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Несмотря на существование достаточного количества протоколов для получения соматических за-
родышей Pinus sylvestris L., данные о влиянии предварительной стерилизации растительных экс-
плантов на инициацию соматического эмбриогенеза практически отсутствуют. В ходе исследова-
ния были подобраны оптимальные сроки сбора незрелых шишек и выбран безопасный и эффектив-
ный протокол предварительной стерилизации незрелых семян. Согласно полученным данным,
“временное окно”, при котором стадия развития зиготического зародыша подходит для введения
растительного материала в культуру in vitro на Петрозаводской лесосеменной плантации I порядка
(Карелия) в 2020 г. приходилось на конец третьей декады июня–второй декады июля (при сумме эф-
фективных температур 406.8–655.5 градусо-дней соответственно (при базовой температуре 5 °C)). То-
гда как в 2021 г. период, подходящий для взятия образцов, был короче (третья декада июня–первая
декада июля (400.7–664.7 градусо-дней)). Наряду с этим представлены результаты по изучению
влияния различных типов стерилизующих агентов (70% этанол, перманганат калия, гипохлорит
натрия (коммерческий отбеливатель “Белизна”), перекись водорода), их концентраций и време-
ни воздействия на всхожесть зрелых семян P. sylvestris. Установлено отрицательное влияние рас-
твора 70% этанола на данный показатель. Всхожесть зрелых семян после такой обработки не пре-
вышала 20%. У обработанных раствором этанола незрелых семян после двух месяцев в культуре
in vitro не наблюдались признаки развития или гибели. В то время как растворы коммерческого от-
беливателя “Белизна” и перекиси водорода в различных концентрациях (до 20%) не влияли на всхо-
жесть семян (всхожесть семян 40 и 49% соответственно, контроль 49%). Также был апробирован ме-
тод стерилизации зеленых шишек, без дальнейшей обработки семян, и введение в культуру in vitro
мегагаметофитов P. sylvestris. Такой вариант обработки оказался эффективным, контаминации за
время культивирования мегагаметафитов зафиксировано не было.
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Сосна обыкновенная Pinus sylvestris L. – один
из самых распространенных и хозяйственно цен-
ных видов хвойных растений в мире, ее древесина
широко востребована, особенно в странах Север-
ной Европы [1]. Попытки использовать методы
классической селекции для получения сосны
обыкновенной с заданной для нужд лесоперера-
батывающей промышленности древесиной пока
не дают желаемого результата. Данный вид с тру-
дом поддается вегетативному размножению ме-
тодом черенкования, в связи с чем методы био-
технологии являются наиболее перспективными
для его массового размножения [2, 3].

Соматический эмбриогенез – перспективный
биотехнологический метод массового тиражиро-
вания растений. Свое применение соматический
эмбриогенез нашел как для размножения куль-

турных растений [4–7], так и для размножения
редких и исчезающих видов [8–10]. Особенно ак-
туально использование данного метода для мед-
леннорастущих древесных растений, а также в
программах лесной селекции [3, 11]. Преимуще-
ством соматического эмбриогенеза является то,
что большое число генетически идентичных со-
матических зародышей в культуре in vitro может
быть получено в течение всего года.

К настоящему моменту разработаны достаточ-
но подробные протоколы для получения сомати-
ческих зародышей сосны обыкновенной [12–16].
Однако, по сравнению с другими представителя-
ми рода Pinus, сосна обыкновенная остается труд-
ным видом для размножения путем соматическо-
го эмбриогенеза, в связи с чем оптимизация про-
токолов получения соматических зародышей для
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нее до сих пор актуальна [3]. Ряд сложностей су-
ществует на стадии инициации: короткий проме-
жуток времени, в течение которого экспланты
вводятся в культуру in vitro, низкая частота ини-
циации эмбриогенного каллуса, подбор геноти-
пов, обладающих компетентностью к соматиче-
скому эмбриогенезу [15, 17, 18]. Некоторые авторы
отмечают, что поражение растений бактериаль-
ной и грибной инфекцией, которая часто встре-
чается во всех тканях и органах хвойных, также
сильно усложняет культивирование [19] и может
выступать в роли факторов, лимитирующих рост
и жизнедеятельность клеточных культур [20].
В связи с этим, важным этапом является подбор
оптимального протокола предварительной стери-
лизации растительных эксплантов.

В литературе имеются сведения об использова-
нии различных стерилизующих агентов для обра-
ботки растительного материала представителей
семейства Pinaceae: этиловый спирт, гипохлорит
натрия (кальция), диацид, перманганат калия,
йод, а также растворы различных коммерческих
моющих средств [14–16, 21–25]. Однако информа-
ция об их последующем влиянии на инициацию
соматического эмбриогенеза встречается редко.

Целью нашего исследования стало определе-
ние оптимальных сроков сбора шишек Pinus syl-
vestris в условиях южной Карелии и подбор усло-
вий стерилизации растительного материала для
введения в культуру in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования

Объектами исследования служили незрелые
семена шестнадцати клонов плюсовых деревьев
P. sylvestris, располагающихся в среднетаежной
подзоне Карелии на Петрозаводской лесосемен-
ной плантации I порядка (ЛСП I) (61.92° с.ш.;
34.41° в.д.). Шишки собирали на разных стадиях
формирования зиготического зародыша с конца
июня по начало августа 2020 и 2021 гг. Стадию
развития зиготического зародыша определяли с
помощью стереомикроскопа (Leica, Германия).

Поскольку период сбора незрелых семян для
введения в культуру весьма ограничен, часть ис-
следований (определение влияния стерилизую-
щих агентов на всхожесть семян и контамина-
цию) проводили на зрелых семенах P. sylvestris,
сбор которых производился в 2017 г. с деревьев,
произрастающих в естественных фитоценозах
(Олонецкий р-н Республики Карелия). Данные
семена были предоставлены отделом “Карель-
ская лесосеменная станция” филиала ФБУ Рос-
лесозащита ЦЗЛ Ленинградской обл.

Стерилизация незрелых семян

В рамках исследования было апробировано
три способа предварительной обработки расти-
тельного материала.

В 2020 г. для предварительной обработки не-
зрелых семян был использован протокол, подо-
бранный на основе исследований Третьяковой с
соавт. [2, 22, 24, 26], и применяющийся при обра-
ботке семян Pinus pumila, Pinus sibirica, Larix sp.
Зеленые шишки вскрывали с помощью скальпеля
и доставали незрелые семена. Семена заворачи-
вали в марлевые мешочки и помещали в 15%
мыльный раствор на 10 мин, после чего промы-
вали под проточной водой в течение 3 мин. Мар-
левые мешочки с семенами переносили в 0.3%
раствор перманганата калия на 10 мин и далее
промывали дистиллированной водой в трехкрат-
ной повторности. Затем в условиях стерильного
бокса микробиологической безопасности семе-
на обрабатывали 70% этанолом (10 мин), трех-
кратно промывали стерильной дистиллированной
водой и обрабатывали 15% раствором перекиси во-
дорода (5 мин), с последующей трехкратной про-
мывкой.

В 2021 г. незрелые семена извлекали из ши-
шек, заворачивали в марлевые мешочки и обра-
батывали в мыльном растворе в течение 10 мин,
затем, после промывания под проточной водой,
в стерильных условиях семена помещали в рас-
твор “Белизны” на 10 мин. Далее семена промы-
вали в трех порциях стерильной дистиллирован-
ной воды, после чего обрабатывали 20% раство-
ром перекиси водорода в течение 10 мин с
последующей трехкратной промывкой стериль-
ным дистиллятом.

Также в 2021 г. была апробирована методика
по стерилизации зеленых шишек P. sylvestris.
Шишки, собранные в июне, 1.5 мес. хранили при
низких положительных температурах (4 °C) в хо-
лодильнике. Для обработки шишек были опробо-
ваны два протокола по стерилизации, описанные
Lelu с коллегами [27] и Abrahamsson с соавт. [16].
Согласно первому, шишки помещали в 95% рас-
твор этанола с добавлением капли Твин 20 и вы-
держивали в течение 20 мин, после чего промывали
в стерильной дистиллированной воде. По второму
протоколу зеленые шишки 1–2 мин обрабатывали
70% этанолом, затем перемещали в разбавленный
коммерческий отбеливатель (содержащий 0.5% ги-
похлорит натрия), дополненный парой капель
Твин 20 на 20 мин. После поверхностной стерили-
зации согласно описанным протоколам, шишки
вскрывали и извлекали незрелые семена в стериль-
ных условиях. Семена ничем не обрабатывали.
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Введение мегагаметофитов в культуру in vitro
Из незрелых семян извлекали мегагаметофи-

ты, содержащие зиготические зародыши, кото-
рые помещали на поверхность питательной сре-
ды DCR с модификацией [28], содержащей 9 μM
2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2.4 D) и 4.4 μM
6-бензиламинопурина (6-БАП) [16]. В качестве
загустителя использовали Gelrite 3.5 г/литр пита-
тельной среды. Также среда содержала антибиотик
широкого спектра Цефотоксим. Экспланты на пи-
тательных средах помещали в термостат и культи-
вировали в темноте при температуре 22 ± 1 °C. Ре-
гистрацию заражения проводили каждые три дня.

Стерилизация зрелых семян
В исследовании использовали наиболее часто

встречающиеся в литературе и более доступные
стерилизующие растворы, которые применяются
при соматическом эмбриогенезе хвойных [2, 22,
24, 29–33 и др.].

Зрелые семена P. sylvestris выдерживали в 15%
мыльном растворе в течение 10 мин и промывали
под проточной водой, затем в условиях бокса
микробиологической безопасности семена обра-
батывали в соответствии с методиками, представ-
ленными в таблице 1, с трехкратной промывкой в
стерильной дистиллированной воде между ис-
пользованием различных агентов.

Влияние различных концентраций и времени
воздействия перекиси водорода изучали отдельно
от других стерилизующих агентов, так как в лите-
ратуре описан широкий диапазон концентраций,

используемых при обработке растительного ма-
териала [30, 31, 33]. Зрелые семена в стерильных
условиях обрабатывали раствором перекиси водо-
рода в концентрациях 5, 7, 10, 15, 20% и экспози-
ции для каждой концентрации – 5, 6, 7, 8, 10 мин,
затем промывали три раза в стерильной дистил-
лированной воде.

Оценка всхожести и энергии прорастания 
обработанных семян

Обработанные семена в условиях ламинар-
бокса помещали по 30 штук в чашки Петри на
двухслойную фильтровальную бумагу, смочен-
ную стерильной дистиллированной водой. Се-
мена проращивали на свету при комнатной тем-
пературе. Энергию прорастания определяли на
7 сут, всхожесть на 15 сут в соответствии с
ГОСТ 13056.6-97 [34]. Повторность опыта трех-
кратная. Контаминацию оценивали на 7 сут ис-
следования.

Математическая обработка данных
Статистическая обработка полученных экспе-

риментальных данных осуществлялась в про-
грамме PAST. Сравнение выборок проводилось с
использованием непараметрического критерия
Манна–Уитни. Различия считали достоверными
при уровне значимости p ≤ 0.05.

Работа выполнена на оборудовании ЦКП “Ка-
рельский научный центр” и при поддержке НОЦ
“Российская Арктика: новые материалы, техно-
логии и методы исследования”.

Таблица 1. Варианты и продолжительность стерилизующей обработки зрелых семян
Table 1. Types and duration of sterilization treatments applied to mature seeds

Примечание: продолжительность обработки стерилизующим компонентом указана в минутах.
Note: The duration of the sterilization treatment is indicated in minutes.

№ Мыло
Soap

KMnO4
10%

“Белизна”
commercial bleach 

“Belizna”

C2H5OH
70%

Н2О2
15%

Н2О2
20%

HCl 
0.1Н%

1

10

– 10 5 5 – –
2 – 10 5 – – –
3 – – 5 5 – –
4 – 5 – – – –
5 – – 5 – – –
6 – – – 5 – –
7 10 – 10 5 – –
8 – 10 – – 7 10
9 – 10 – – 10 –
10 – 10 – 5 – –

Контроль
Control

– – – – – – –
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Определение оптимальной даты сбора шишек

для введения мегегаметофитов в культуру
in vitro в 2020–2021 г.

У видов рода Pinus в качестве эксплантов
обычно используют мегагаметофиты с незрелы-
ми зиготическими зародышами до стадии диффе-
ренцировки семядолей [16]. Согласно данным
литературы, инициация каллусообразования в
культуре in vitro у P. sylvestris отмечается при сборе
шишек в период, соответствующий сумме эффек-
тивных температур 402–650 градусо-дней (при
базовой температуре 5 °C) [15, 35, 36]. В результа-
те проведенных исследований установлено, что
на ЛСП I в 2020 г. оптимальный период для сбора
незрелых шишек составлял 24 дня (с 27.06 по
20.07), тогда как в 2021 г. “временное окно” со-
кратилось до 17 дней (с 20.06 по 06.07). В табл. 2
представлены значения сумм среднесуточных
температур на начало каждой декады, начало и
конец оптимального периода согласно данным
литературы [15, 35, 36], а также стадия развития
зиготического зародыша [37]. Подобное “времен-
ное окно” необходимо отслеживать ежегодно.

Введение мегегаметофитов в культуру
in vitro в 2020 г.

В 2020 г. для определения стадий развития зи-
готических зародышей на ЛСП I с июня по начало
августа были собраны зеленые шишки. Формиро-
вание зиготического зародыша – постепенный

многоэтапный процесс, в результате которого на
одном конце гипокотиля формируются семядо-
ли, на другом зародышевый корешок [18].

Стадии развития зиготических зародышей по-
дробно описаны в литературе для Pinus taeda [37,
38]. Авторы отмечают, что наиболее подходящими
для введения в культуру in vitro являются 2–4 ста-
дии развития зиготических зародышей (рис. 1).
Согласно данным других исследователей, зиготи-
ческие зародыши до дифференцировки семядолей
являются оптимальными для инициации сомати-
ческого эмбриогенеза [16]. Начиная со стадии 6
(рис. 1), у зародыша формируются семядоли, кото-
рые развиваются в семядольные листья. Stasolla и
Yeung [39] отмечают, что у представителей рода
Pinus крайне тяжело происходит перестройка
программы развития, и более ранние стадии име-
ют больше шансов на дедифференцировку, а за-
тем и на образование пролиферирующих проэм-
бриогенных масс [40, 41], и, следовательно, на по-
лучение соматических зародышей.

В рамках проведенного исследования мы на-
блюдали развитие мегагаметофитов (рис. 2): от
прозрачного и мягкого, до белого плотного эндо-
сперма. В развитии зиготического зародыша были
отмечены следующие изменения: зародыш ста-
новился белым и непрозрачным, находился на ха-
лазальном конце коррозийной полости (стадия 3,
рис. 1), затем его вершина принимала куполооб-
разную форму (стадия 4, рис. 1). На следующей
стадии отчетливо был виден примордиум апи-
кальной меристемы (стадия 5, рис. 1) [37, 38].

Таблица 2. Сумма эффективных температур (градусо-дней) в летний сезон 2020 и 2021 гг. на ЛСП I
Table 2. The effective temperatures sum (number of degree days) in summers of 2020 and 2021 at Petrozavodsk seed orchard

Примечание: полужирным шрифтом выделены оптимальные суммы эффективных температур для сбора зеленых шишек.
Стадия развития зиготического зародыша указана согласно данным Pullman и Webb (рис. 1) [37].
Note: In boldface – the optimum accumulation of effective temperatures for collecting green cones. The zygotic embryo development
stages are denoted according to Pullman and Webb (Fig. 1) [37].

2020 год
2020

2021 год
2021

дата
date

сумма градусо-дней
sum of degree-days

стадия развития 
зиготического зародыша
stage of the zygotic embryo 

development

дата
date

сумма градусо-дней
sum of degree-days

стадия развития 
зиготического зародыша
stage of the zygotic embryo 

development

01.06 109.4 1 01.06 162 1–2
11.06 225.3 2 11.06 276.1 2–3
21.06 340.8 3 20.06 400.7

3–4
27.06 406.8 3–4 21.06 422.6
01.07 444.1 4–5 01.07 593.0 5
11.07 555.8 5 06.07 664.7 5–6
20.07 655.5 5–6 11.07 761.3 7–8
21.07 669.4 6–7 21.07 926.7

9
01.08 787.6 8–9 01.08 1057.7
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В более поздний период (конец июля–начало ав-
густа) регистрировали 6–8 стадии развития зиго-
тического зародыша. На данных стадиях у заро-
дыша были отчетливо видны развивающиеся се-
мядоли (рис. 1).

В летний сезон 2020 г. после двух месяцев
культивирования инициация соматического эм-
бриогенеза не регистрировалась. Заражение так-
же отсутствовало, никаких признаков развития
и/или гибели мегагаметофитов мы не наблюдали.
Вероятно, причиной полученного результата ста-
ло негативное влияние стерилизующих раство-
ров, используемых в исходном протоколе предва-
рительной стерилизации. Для проверки этой гипо-
тезы было изучено влияние разных способов
стерилизации на всхожесть зрелых семян P. sylvestris.

Способы стерилизации зрелых семян

Подбор условий стерилизации является важ-
нейшим этапом в процессе культивирования рас-
тительных тканей. Исследователям необходимо
не допустить контаминации в культуре in vitro и
при этом сохранить жизнеспособность эксплан-
тов. В литературе [14, 16, 27, 30, 33, 42] встречается
множество протоколов предварительной стери-
лизации растительного материала для рода Pinus.
Все протоколы условно можно разделить на три
типа: обработка только шишек, обработка ши-
шек, а затем семян, обработка семян, а также ме-
гагаметафитов.

В зарубежных источниках описаны протоколы
поверхностной стерилизации зеленых шишек без

Рис. 1. Последовательность стадий развития зиготического зародыша у Pinus taeda [38].
Цифрами 1–9.8 обозначены стадии развития зародыша.
Fig. 1. Sequence of the zygotic embryo development in Pinus taeda [38]. The numbers 1–9.8 indicate the stages of zygotic embryo
development.

1 2 3 4 5 6 7 8 9.1 9.2 9.8

Рис. 2. Мегагаметафиты и находящиеся в них зародыши Pinus sylvestris введенные в культуру in vitro. а – мегагаметафит
и зиготический зародыш на 4 стадии развития; b – на 5 стадии развития; c – на 9 стадии развития. Масштабная линей-
ка: а – 0.5 мм; b–c – 1 мм.
Fig. 2. Pinus sylvestris megagametophytes and embryos introduced into in vitro culture. a – megagametaphyte and zygotic embryo
at the 4th stage of development; b – at the 5th stage of development; c – at the 9th stage of development. Scale bar: a – 0.5 mm;
b–c – 1 mm.

а b c
0.500 mm 1 mm 1 mm
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дальнейшей обработки незрелых семян. Шишки
обеззараживают 70–96% этанолом [14, 16, 27, 42],
0.5–1% гипохлоритом натрия [16, 35]. Lelu-Walter
с соавт. [14] сообщают о том, что при поверхност-
ной стерилизации шишек, без какой-либо обра-
ботки семян, уровень контаминации составляет
менее 0.1%.

Еще одним вариантом стерилизации расти-
тельного материала является обеззараживание
как шишек, так и семян. В этом случае для обра-
ботки шишек также используют 70% этанол [30,
32, 33] и коммерческие моющие средства [32]. Се-
мена стерилизуют раствором перекиси водорода,
к которому иногда добавляют несколько капель
Твин 20 [30, 32, 33]. Время обработки семян пере-
кисью водорода также отличается и варьирует от
8 [30] до 15 мин [32, 33, 43].

Третий тип протоколов стерилизации чаще
встречается в отечественной литературе. Так, на-
пример, Третьякова и Шуваев [24] обрабатывали
семена Pinus pumila 0.3% перманганатом калия,
затем извлекали мегагаметофиты из семян и сте-
рилизовали 3% спиртовым раствором йода, с по-
следующим трехкратным промыванием в стериль-
ной дистиллированной воде, после чего на пита-
тельную среду помещали зиготические зародыши.

В наших исследованиях предварительная
оценка влияния на всхожесть семян различных
концентраций перекиси водорода (5, 7, 10, 15,
20%), а также длительности обработки по време-
ни (5, 6, 7, 8, 10 мин) показала, что ни один вари-
ант статистически значимо не отличается от кон-
троля (семена, не обработанные стерилизующи-
ми растворами). Хотя, в литературе представлены
данные по использованию слабых растворов пе-
рекиси водорода в качестве предпосевной обра-
ботки семян с целью повышения всхожести и
продуктивности растительного материала [44].
Орынбаев и Джалилов [45] установили, что обра-
ботка семян капусты 2–4% растворами перекиси
водорода не влияет на всхожесть семян (опытные
образцы достоверно не отличаются от контроля),
но способствует уменьшению развития сосуди-
стого бактериоза. Pitel и Wang [46] описывают по-
ложительное влияние предпосевной обработки
семян Pinus monticola перекисью водорода. Авто-
ры отмечают положительный эффект воздей-
ствия 35% раствора перекиси водорода, после об-
работки которой всхожесть семян возросла (35.4%)
в отличие от контроля (10.7%).

В рамках исследования было установлено, что
из 10 апробированных вариантов предваритель-
ной стерилизации (табл. 1) на всхожесть зрелых
семян P. sylvestris в сравнении с контролем не ока-
зала воздействие обработка согласно протоколам
№ 4, 6, 9 и 10 (рис. 3.1, 4), что свидетельствует о
безопасности для эксплантов растворов перекиси
водорода и “Белизны”, как по отдельности, так и

при сочетании данных агентов. Полученные на-
ми данные соответствуют сведениям, представ-
ленным в литературе [46–49]. Для многолетнего
травянистого растения рода Agastache описано от-
сутствие достоверных отличий между всхожестью
семян обработанных 5% гипохлоритом натрия и
нестерильным семенным материалом – кон-
трольными растениями [48]. Плаксиенко с соавт.
[49] отмечают улучшение показателей энергии
прорастания и всхожести семян пшеницы после
обработки растворами гипохлорита натрия раз-
личных концентраций. Wenny и Dumroese [47] со-
общают о позитивном влиянии обработки семян
раствором, состоящим из двух частей коммерче-
ского отбеливателя (гипохлорит натрия) и трех
частей воды, на примере сосны обыкновенной.
Авторы обращают внимание на то, что такая об-
работка снижает поражение грибной инфекцией
и повышает всхожесть семян.

Стоит отметить, что на 15 сут после предвари-
тельной обработки контаминация наблюдалась
во всех чашках Петри кроме тех, которые стери-
лизовали в соответствии с протоколами № 2 и 3
(рис. 3.2), что может свидетельствовать о высокой
стерилизующей способности 70% этанола, в от-
личие от остальных исследуемых растворов. При
этом всхожесть семян, обработанных раствором
спирта, не превышала 2 и 20% соответственно
(рис. 3.1). Это может свидетельствовать об отри-
цательном влиянии этанола на всхожесть зрелых
семян сосны обыкновенной.

В некоторых опытных образцах контаминация
была зарегистрирована на 7 сут после начала экс-
перимента (рис. 3). Часто встречалась грибная
инфекция, которая развивалась, несмотря на об-
работку семян стерилизующими растворами
(рис. 5). В литературе описывается проблема по-
ражения семян и проростков различными пред-
ставителями царства Грибы [19, 20, 47]. Авторы
сообщают, что бактериальная и грибная инфек-
ции часто встречаются во всех тканях и органах
хвойных [19], что затрудняет культивирование в
асептических условиях [20].

Введение мегагаметафитов в культуру
in vitro в 2021 г.

В рамках данного исследования в культуру
in vitro в 2021 г. было введено 674 экспланта с заро-
дышами на 3–6 стадиях развития. Незрелые семе-
на стерилизовали в соответствии с протоколом
№ 9 (табл. 1). Заражение бактериальной и гриб-
ной инфекцией было зарегистрировано в среднем
в 21.7 ± 4.8% исследуемого растительного матери-
ала. Необходимо отметить, что экспланты со-
бранные с 12 клонов плюсовых деревьев P. sylvestris
на ЛСП I не подвергались контаминации в усло-
виях in vitro. Тогда как все незрелые семена, со-
бранные с 2 деревьев, были инфицированы, не-
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смотря на предварительную стерилизацию экс-
плантов. При этом заражение проявлялось на
8–12 сут эксперимента, после того как мегагаме-
тофит набухал и ткани, окружающие зародыш,
начинали разрушаться. В литературе встречается
информация об эндофитных микроорганизмах,
находящихся внутри различных тканей сосны
[50–52]. Lilija с соавт. были выделены эндофиты
из шишек и зрелых семян сосны обыкновенной
[49]. Исследования проводились на растительном
материале после поверхностной стерилизации
гипохлоритом натрия в течение 5 мин. Среди вы-
деленных микроорганизмов были представители
как грибов, так и бактерий [50].

В результате культивирования мегагаметофи-
тов P. sylvestris в течение 9 недель культуру клеток
получить не удалось. Важно отметить, что из неко-
торых зародышей, введенных в культуру in vitro,
развивались растения. Доля эксплантов, из кото-
рых формировались растения варьировала в зави-
симости от генотипа от 0 до 33% и в среднем со-
ставляла 9.4 ± 10%.

Одной из причин отсутствия образования кал-
луса у части эксплантов может являться то, что
некоторые зародыши находились на более позд-
ней стадии развития (стадии 6–9, рис. 1). Так, Lelu с
коллегами [27] описали развитие зиготического
зародыша на питательной среде инициации с
дальнейшим формированием растения. Авторы

сообщают, что образование растений происходи-
ло у зародышей на предсемядольной стадии раз-
вития – поздней, по мнению исследователей, для
дедифференцировки и инициации каллусообра-
зования. Другой причиной может являться то, что
часть деревьев, с которых были собранны шиш-
ки, обладали низким репродуктивным потенциа-
лом и не способны образовывать эмбриогенный
каллус. Так, Niskanen с коллегами [53] показали,
что на успех инициации влиял генотип как мате-
ринского, так и отцовского растения. Haggman с
соавт. [36] описывают, что на успех индукции со-
матического эмбриогенеза влияние оказывали
генотип интактного растения и среда инициации.
Также авторы предполагают, что дата сбора экс-
плантов в рамках оптимального периода не влия-
ет на инициацию соматического эмбриогенеза.

Мы предполагаем, что отсутствие формиро-
вания каллуса из незрелых зародышей может
быть связано с неподходящим составом пита-
тельной среды. Исследование с использованием
в качестве эксплантов зрелых семян P. sylvestris,
собранных с Петрозаводской ЛСП и естествен-
ного сосняка на севере Карелии, показало, что
на питательной среде (DCR), содержащей повы-
шенные концентрации фитогормонов, образо-
вывался каллус [54].

Часть собранных зеленых шишек после 1.5 мес.
нахождения в холодильнике была обработана сте-

Рис. 3. Лабораторная всхожесть семян Pinus sylvestris (1) (белые столбики – опытные варианты; серый столбик – кон-
троль) и доля образцов, подвергшихся контаминации (2) (белый столбик – 7 сут; серый столбик – 15 сут) при разной
стерилизующей обработке.
Статистически значимые различия между контролем и анализируемыми вариантами предварительной обработки
обозначены: * – р < 0.05; ** – р < 0.01. (Цифрами 1–10 обозначен номер протокола обработки табл. 1, буквой “К” обо-
значен контроль).
По горизонтали: 1) “Белизна”, 70% этанол, 15% перекись водорода; 2) “Белизна”, 70% этанол; 3) 70% этанол, 15% пе-
рекись водорода; 4) “Белизна”; 5) 70% этанол; 6) 15% перекись водорода; 7) 10% KMnO4 , 70% этанол, 15% перекись
водорода; 8) “Белизна”, 20% перекись водорода, 0.1% HCl; 9) “Белизна”, 20% перекись водорода; 10) “Белизна”, 15%
перекись водорода.
Fig. 3. Laboratory seed germination (1) (white bars – experimental treatments; gray bar – control) and the proportion of con-
taminated samples (2) (white bar – 7 days; gray bar – 15 days) under different sterilization treatment.
Statistically significant differences between the control and the experimental treatments are indicated: * – p < 0.05; ** – p < 0.01.
(Numbers 1–10 indicate the treatments according to Table 1, the letter ‘K’ denotes control). 
X-axis: sterilizing agents – 1) commercial bleach “Belizna”, 70% ethanol, 15% hydrogen peroxide; 2) commercial bleach “Beliz-
na”, 70% ethanol; 3) 70% ethanol, 15% hydrogen peroxide; 4) commercial bleach “Belizna”; 5) 70% ethanol; 6) 15% hydrogen
peroxide; 7) 10% KMnO4, 70% ethanol, 15% hydrogen peroxide; 8) commercial bleach “Belizna”, 20% hydrogen peroxide, 0.1%
HCl; 9) commercial bleach “Belizna”, 20% hydrogen peroxide; 10) commercial bleach “Belizna”, 15% hydrogen peroxide.
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рилизующими растворами (95% раствор этанола
с добавлением капли Твин 20; 70% этанолом, раз-
бавленный коммерческий отбеливатель, содер-
жащий 0.5% гипохлорит натрия, дополненный
парой капель Твин 20). Из шишек в стерильных
условиях были извлечены мегагаметофиты, кото-
рые помещались на питательную среду без пред-
варительной обработки семян. В результате после

30 сут культивирования контаминация не наблю-
далась.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Период сбора незрелых шишек отличается в

различных регионах и определяется по сумме
среднесуточных температур. В Карелии на ЛСП I

Рис. 4. Лабораторная всхожесть семян Pinus sylvestris при различных вариантах предварительной стерилизации (циф-
рами обозначены номера обработок в соответствии с табл. 1).
Fig. 4. Laboratory germination of Pinus sylvestris seeds under various sterilization treatments (numbers indicate the treatments
according to Table 1, “K” denotes control).
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в 2020 г. оптимальным периодом для сбора расти-
тельного материала был конец третьей декады
июня–вторая декада июля (сумма эффективных
температур при базовой температуре +5 °C –
406.8–669 грудусо-дней). В 2021 г. ввиду аномаль-
но жаркого лета “временное окно” для сбора зеле-
ных шишек сократилось – третья декада июня–
первая декада июля (400.7–664.7 градусо-дней).
Зародыши, собранные в этот период, находились
на оптимальных (с 3 по 6) стадиях развития для
инициации соматического эмбриогенеза. Тем не
менее, такой мониторинг сумм температур и мно-
гократный сбор растительного материала необхо-
димо проводить ежегодно.

Стоит отметить, что короткий период сбора
растительного материала значительно сокращает
объемы проводимых работ. В связи с этим, для
минимизирования подобных ограничений реко-
мендуем собирать зеленые шишки в более раннее
время (до 3 стадии развития зиготического заро-
дыша) и хранить их при низких положительных
температурах (4 °C). При подобном хранении в
холодильнике развитие зародышей продолжает-
ся, но медленнее, что предоставляет исследовате-
лям больше времени для работы с растительным
материалом.

В результате проведенного исследования уста-
новлено влияние различных стерилизующих
агентов на всхожесть зрелых семян P. sylvestris.
Ингибирующее действие на прорастание семян
оказал раствор 70% этанола. Наиболее удачным
вариантом предварительной обработки, по наше-
му мнению, является использование коммерче-
ского отбеливателя “Белизна” и 15–20% переки-
си водорода. Наряду с выбранным протоколом
предварительной стерилизации при введении в
культуру in vitro мегагаметофитов из незрелых се-
мян P. sylvestris был апробирован вариант стери-
лизации зеленых шишек и извлечением незрелых
семян в стерильных условиях ламинар-бокса.

Данный способ стерилизации оказался эффек-
тивным, поскольку не оказывал влияния на жиз-
неспособность эксплантов и предотвращал ин-
фицирование мегагаметофитов в культуре in vitro.
Однако необходимо учитывать то факт, что зеле-
ные шишки и поверхность незрелых семян могут
быть заражены бактериальной или грибной ин-
фекцией и сочетание различных способов обра-
ботки (стерилизация как зеленых шишек, так и
семян) может способствовать снижению конта-
минации в культуре in vitro. Но наличие эндофит-
ных организмов в интактных растениях затрудня-
ет использование их органов и тканей для иници-
ации соматического эмбриогенеза, тем самым
усложняя поиск деревьев-доноров.

Необходимым этапом при запуске работ с
культурой in vitro является подбор оптимальных
условий культивирования. Следует обратить вни-
мание на то, что рекомендованные протоколы
для получения соматических зародышей, могут
быть не эффективными для объектов из разных
географических районов.
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Fig. 5. Uncontaminated (a) and contaminated (b) samples of germinated Pinus sylvestris seeds.
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Optimization of Pinus sylvestris (Pinaceae) Explants Sterilization Protocol
and Cultivation Conditions

M. A. Ershovaa, *, R. V. Ignatenkoa, E. V. Novichonoka, O. V. Chirvaa, N. A. Galibinaa

aDepartment of Multidisciplinary Scientific Research of Karelian Research Centre, Petrozavodsk, Russia
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Abstract—Despite the existence of a sufficient number of protocols for obtaining somatic embryos of Pinus
sylvestris L., there are almost no data on the effect of plant explants pre-treatment on the somatic embryo-
genesis initiation. During the study, the optimal timing for collecting green cones and the safe and effective
protocol for immature seeds pre-treatment. According to the data obtained, in 2020, the end of the third de-
cade of June-second decade of July turned out to be a suitable time interval in Karelia (by the accumulation
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of effective temperatures of 406.8–669 degree-days, respectively (base +5 °С). Whereas in 2021 this period
was shorter (the third decade of June–the first decade of July (400.7–664.7 degree-days)). Much attention
was paid to the study of the various types of sterilizing agents’ effect (70% ethanol, potassium permanganate,
sodium hypochlorite (commercial bleach “Belizna”), hydrogen peroxide), their concentrations and exposure
time on the Pinus sylvestris seeds germination. The negative effect of 70% ethanol solution on this indicator
was established. The mature seeds germination rate did not exceed 20% after treatment. The megagameto-
phytes treated with this sterilizing solution did not show signs of development or death after two months of
cultivation. At the same time solutions of commercial bleach “Belizna” and hydrogen peroxide in various
concentrations (up to 20%) did not affect seeds germination (seed germination rate was 37–49% respectively,
control – 49%). The methods of green cones sterilization without further seed treatment, and the introduc-
tion of Pinus sylvestris megagametophytes into culture in vitro were also tested. This treatment option proved
to be effective; no contamination was recorded during the megagametaphytes cultivation.

Keywords: somatic embryogenesis, surface sterilization of plant material, Pinus sylvestris, Karelia
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