

Рис. 9. Схема развития и кливажа соматических зародышей Larix sibirica in vitro (см. обсуждение).
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кливаж глобулы приводит к полному расщепле-
нию суспензора и обособлению эмбрио.

Соматический полиэмбриогенез у Larix sibirica,
также как у других хвойных можно рассматривать
как повторяющийся кливажный процесс, зало-
женный в зиготе (Gupta, Dursan, 1987). Мы полага-
ем, что это самостоятельный процесс. Реализация
такого процесса активно происходит у лиственни-
цы сибирской в культуре in vitro на стадии глобулы,
где создаются оптимальные условия для кливажи-
рования.

Размножение соматических зародышей в куль-
туре in vitro происходит не только в результате кли-
важной полиэмбрионии, но значительно реже че-
рез образование адвентивных почек в суспензоре,
которое наблюдали у Picea abies (von Aderkas et al.,
1991), а также и мы у Larix sibirica (Третьякова
и др., 2016). Кроме того, массовое размножение
соматических зародышей может происходить и
в результате разобщения эмбриональных тру-
бок суспензора (Stasolla, Yeung, 2003). Разобщение
эмбриональных трубок суспензоров в пролифери-
рующей эмбриональной-суспензорной массе лист-
венницы сибирской приводит к множественному
формированию глобулярных соматических заро-
дышей через ассиметричное деление. При этом
процесс развития новых соматических зароды-
шей не отличается от описанного нами процесса
инициации соматического эмбриогенеза: такие
же вытянутые поляризованные клетки (эмбрио-
нальные трубки) асимметрично делятся и, фор-
мируют эмбриональные глобулы и суспензор.

Процесс размножения соматических зароды-
шей в пролиферирующей эмбрионально-суспен-
зорной массе остается загадочным феноменом.
Этот процесс не ослабевает у длительно культи-
вируемых эмбриогенных культур (Пак и др.,
2016). Пролиферирующие эмбриогенные культу-
ры Larix sibirica при регулярных пересадках ин-
тенсивно растут в течение восьми лет, соматиче-
ские зародыши в них активно кливажируют и об-
разуются из эмбриональных трубок суспензора.
Темп образования соматических зародышей не
снижается. Подобная пролиферативная актив-
ность эмбриогенных культур была описана ранее
в культуре мегагаметофитов L. decudua и культуре
зародышей гибридов лиственницы (Larix × euro-
lepis и Larix × marschlinsii) (Lelu-Walter M-A,
Pâques L.E., 2009), где образование ЭСМ шло в
течение 9 лет. Однако механизм мультипликации
соматических зародышей в таких культурах рас-
крыт не был. Мы впервые показали процесс со-
матического полиэмбриогенеза хвойных in vitro
на примере Larix sibirica. Этот процесс может идти
за счет кливажа, почкования суспензора и массо-
вого расщепления эмбриональных трубок сус-

пензора с последующим переходом их на путь эм-
бриогенеза.

Общность морфогенетических процессов, ле-
жащих в основе развития зиготических и сомати-
ческих зародышей хвойных видов еще раз под-
тверждает концепцию о параллелизме их разви-
тия in vivo и в культуре in vitro.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Российского фонда фундаментальных ис-
следований, Правительства Красноярского края,
Красноярского краевого фонда поддержки науч-
ной и научно-технической деятельности” в рам-
ках научных проектов № 16-44-240509 и № 16-
44-243068.
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The initiation of somatic embryos and their propagation in the long-term proliferating embryonal suspensor
mass of Larix sibirica were studied. It was found that the increase in the number of somatic embryos in the
embryogenic culture occurred as a result of cleavage of the globules of the somatic embryo and the suspensor;
it less often occurred as the result of budding of the suspensor and the separation of the embryonal tubes of
the suspensor. In the case of long-term proliferating cell lines (more than 8 years), the rate of cleavage did not
weaken. A conclusion on the identity of morphogenic processes underlying the development of zygotic and
somatic embryos of conifers is made, which is confirmed by the concept of T.B. Batygina (1999) on the par-
allelism of their development in vivo and in vitro.

Keywords: Larix sibirica, embryonal-suspensor mass, cleavage of globular embryos, budding, in vitro and
in vivo embryonal tubes 


