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Статья посвящена изучению цитоэмбриологических предпосылок к полиэмбрионии 
в неопылённых завязях апомиктичной линии кукурузы АТ-1 в условиях in vitro и in vivo. 
Для оценки роли питательной среды в индукции полиэмбрионии был проведен срав-
нительный анализ зародышевых мешков в завязях, культивируемых in vitro, и в завязях 
интактных растений. Прослежена динамика формирования в них апомиктичных близ-
нецовых проэмбрио. Установлено, что причиной многозародышевости у изученной ли-
нии могут быть либо независимые деления в дериватах яйцеклетки, либо деления в 
дополни тельных яйцеклетках. Как в условиях in vivo, так и in vitro женские гаметофиты 
характеризуются одинаковыми особенностями развития и спектром аномалий, иден-
тичными предпосылками к полиэмбрионии и синхронностью процессов эмбриогенеза. 
Это свидетельствует о сохранении в культивируемых завязях генетически детерминиро-
ванной склонности к апомиксису и полиэмбрионии. Искусственная питательная среда 
играет в данном случае лишь трофическую роль, компенсируя отсутствие полноценного 
эндосперма, необходимого для развития зародышей. Роль культуры in vitro как фактора, 
индуцирующего полиэмбрионию у апомиктичной линии кукурузы АТ-1, исключается.
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Многозародышевость, или полиэмбриония, открытая три сто-
летия назад Антони ван Левенгуком, в настоящее время считается 
общеботаническим явлением и обнаружена у представителей мно-
гих семейств покрытосеменных растений [1, 2]. 

Как правило, полиэмбриония вызывает у исследователей только 
чисто научный интерес. Между тем перспективность её практического 
применения очевидна, например, в селекции: для получения гаплоидов 
и чистых линий, для улучшения посевных качеств семян и выведения 
высокоурожайных сортов сельскохозяйственных растений. Исполь-
зовать в полной мере прикладной потенциал многозародышевости 
затрудняет недостаточная изученность механизмов её индукции [3].

Ряд авторов неоднократно отмечали тесную связь полиэм-
брионии с апомиксисом и его элементами [4–13]. В ходе развития 
женских генеративных структур у апомиктичных видов нередко 
создаются цитоэмбриологические предпосылки к полиэмбрионии. 
К их числу относятся: формирование нескольких зародышевых 
мешков в одном семязачатке, нескольких яйцеклеток в одном 
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мегагаметофите (полигаметия), яйцеклетко-
подобных синергид или антипод (апогаметия) 
[14, 15]. В единичных случаях аналогичные 
явления могут иметь место и у половых видов. 
При этом в случае развития неоплодотворенных 
яйцеклеток у них могут формироваться гаплоид-
ные близнецы. На этой закономерности основан 
близнецовый метод выявления гаплоидов, ис-
пользуемый ещё с 1933 года [16] и достаточно 
популярный в настоящее время. С его помощью 
обнаружены гаплоиды в десятках семейств и сот-
нях видов цветковых растений [1, 17].

Кроме того, у амфимиктичных форм много-
зародышевость может быть индуцирована экс-
периментальным воздействием: повышенной тем-
пературой [18], обработкой химическими мутаге-
нами, физиологически активными веществами, 
рентгеновским облучением, а также условиями 
культуры in vitro [1, 19], когда наличие в составе 
питательной среды определенных фитогормонов 
может спровоцировать многократное «почкова-
ние» даже изолированных семязачатков [20, 21]. 

Целью проведенного исследования была 
оценка возможной индуцирующей роли условий 
культуры in vitro на возникновение предпосылок 
к полиэмбрионии у апомиктичной линии куку-
рузы АТ-1. В задачи работы входило: 1) изучить 
особенности строения женского гаметофита в 
неопылённых завязях кукурузы, развивающихся 
в условиях in vivo и in vitro; 2) проследить в ди-
намике последовательные этапы равзития in vivo 
и in vitro апомиктичных проэмбрио; 3) оценить 
частоту полиэмбрионии в зрелых зерновках и экс-
плантированных неопыленных завязях кукурузы.

Материалы и методы

Объектом исследования являлась апомик-
тичная линия кукурузы АТ-1, задержка опыления 
у которой ведет к увеличению частоты встреча-
емости полиэмбрионии и гаплоидии. Цитоэм-
бриологически подтверждено, что для линии 
характерен неиндуцированный тип гаплоидии. 
Линия сходна с псевдогамными апомиктами, у 
которых зародыш развивается партеногенети-
чески, а для нормального развития эндосперма 
необходимо оплодотворение [22]. 

Растения выращивали в полевых условиях. 
Чтобы исключить случайное опыление, початки 
до начала цветения накрывали пергаментными 
изоляторами. За начало цветения принимали 
появление на початке первых пестичных нитей. 
Неопылённые женские соцветия фиксировали в 
ацеталкоголе (1: 3) темпорально через 1, 3, 5, 7, 
10, 14 суток после появления пестичных нитей.

Для эксперимента in vitro отбирали почат-
ки спустя одни сутки после появления рылец. 

Одна часть завязей от каждого початка исполь-
зовалась для цитоэмбриологического анализа, 
другая – для культивирования. 

Питательная среда содержала макро- и 
микро элементы MS, витамины, сахарозу (9,0%), 
2,4-Д (2,0 мг/л), агар-агар. В качестве дезин-
фицирующих средств для эксплантов исполь-
зовали этанол (70%) и раствор натриевой соли 
этилмеркуртиосалициловой кислоты (30 мг/л) с 
последующей промывкой стерильной дистилли-
рованной водой. 

В ходе культивирования эксплантирован-
ные завязи по достижении ими «возраста» 3, 5, 
7, 10, 14 суток (от момента появления рылец на 
початке, включая период in vitro) извлекали из 
пробирок, фиксировали в ацеталкоголе. 

Из всех завязей, зафиксированных как в 
полевых условиях, так и после культивирования 
на искусственной питательной среде, выделяли 
зародышевые мешки методом ферментативной 
мацерации [23, 24]. Структуру женских гаме-
тофитов анализировали с помощью микроско-
пов «AxioStar Plus» и «AxioScope» (С. Zeiss, 
Германия). Фотографирование осуществляли 
с использованием программ визуализации изо-
бражения «Zoombrawser».

Результаты и их обсуждение

В процессе исследования установлено, 
что к моменту появления рылец на початке 
зародышевые мешки были сформированы, и 
большинство из них имело типичное строение. 
Они включали яйцеклетку, две синергиды, цен-
тральную клетку с двумя полярными ядрами, 
около двадцати антипод (рис. 1). 

Рис. 1. Зародышевый мешок кукурузы линии АТ-1 нор-
мального строения: яц – яйцеклетка, син – синергиды, 

пя – полярные ядра, ант – антиподы

 

 

 

 

 



Биология 399

Т. А. Алаторцева и др. Явление полиэмбрионии in vivo и in vitro у апомиктичной линии кукурузы

При задержке опыления (трое и более су-
ток) в завязях интактных растений и в условиях 
in vitro наряду с зародышевыми мешками нор-
мального строения встречались мегагаметофи-
ты с различными структурными аномалиями 
(рис. 2), которые могли служить предпосылками 
к появлению полиэмбрионов [5, 9, 14, 25, 26, 
27]. К их числу можно отнести: дополнительные 

яйцеклетки, одну или две яйцеклеткоподобные 
синергиды, дополнительные проэмбрио, проэм-
брио в присутствии яйцеклетки. Формирование 
дополнительных яйцеклеток и яйцеклеткоподоб-
ных элементов (синергид или антипод), как пра-
вило, является результатом нарушения процессов 
поляризации и дифференцировки зародышевых 
мешков [28].

Рис. 2. Зародышевые мешки кукурузы линии АТ-1 с различными аномалиями: а – с двумя 
проэмбрио (пр), б – с яйцеклеткой (яц) и двумя проэмбрио (пр), в – с двумя яйцеклетками (яц)
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Частота образования мегагаметофитов с 
предпосылками к полиэмбрионии была прак-
тически одинаковой, как в случае их разви-
тия на интактных растениях в поле, так и в 
культуре изолированных завязей in vitro (таб-
лица). 

Статистическая обработка результатов не 
выявила достоверных различий по количеству 
зародышевых мешков атипичного строения и 
по спектру аномалий, способных быть потен-
циальными предпосылками к полиэмбрионии. 

При этом отмечается общая тенденция к возрас-
танию их частоты с увеличением длительности 
задержки опыления (рис. 3).

Кроме того, в обоих вариантах экспери-
мента наблюдалась сходная динамика развития 
партеногенетических зародышей. Неоплодот-
воренные яйцеклетки приступают к делению на 
5–7-е сутки от момента появления пестичных 
нитей на початке. Яйцеклетка делится попереч-
ной перегородкой к оси зародышевого мешка, 
образуя две дочерние клетки (рис. 4). 
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Структура зародышевых мешков в завязях кукурузы линии АТ-1 при задержке опыления 
в условиях in vivo и in vitro
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3
in vivo 109 96,3 0 0 0,9 0,9 0 0 1,8
in vitro 108 95,4 0 0,9 1 0 1 0 4

5
in vivo 106 85,8 5,7 0,0 0,9 1,9 0,9 0,9 3,8
in vitro 104 91,3 2,9 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 3,8

7
in vivo 105 86,7 3,8 1,0 1,9 1,0 1,0 0,0 4,8
in vitro 107 88,8 2,8 1,9 0 1,9 1,9 0 2,8

10
in vivo 103 80,6 5,8 1,0 3,9 1,9 2,9 1,9 1,9
in vitro 110 71,8 6,4 2,7 0,9 2,7 3,6 0,9 10,9

14
in vivo 103 69,9 4,9 0,0 5,8 4,9 2,9 1,0 10,7
in vitro 107 74,8 8,4 4,7 0,0 0,0 4,7 0,9 6,5

Рис. 3. Количество предпосылок к полиэмбрионии в неопылённых завязях кукурузы линии АТ-1 in vivo 
и in vitro

Рис. 4. Зародышевые мешки с проэмбрио (пр): 
а – с двухклеточным проэмбрио, б – с многоклеточным проэмбрио
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Затем обе или одна (чаще апикальная) клетки 
делятся продольно с образованием 3-4-клеточного 
зародыша. Последующие деления происходят в 
разных плоскостях. Если перегородка при первом 
делении яйцеклетки закладывается параллельно 
(или слегка под углом) к оси зародышевого мешка, 
то две дочерние клетки фактически становятся 
самостоятельными инициалями двух зародышей. 
Асинхронные деления в дериватах яйцеклетки 
приводят к образованию двух неравноценных по 
размерам и жизнеспособности зародышей. 

В интактных и изолированных завязях были 
обнаружены также зародышевые мешки с про-
эмбрио и дополнительными яйцеклетками, с 
двумя и тремя проэмбрио, расположение которых 
позволяет предполагать их происхождение из 
дополнительных яйцеклеток или яйцеклеткопо-
добных синергид. 

В культуре in vitro встречались также жен-
ские гаметофиты, у которых на месте синергид 
располагалась бесформенная масса недифферен-
цированных клеток. Возможно, условия культуры 
in vitro провоцировали к пролиферации типичную 
(неяйцеклеткоподобную) синергиду, в результа-
те чего и появлялись данные каллусоподобные 
структуры, не приводящие к формированию 
проэмбрио. 

Таким образом, причиной многозародыше-
вости у линии кукуруза АТ-1 могут быть либо 
независимые деления в дериватах единственной 
яйцеклетки, либо деления в дополни тельных 
яйцеклетках. Известно, что аналогичные пред-
посылки к полиэмбрионии были обнаружены в 
культивируемых in vitro завязях ячменя и риса, 
где отмечалась индукция делений всех четы рёх 
элементов зародышевого мешка, хотя митозы 
происходили с разной частотой и результатами 
[29, 30]. По данным других авторов [31], для 
культуры риса более вероятна синергидная 
апогаметия, так как сильно вакуолизированная 
яйцеклетка чаще всего приводит к образованию 
ценоцита. В неопылённых завязях сахарной 
свёклы зародыши развиваются из яйцеклет-
ки или антипод [32], а также из синергид 
[33]. Для завязей табака были описаны случаи 
образования эмбриоидов из антиподальных 
клеток [34].

В нашем эксперименте в завязях кукуру-
зы линии АТ-1 в отсутствие оплодотворения 
полноценный эндосперм не формировался. В 
некоторых случаях после слияния полярных 
ядер центральной клетки и последующих ка-
риокинезов образовывалась лишь ценоцитная 
ткань (рис. 5). 

Рис. 5. Зародышевый мешок с двумя яйцеклетками (яц) и 4-ядерной централь-
ной клеткой (цк)

Аномалии в развитии эндосперма или пол-
ное его отсутствие, в свою очередь, сказываются 
на «судьбе» апомиктичного проэмбрио. 

С увеличением «возраста» завязи (задержка 
опыления) количество обнаруживаемых в них 
автономно возникших зародышей возрастало, 

и в 14-суточных завязях, находящихся на пи-
тательной среде, составляло 13,1%, в то время 
как в завязях, развивающихся на материнских 
растениях, – 7,8% (рис. 6).

Жизнеспособность проэмбрио в неопы-
лённых завязях зависит от наличия источника 
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его питания. Экспериментально доказано, что 
только в культуре in vitro, где роль питающего 
фактора в отсутствие эндосперма берёт на себя 
искусственная среда, возможно доразвитие про-
эмбрио до целого растения [35].

 Зародыши, возникшие без участия спер-
мия и развивающиеся в завязях початков под 
изоляторами на материнских растениях, вскоре 
дегенерировали. Отсутствие полноценного эн-
досперма или его аномальность являются суще-
ственным препятствием для реализации цитоэм-
бриологических предпосылок к полиэмбрионии 
[36]. Однако опыление соцветий с некоторой 
задержкой ведёт к оплодотворению центральной 
клетки зародышевого мешка и формированию 
гаплоидных зародышей на фоне триплоидного 
эндосперма. При опылении початков в начале 

цветения развиваются нормальные зиготиче-
ские зародыши и полноценные семена. 

При проращивании зрелых зерновок (при 
позднем и нормальном опылении) среди них 
обнаруживаются семена с двумя, реже тремя 
близнецовыми проростками (рис. 7). 

Следует отметить, что в выборках семян уро-
жая одного года отмечается варьирование частоты 
проявления многозародышевости в зависимости 
от растения. При этом могут встречаться в смысле 
полиэмбрионности «продуктивные» и «непро-
дуктивные» растения. Так, в один из сезонов в 
завязях, развивающихся в условиях in vitro, только 
у 9 растений из 30 исследованных была зафикси-
рована многозародышевость. В это же время среди 
зрелых зиготических зерновок у 11 початков из 
25 были выявлены семена с двумя проростками.

Рис. 6. Развитие партеногенетических проэмбрио в неопыленных завязях в условиях in vivo и in vitro

«Возраст» завязей, сутки

Рис. 7. Зерновки кукурузы линии АТ-1: а, б – с двумя близнецовыми проростками, в – тремя близнецовыми 
проростками
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В среднем на один исследуемый сезон часто-
та формирования многозародышевых семян (in 
vivo) составила 1,9% и достоверно не отличалась 
от частоты неопыленных завязей с несколькими 
проэмбрио в культуре in vitro (1,1%). 

Заключение

Таким образом, подводя итог проведённому 
исследованию, можно констатировать, что уста-
новленное сходство в развитии женского гамето-
фита в условиях in vivo и in vitro, формирование в 
нём идентичных предпосылок к полиэмбрионии 
и синхронность в возникновении проэмбрио в 
зародышевых мешках без опыления являются 
выражением склонности данной линии кукуру-
зы к апомиктичному способу размножения. Эта 
тенденция сохраняется при эксплантации завязей 
in vitro [37]. 

Мы полагаем, что в данном случае искус-
ственная питательная среда играет лишь тро-
фическую роль, компенсируя отсутствие полно-
ценного эндосперма, необходимого для развития 
зародышей. Роль культуры in vitro как фактора, 
индуцирующего полиэмбрионию для апомиктич-
ной линии кукурузы АТ-1, исключается.
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The article is focused on studying of cytoembryological preconditions 
of polyembryony in the not pollinated ovary of the apomictic maize 
line АТ-1 under in vitro and in vivo conditions. For an assessment of 
a nutrient medium role in polyembryony induction a relative analysis 
of the embryo sacs in cultivated in vitro and native plants ovaries has 
been lead. Dynamics of formation in them an apomictic twin proem-
bryo is traced. In the study line the cause of polyembryony can be 
either an independent divisions in derivatives of egg cell, or division 
in additional egg cells. The female gametophytes are characterized 
by identical peculiarity of its development, spectrum of anomalies, 
preconditions of a polyembryony and synchronism of embryogenesis. 
It is evidence about a conservation of genetical determined propensity 
to apomixis and polyembryony in the cultivated ovaries. The artificial 
nutrient medium plays only trophic role, compensating absence of a 
native endosperm, that necessary for embryos development. A role of 
in vitro culture as a factor inducing a polyembryony in the apomictic 
maize line АТ-1 is excluded.
Key words: corn, apomixis, polyembryony, embryo sac, in vitro, in vivo.
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