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Аннотация 

   В последние годы происходит снижение репродук-

тивного потенциала Pinus sibirica Du Tour в связи 

с изменениями климата и массовой заготовкой 

кедрового ореха. Для воспроизводства данного вида 

необходимо применение современных методов 

размножения, одним из которых является технология 

соматического эмбриогенеза в культуре in vitro. 

P. sibirica относится к неподатливым («recalcitrance») 

к соматическому эмбриогенезу видам. Ранее получить 

пролиферирующие эмбриогенные культуры у данного 

вида не удавалось. Цель данной работы заключалась 

в инициации соматического эмбриогенеза 

у P. sibirica. При культивировании эксплантов 

на среде DCR с регуляторами роста 2,4-Д (2 мг/л) 

и 6-БАП (1 мг/л) было выявлено, что инициация 

соматического эмбриогенеза зависит от стадии 

развития экспланта (зиготического зародыша). 

Максимальный уровень инициации получен 

от зиготических зародышей на посткливажной стадии 

развития. 
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Abstract 

   In recent years, there has been a decline 

in the reproductive potential of Pinus sibirica, 

in connection with climate change and the mass 

harvesting of pine nuts. To reproduce this species, 

it is necessary to use modern reproduction methods, 

one of which is the technology of somatic embryogenesis 

in vitro culture. P. sibirica is a species that is not 

susceptible (“recalcitrance”) to somatic embryogenesis. 

Previously, it was not possible to obtain proliferating 

embryogenic cultures of this species. The aim of the work 

was to study the influence of the developmental stage 

of the zygotic embryo on the initiation of somatic 

embryogenesis in Pinus sibirica. When culturing explants 

on DCR medium with growth regulators of 2 mg/l 2,4D 

and 1 mg/l 6-BAP, we found that the initiation of somatic 

embryogenesis depends on the stage of development 

of the explant (zygotic embryo). The maximum level 

of initiation is derived from the post-cleavage stage of 

the implant. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Pinus sibirica Du Tour – cосна сибирская (кедр сибирский) – единственный 

орехоплодный вид Сибири, имеющий большое экономическое и экологическое значение. 

Урожайность кедра сибирского подвержена значительным колебаниям, при этом 

в последние годы наблюдается тенденция к сокращению и снижению качества урожаев 

[Novikova et аl. 2024; Velisevich, Popov 2024]. Кроме того, массовая заготовка кедрового 

ореха также оказывает негативное влияние на репродуктивный потенциал данного вида. 

Для сохранения и восстановления кедровых лесов, возникает необходимость создания 
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искусственных насаждений данного вида, способных компенсировать масштабное изъятие 

семенного материала [Горошкевич 2000; Бородинцева и др. 2023]. В ряде стран все более 

широкое применение получают программы плантационного лесовыращивания (программа 

Multi-Varietal Forestry, MVF) [Park et al. 2016], через технологию соматического 

эмбриогенеза позволяющие обеспечить получение неограниченного количества генетически 

идентичного посадочного материала с заданными характеристиками [Hazubska-Przybyl et al. 

2022; Ramírez-Mosqueda 2022; Zhu et al. 2022; Zhao 2024]. 

Соматический эмбриогенез хвойных включает нескольких ключевых стадий: 

инициация, пролиферация, созревание и прорастание [Шуклина, Третьякова 2019; Gao et al. 

2024]. Инициация cоматического эмбриогенеза является критическим событием, 

определяющим возможность всех дальнейших процессов. Общепризнанно, 

что по сравнению с другими хвойными, представители сосновых являются сложными 

(«recalcitrance») объектами для инициации соматического эмбриогенеза [Bonga et al. 2010; 

Ignatenko et al. 2022].  

Ранее нами проводились исследования с клеточными культурами in vitro сосны 

сибирской [Третьякова, Новоселова 2003; Третьякова и др. 2013; Третьякова, Ворошилова 

2014], однако получить пролиферирующие эмбриогенные линии не удалось. Поэтому 

исследование факторов, влияющих на инициацию соматического эмбриогенеза P. sibirica, 

продолжает оставаться актуальной задачей. 

Среди множества факторов, влияющих на успешность инициации cоматического 

эмбриогенеза сосновых, важную роль отводят морфофизиологическому статусу экспланта 

[Bonga et al. 2010; Zhu et al. 2022]. Установлено, что для представителей рода Pinus 

эмбриогенным потенциалом обладают только незрелые зиготические зародыши, причем 

их эмбриогенная компетентность ограничена очень небольшим промежутком времени [Arya 

2000; Bonga et al. 2010; Lara-Chavez et al. 2011; Kim, Moon 2014; Lelu-Walter et al. 2016]. 

Соответственно, для максимальной эффективности процесса индукции соматического 

эмбриогенеза необходима точная идентификация стадии развития зиготического зародыша, 

используемого для введения в культуру in vitro.  

Цель данной работы – изучение влияния стадии развития зиготического зародыша 

P. sibirica на индукцию соматического эмбриогенеза в культуре in vitro. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материалом для исследования послужили свободноопыленные шишки P. sibirica 

деревьев, произрастающих на территории Красноярского лесничества (20 км к северо-западу 

от г. Красноярска). Район произрастания не подвержен действию загрязнений 

антропогенного характера. Сбор шишек производили с 15 июня по 6 июля 2024 г. 

с интервалом 3 сут. 

Срезанные шишки помещали в пакеты из крафт-бумаги и хранили при температуре +4° 

С. В течение 1-3 сут после сбора осуществляли введение в культуру in vitro, фиксацию 

и определение стадии развития зиготических зародышей  

Для приготовления постоянных препаратов образцы фиксировали раствором Навашина 

и далее действовали согласно общепринятой методике [Круглова и др. 2013]. Постоянные 

препараты окрашивали гематоскилином. Временные препараты окрашивали 0,1% раствором 

сафранина и 2% процентным раствором ацетокармина. 
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Для определения стадий эмбриогенеза использовали периодизацию, основанную 

на фундаментальных эмбриологических работах [Buchholz 1926; Singh 1978], с учетом 

сведений прикладных исследований [Koski 1971; Skinner 1992; Pullman Webb 1994]. 

Соответственно, выделяли следующие фазы: проэмбриогенез (от оплодотворения до выхода 

проэмбрио за пределы архегония), кливаж (расщепление проэмбрио на четыре идентичные 

единицы), глобулы (кливажные зародыши, состоящие из нескольких клеток), начало 

дифференцировки (появляются различия в размерах между лидирующим 

и субординантными зародышами), выраженная дифференцировка (хорошо просматривается 

лидирующий зародыш), семядольное кольцо (у лидирующего зародыша формируется 

семядольное кольцо).  

Стадию развития определяли по 50 мегагаметофитам в каждую дату отбора. В культуру 

вводили по 144 экспланта. 

Для введения в культуру и инициации cоматического эмбриогенеза использовали среду 

DCR [Gupta, Durzan, 1987]. Среды дополняли гормонами 2,4-D и 6-БАП в концентрации 

2 мг/л и 1 мг/л соответственно, сахарозой (30 г/л), глутамином (0,5 г/л), гидролизатом 

казеина (0,5 г/л), мезоинозитом (0,1 г/л) и аскорбиновой кислотой (0,1 г/л). В качестве 

желирующего компонента использовали агар в концентрации 7 г/л. 

Перед автоклавированием рH среды доводили до 5,7. После автоклавирования, когда среда 

остывала до 50°С, через фильтр (полиэфирсульфоновая мембрана, диаметр пор 0,22 мкм 

(ТРР, Швейцария)) добавляли глутамин и аскорбиновую кислоту. Среды разливали 

в стеклянные сосуды по 25 мл. 

Мегагаметофиты извлекали из мегастробилов, проводили поверхностную 

стерилизацию 15%-ным раствором перекиси водорода в течение 12 мин с последующим 

промыванием в стерильной воде. Дальнейшие работы проводили в условиях бокса 

антибактериальной воздушной среды БАВп-01 («Ламинар-С», Россия). Мегагаметофиты 

освобождали от покровов, производили еще одну стерилизацию (8%-ным раствором 

перекиси водорода, в течение 10 мин) и помещали в сосуды с питательной средой, 

по 8 эксплантов на сосуд. 

Культивирование осуществляли в темноте, при температуре 22-23°С. Регистрацию 

отклика эксплантов на введение в условия культуры проводили еженедельно в течение 

10 недель.  

Во время 1-го пассажа через 45-50 сут после введения в культуру проводили 

цитологический анализ эксплантов с использованием постоянных и временных препаратов. 

Просмотр образцов осуществляли на микроскопе «МИКРОМЕД-6» (ЛОМО, Россия).  

Полученные клеточные культуры подразделяли на обладающие и не обладающие 

эмбриогенной компетентностью. В соответствии с литературными данными, 

к эмбриогенным относили клеточные линии, представленные клетками двух типов: мелкими 

округлыми интенсивно окрашенными и примыкающими к ним удлиненными, сильно 

вакуолизированными, слабо удерживающими краситель [Cairney, Pullman 2007; Castander-

Olarieta et al. 2022]. 

 Статистическую обработку данных проводили по стандартным программам MS Excel. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Период исследования в 2024 г. охватывал развитие зиготического зародыша P. sibirica 

от оплодотворения и начала дробления зиготы до формирования семядолей (рис. 1).  

Рис. 1. Зиготический эмбриогенез в эксплантах P. sibirica. а) зрелые архегонии, в центре 

расположено ядро яйцеклетки. Фиксация 15.06; б) проэмбриогенез, деление 

оплодотворенной яйцеклетки. Фиксация 15.06; в) проэмбриогенез, начало растяжения 

эмбрионального суспензора. Фиксация 18.06; г-д) кливажные зародыши. Фиксация 21.06; 

е) глобулярные зародыши, до появления различия в размерах. Фиксация 24.06; ж) начало 

дифференцировки. Фиксация 27.06; з) выраженная дифференцировка: у доминантного 

зародыша формируется предсемядольное кольцо, субординантный зародыш остается 

на стадии глобулы. Фиксация 30.06. Примечание: Продольные срезы; а, б, д – постоянные 

препараты, в, г, е-з – временные препараты. 

Начало рассеивания пыльцы в районе исследования в 2024 г. отмечено 10 июня, что 

соответствует норме. Пыление и оплодотворение у P. sibirica совпадают по времени 

[Третьякова, 1990], соответственно, в течение 7-10 сут после вылета пыльцы 

мегагаметофиты семяпочек второго года развития находятся на стадии проэмбриогенеза 

(рис. 1 а, б). Начиная с 18 июня (7-9 сут после опыления), в коррозионной полости можно 

обнаружить несколько (от 4 до 12) зародышей (рис. 1 г, д), что отражает явление 

полиэмбрионии, характерное для раннего эмбриогенеза сосновых [Buchholz 1926; Singh 

1978; Dogra 1979]. Изначально зародыши не различаются размерами, но к 27 июня 

происходит дифференциация их на лидирующий и субдоминантные зародыши (рис. 1 ж, з). 

Ряд исследователей предполагают, что определяющее значение в установлении 

доминантности имеет пространственное расположение, и преимущественное развитие 

получает зародыш, оказавшийся глубже других продвинутым в коррозионную полость 

мегагаметофита [Williams 2009; von Arnold et al. 2019]. После установления доминантности 

субординантные зародыши останавливаются в развитии, и все последующие процессы 

морфогенеза и созревания характерны только для лидирующего зародыша.  

Известно, что сроки наступления отдельных стадий эмбриогенеза могут варьировать 

как в связи с текущими погодными условиями, поскольку эмбриогенез тесно связан с 

суммой эффективных температур [Третьякова 1990; Ershova et al. 2025], так и между 

деревьями в одной популяции вследствие индивидуальной изменчивости [Singh 1978; 

Васильева и др. 2012]. В начальном периоде эмбриогенеза возможно расхождение стадий 
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развития зародышей даже в пределах одного мегастробила [Третьякова 1990], что может 

быть обусловлено разной скоростью роста и развития мужского гаметофита в тканях 

женского гаметофита [Williams 2008].  

Наши результаты соответствуют имеющимся в литературе данным: в каждую дату 

сбора было обнаружено несовпадение стадий развития, а также выявлены количественные и 

качественные различия результатов введения мегагаметофитов в культуру in vitro (табл. 1). 

Таблица 1. Развитие зиготических зародышей в эксплантах P. sibirica и результат их введения 

в  культуру in vitro 

 Стадия развития зиготических зародышей, % 

проэмбрио-

генез 
кливаж глобулы 

начало 

дифферен- 

цировки 

дифферен-

цировка 

формирование 

семядольного 

кольца 

эмбриогенные 

клеточные 

линии% 

 

15.06 100 0 0 0 0 0 0 

18.06 92 8 0 0 0 0 0 

21.06 20 72 8 0 0 0 2 

24.06 0 32 68 0 0 0 10 

27.06 0 0 56 44 0 0 3 

30.06 0 0 0 0 100 0 0 

3.07 0 0 0 0 84 16 0 

6.07 0 0 0 0 48 56 0 

 

Экспланты, отобранные 15 и 18 июня (мегагаметофиты на стадии проэмбриогенеза), в 

условиях культуры in vitro не развивались (табл. 1). Первый отклик на введение в условия in 

vitro – выдавливание клеточной массы через микропиле мегагаметофита (экструзия) – был 

получен у эксплантов, собранных 21 июня. Максимальное число экструзий (10%) было 

получено у эксплантов, собранных 24 июня, когда 68% мегагаметофитов заключали в себе 

зиготические зародыши на посткливажной стадии. У эксплантов, отобранных 27 июня, число 

экструзий снижается. В этот период у зиготических зародышей начинались процессы 

дифференцировки и устанавливалось явное преобладание в размерах одного зародыша над 

прочими (субдоминантными). С 30 июня и в последующие даты отбора эксплантов получить 

экструзии не удавалось. Однако при механическом повреждении мегагаметофитов или при 

введении в культуру изолированных зародышей возможно формирование клеточных линий, 

не проявляющих эмбриогенной компетентности (данные не приведены).  

Все полученные клеточные линии после 45–50 сут культивирования на среде для 

инициации были перенесены на свежую среду. Одновременно производили цитологический 

анализ полученных клеточных линий (рис. 2).  

Рис. 2. Инициация соматического эмбриогенеза у P. sibirica. а–б) зародышеподобные 

структуры, состоящие из округлых темных клеток (глобулы соматичского 

зародыша) и вытянутых бесцветных клеток (суспензор); в) общий вид 
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эмбрионально-суспензорной массы; г) неэмбриогенный каллус. Примечание: 

временные препараты.   

Полученные в результате экструзии клеточные линии характеризовались присутствием 

в культуре двух типов клеток: мелких округлых, ярко окрашенных, составляющих глобулу 

соматического зародыша, и прилегающих к ним прозрачных удлиненных эмбриональных 

трубок, слагающих суспензор. Принято считать, что наличие подобных структур позволяет 

относить культуры к обладающим эмбриогенной компетентностью, которая может быть 

реализована при дальнейших манипуляциях [Carney, Pulman 2007]. В иностранной 

литературе такие типы клеточных культур называют проэмбриональной массой (PEM), в 

отечественных источниках более широкое распространение имеет термин эмбрионально-

суспензорная масса (ЭСМ) [Третьякова, Шуклина 2019]. 

Кроме эмбрионально-суспензорной массы был получен и другой тип клеточных линий, 

представленный однородными крупными клетками, не обладающими полярностью и 

представляющими собой каллус (рис. 2 г). Каллусные клеточные линии неспособны 

непосредственно продуцировать соматические зародыши. При этом ряд исследователей не 

исключают возможности индукции непрямого соматического эмбриогенеза, являющегося 

проявлением свойства тотипотентности растительных клеток [Fehér et al. 2016; Zhao 2024]. 

Максимальная частота инициации отмечена в период, когда зиготические зародыши 

находятся на посткливажной стадии, что согласуется с данными, полученными на других 

представителях рода Pinus [Arya et al. 2000]. Особое внимание к данной стадии вызвано тем, 

что ряд исследователей предполагают, что именно многократное повторение кливажных 

процессов в условиях культуры является механизмом формирования и пролиферации 

эмбриогенных клеточных культур [Fehér et al. 2016)].  

В нашем исследовании критическим событием для инициации соматического 

эмбриогенеза является появление лидирующего зародыша, после чего формирования 

эмбриогенных клеточных линий не наблюдали (табл. 1). Продолжительность периода 

компетентности незрелых зиготических зародышей P. sibirica к инициации соматического 

эмбриогенеза составила одну неделю, что, возможно отражает продолжительность периода в 

развитии между кливажным расщеплением и проявлением доминантного зародыша. 

Природа и механизмы супрессии субдоминантных зародышей продолжают оставаться 

предметом исследований [Filonova et al. 2001; Vuosku et al. 2009]. 

В большинстве работ по инициации соматического эмбриогенеза хвойных период 

между отбором эксплантов составляет одну неделю [Lara-Chavaz et al. 2011; Montalbán et al. 

2012; Ershova et al. 2025]. Наши исследования показали, что у P. sibirica в течении 7 сут 

происходят значительные эмбриологические события, и для отбора эксплантов в наиболее 

благоприятный для инициации соматического эмбриогенеза период необходим тщательный 

мониторинг стадий развития. Возможно, что отмеченные многими авторами вариации 

эффективности инициации соматического эмбриогенеза представителей р. Pinus по годам 

[Klimaszewska et al. 2001; Kim, Moon 2014] в значительной мере обусловлены разной 

скоростью прохождения процессов развития зиготических зародышей, в связи с текущими 

погодными условиями. Соответственно, точная привязка наблюдений к процессу 

оплодотворения позволит определить оптимальные сроки введения в культуру зиготических 

зародышей для инициации соматического эмбриогенеза.  
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ВЫВОДЫ:  

Частота инициации соматического эмбриогенеза у P. sibirica может быть повышена 

отбором эксплантов в оптимальной фазе развития. 

Максимальный выход эмбрионально-суспензорной массы получен от эксплантов на 

посткливажной стадии развития зиготического зародыша.  
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