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Настоящий обзор посвящен микроклональному размножению видов рода Pinus через соматиче-
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смотрены виды сосен, которые показали успешную криоконсервацию. Метод является альтернати-
вой традиционной селекции в лесном хозяйстве.
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ВВЕДЕНИЕ
Биотехнология соматического эмбриогенеза

хвойных видов постоянно развивается с момента
ее открытия. Анализ литературы показал, что с
2000 года около 50 журналов опубликовали ста-
тьи, посвященные совершенствованию протоко-
лов соматического эмбриогенеза для хвойных. Из
них примерно 40 публикаций – по видам, для ко-
торых технология соматического эмбриогенеза
описана впервые, – это ясный показатель важно-
сти такой технологии для клонального размноже-
ния хвойных. (Klimaszewska et al., 2016). Виды
сосновых являются экономически важными дре-
весными видами с широким распространением
по всему северному полушарию. Биотехнология
соматического эмбриогенеза перспективна для
массового размножения сосен и позволяет произ-
водить клоны сосновых для промышленных це-
лей и для лесовосстановления.

Первое упоминание о соматическом эмбрио-
генезе хвойных видов было сделано к концу 70-х–
началу 80-х гг. прошлого века. Авторы описали
эмбриоподобные структуры, не способные к
дальнейшему развитию, в культуре клеток Pinus
banksiana (Durzan, Chalupa, 1976), Pseudotsuga
menziesii и Picea glauca (Durzan, 1980). Только спу-
стя несколько лет из незрелых зиготических заро-
дышей Picea abies были получены зрелые сомати-
ческие зародыши, способные к прорастанию
(Chalupa, 1985; Hakman, 1985). Соматические за-
родыши являются аналогами зиготических, они

способны к прорастанию и формированию расте-
ний-регенерантов (Lelu et al., 1994). Этот первый
успех привлек внимание многих исследователей,
и к настоящему моменту соматические зародыши
или растения-регенеранты получены у 34 видов
рода Pinus (табл. 1).

Соматический эмбриогенез – асексуальный
способ микроклонального размножения, осно-
ванный на тотипотентности растительных кле-
ток, и позволяет образовывать множественные,
генетически идентичные соматические зароды-
ши, избегая ожидания следующего вегетативного
сезона (Третьякова и др., 2014). Использование
питательных сред, содержащих соответствующий
баланс микро- и макроэлементов, витаминов и
регуляторов роста растений, может стимулиро-
вать формирование зародышей непосредственно
из эксплантированной ткани (прямой соматиче-
ский эмбриогенез) или индуцировать пролифера-
цию эмбриогенного каллуса (непрямой сомати-
ческий эмбриогенез) (Quiroz-Figueroa et al., 2006;
Pulianmackal et al., 2014). Экспланты, из которых
наиболее вероятен прямой эмбриогенез, включа-
ют: микроспоры, яйцеклетки, зиготические и со-
матические зародыши и сеянцы. Различие между
прямым и непрямым соматическим эмбриогене-
зом неясно. Основная проблема заключается в
том, что, согласно более ранней гипотезе, прямой
эмбриогенез должен происходить из эмбриоген-
но-предопределенных клеток. Напротив, непря-
мой соматический эмбриогенез должен происхо-



УСПЕХИ СОВРЕМЕННОЙ БИОЛОГИИ  том 139  № 2  2019

СОМАТИЧЕСКИЙ ЭМБРИОГЕНЕЗ ВИДОВ 185

Таблица 1. Виды рода Pinus, у которых получен соматический эмбриогенез

Примечание: СЗ – соматические зародыши; РГ – регенеранты; КР – криоконсервация.

Вид Ссылка на первое 
упоминание в литературе Питательная среда Стадия 

морфогенеза

P. radiata Smith et al., 1985 EDM СЗ, РГ, КР

P. lambertiana Gupta, Durzan, 1986 Модификация DCR СЗ, РГ

P. taeda Gupta, Durzan, 1987;
Becwar et al., 1990

DCR, MSG, модификация P6 и WV5; LP СЗ, РГ, КР

P. elliottii Jain et al., 1989 LPM, WPMG, MNCI СЗ, РГ

P. strobus Finer et al., 1989 DCR, LV и их модификации СЗ, РГ, КР

P. caribaea Morelet Laine, David, 1990 LPG СЗ, РГ, КР

P. nigra Salajova, Salaj, 1992 DCR СЗ, РГ, КР

P. palustris Nagmani et al., 1993 MSG, DCR, GD CЗ

P. patula Jones, et al., 1993 Модификация DCR СЗ, РГ, КР

P. pinaster Bercetche, Paques, 1995 DCR, LV и их модификации СЗ, РГ, КР

P. serotina Dunstan et al., 1995 MSG СЗ

P. massoniana Huang et al., 1995 DCR СЗ, РГ

P. sylvestris Kainonen-Mettala
et al., 1996

DCR, MSG, LV и их модификации СЗ, РГ, КР

P. koraiensis Bozhkov et al., 1997 DCR, LV СЗ

P. banksiana Park et al., 1999 mLV СЗ, РГ, КР

P. monticola Percy et al., 2000 mLV СЗ, РГ, КР

P. roxburghii (longifolia) 
Sarg.

Arya et al., 2000 DCR СЗ, РГ, КР

P. densiflora Taniguchi, 2001;
Ishii et al., 2001

P6 СЗ, РГ

P. thunbergii Taniguchi, 2001;
Ishii et al., 2001

Модификации
DCR, LP

СЗ, РГ

P. kesiya Malabadi et al., 2002 Модификации ½ MS, ½ DCR СЗ, РГ

P. brutia TEN Yildrim et al., 2006 DCR СЗ, РГ

P. armandii Maruyama et al., 2007 ½ EM СЗ, РГ

P. bungeana
Zucc.ex Endl.

Zang et al., 2007 DCR1 СЗ

P. geradiana Malabadi, Nataraja, 2007b ½ MSG СЗ, РГ

P. heldreichii Stojicic et al., 2007 GD СЗ

P. rigida × P. taeda Kim, Moon, 2007 Модификации P6 и LV СЗ, РГ

P. wallichiana Malabadi, Nataraja, 2007a MSG СЗ, РГ

P. pinea Carneros et al., 2009 Модификация ½ LV СЗ, РГ

P. contorta Park et al., 2010 DCR СЗ, РГ

P. oocarpa Lara-Chavez et al., 2011 PO СЗ, РГ

P. luchuensis Hosoi, Maruyama, 2012 Модификация EM СЗ, РГ, КР

P. pumilla Третьякова, Шуваев, 2015 ½ LV СЗ, РГ

P. uncinata Vlašínová et al., 2017 DCR СЗ, РГ

P. elliottii × P. caribaea Nunes et al., 2018 mDCR СЗ, РГ, КР
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дить из недетерминированных клеток, и сначала
необходимо сформировать недифференцирован-
ный каллус (Sharp et al., 1980). Однако на самом
деле образующийся каллус является либо эм-
бриогенным, либо нет.

Обычно легко отличить эмбриогенный каллус
от неэмбриогенного на основе его морфологии и
цвета (von Arnold et al., 2002). Цитологический
анализ полученного каллуса способствует отбору
эмбриогенных культур для их дальнейшей проли-
ферации. Соматические зародыши используются
как модельная система в эмбриологических ис-
следованиях (von Arnold et al., 2002; Tret’yakova,
Park, 2018).

Протоколы инициации эмбриогенных куль-
тур, состоящих из эмбрионально-суспензорной
массы в настоящее время разработаны для 34 ви-
дов Pinus. Однако на стадии инициации суще-
ствуют определенные трудности: короткое вре-
менное “окно”, в течение которого экспланты
вводятся в культуру in vitro, низкие частоты ини-
циации эмбриогенного каллуса. При созревании
соматических зародышей возникают нарушения в
развитии доменов зародышей и слабое развитие
корней у соматических регенерантов (Miguel et al.,
2004; Carneros et al., 2009; Lara-Chavez et al., 2011;
Montalbán et al., 2013). Кроме того, успех инициа-
ции ограничивается генотипами деревьев, экс-
планты которых обладают компетентностью к со-
матическому эмбриогенезу.

Соматический эмбриогенез в культуре in vitro у
представителей рода Pinus, так же, как и зиготи-
ческий эмбриогенез – процесс многоступенча-
тый, проходящий стадию проэмбрионального
развития, раннего и позднего эмбриогенеза, за-
канчивающийся формированием биполярной
структуры зародыша, несущего на одном конце
гипокотиля семядоли, а на другом – зародыше-
вый корешок (Третьякова, 2008).

Процесс соматического эмбриогенеза хвой-
ных проходит через четыре этапа: инициация,
пролиферация, созревание и прорастание. До-
полнительный этап – криоконсервация – может
быть добавлен, когда необходимо хранение эм-
бриогенных культур (Pullman, Bucalo, 2011).

Целью данной статьи является проведение ана-
лиза исследований, посвященных биотехнологии
соматического эмбриогенеза видов рода Pinus.

ИНИЦАЦИЯ СОМАТИЧЕСКОГО 
ЭМБРИОГЕНЕЗА

Инициация эмбриональной массы может про-
исходить из различных эксплантов: незрелых
мегагаметофитов или извлеченных незрелых зи-
готических зародышей (P. strobus, P. pinaster, P. syl-
vestris, P. caribaea, P. taeda, P. monticola, P. lambertiana);
извлеченных зрелых зародышей (P. geradiana,

P. kesiya, P. koraiensis, P. massoniana, P. nigra, P. stro-
bus, P. taeda, P. wallichiana); вегетативных апексов
побегов от взрослых деревьев (P. kesiya, P. sylves-
tris, P. patula, P. roxburghii). После поверхностной
стерилизации экспланты помещают на среду ин-
дукции.

У большинства сосен инициация соматиче-
ского эмбриогенеза ограничивается введением
эксплантов в первые несколько недель развития
зародышей до появления зачатка семядолей (Fin-
er et al., 1989; Becwar et al., 1990; Lelu et al., 1999;
Park et al., 1999; Salajova et al., 1999; Percy et al.,
2000; Pullman, Bucalo, 2011). Подчеркивая особую
важность определения стадии развития зиготиче-
ских зародышей, при которой их необходимо
вводить в культуру для успешной инициации со-
матического эмбриогенеза, Пульман и Вэб (Pull-
man, Webb, 1994) разработали систему стадий раз-
вития зиготического зародыша (рис. 1). Стасолла
и Йенг также подтверждают, что строгое требова-
ние ювенальных эксплантов, часто эмбриональ-
ного происхождения, указывает на то, что у пред-
ставителей рода Pinus сложно достигнуть перена-
правления программы развития в культуре in vitro
(Stasolla, Yeung, 2003).

Ряд авторов, изучая проблему неподатливости
(recalcitrance) хвойных видов к микроклональному
размножению в культуре in vitro, предложили рас-
смотреть некоторые причины таких трудностей и
пути их решения (Bonga, 2010, 2016) (табл. 2).

Состав культуральной среды приобретает осо-
бое значение в соматическом эмбриогенезе, так
как заменяет содержимое мегагаметофита, обес-
печивая достаточное количество азота и углерода
(Pullman, Bucalo, 2014). Наиболее распространен-
ными базовыми средами для рода Pinus являются
среды DCR (Gupta, Durzan, 1985), Litvay (Litvay et
al., 1985; Nagmani, Bonga, 1985) и MSG (Becwar et al.,
1990). Среды автоклавируются при 121°C в тече-
ние 20 мин. Как правило, эти среды после охлажде-
ния до 55°C дополняются фильтр-стерилизованным
раствором L-глютамина, гидролизатом казеина и ас-
корбиновой кислоты или только L-глютамином в
качестве единственного источника органическо-
го азота.

Наиболее часто добавляемыми регуляторами
роста растений для индукции соматического эм-
бриогенеза у сосен являются 2,4-дихлорфенокси-
уксусная кислота (2,4-Д) и 6-бензиладенин (БА)
(Klimaszewska et al., 2000). Иногда используются и
другие регуляторы роста: кинетин вместо БА для
P. halepensis (Montalbán et al., 2013) или в комбина-
ции с БА для P. taeda (Pullman, Johnson, 2002),
ауксин-1-нафталинуксусная кислота (НУК) вме-
сто 2,4-Д для P. taeda (Pullman, Johnson, 2002) или
комбинация с 2,4-Д для P. halepensis (Montalbán et
al., 2013).
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В качестве основного источника углерода ис-
пользуются: сахароза для P. halepensis (Montalbán
et al., 2013), P. pinaster (Lelu-Walter et al., 2006),
P. pinea (Carneros et al., 2009), P. strobus (Klimasze-
wska et al., 2001) и P. pumilla (Третьякова, Шуваев,
2015) и/или мальтоза для P. densifora (Maruyama et
al., 2005), P. kesiya (Choudhury et al., 2008), P. patula
(Jones, van Staden, 2001) и P. taeda (Pullman, John-
son, 2002) в концентрациях от 10 г/л для P. arman-
dii (Maruyama et al., 2007) и P. luchuensis (Hosoi,
Maruyama, 2012) до 30 г/л для P. bungeana (Zhang et al.,
2007), P. pinaster (Lelu-Walter et al., 2006) и P. radia-
ta (Montalbán et al., 2012; Hargreaves et al., 2009).

Иногда для оптимизации инициации сомати-
ческого эмбриогенеза питательные среды допол-
няются нетрадиционными компонентами: абс-
цизовой кислотой (АБК) – для P. taeda, P. serotina,
P. palustris, P. elliottii, P. rigida и их гибридов (Ait-
ken-Christie, Parkes, 1996; Handley, 1997, 1999;
Pullman et al., 2003b; Pullman, Skryabina, 2007);
брассиностероидами – для P. taeda и P. wallichiana
(Pullman et al., 2003c; Malabadi, Nataraja, 2007a);
триаконтанолом – для P. roxburghii и P. patula
(Malabadi, van Staden, 2005); путресцином – для
P. geradiana (Malabadi, Nataraja, 2007b); ингибито-
рами гиббереллина – для P. taeda и P. elliottii (Pull-
man et al., 2005c). Для P. taeda используются:
ANO3, высокие уровни миоинозитола (до 20 г/л),
глутамин, 2-этансульфоновая кислота (MES как
стабилизатор рН), биотин, фолиевая кислота, вита-
мины Е и В12, α-кетоглютаровая кислота, D-ксилол
и D-хиро-инозитол, ингибиторы этилена (Pull-
man et al., 2005a). Добавление дополнительного
жидкого слоя спустя 14 дней помещения экс-
плантов P. taeda на среду инициации увеличивало
количество инициированных культур. Данная
методика позволяет добавить к питательной сре-
де гормоны или изменить рН без нарушения тка-
ней (Pullman et al., 2007).

Существует еще ряд факторов, которые могут
улучшить этап инициации соматического эм-
бриогенеза. Предобработка шишек низкими по-
ложительными температурами (4–5°С) в течение
1–3 недель благотворно влияет на индукцию со-
матического эмбриогенеза для ряда видов сосен:
P. sylvestris (Häggman et al., 1999); P. radiata (Mon-
talbán et al., 2015). Кроме того, холодовая обработ-
ка позволяет преодолеть узкое “окно” компетен-
ции эксплантов, которые необходимо ввести в
культуру за короткий промежуток времени после
сбора шишек (Park, 2002; Salajova, Salaj, 2005;
Yildirim et al., 2006).

Контроль факторов окружающей среды также
приводит к улучшениям показателей частоты
инициации, включая рН (для рода Pinus доводит-
ся до значения 5.7–5.8), водный потенциал, вы-
бор желирующего агента к среде, адсорбция не-
желательных компонентов среды добавлением
активированного угля.

Показателем успешной инициации служит
формирование белого или прозрачного волокни-
стого эмбриогенного каллуса, состоящего из от-
дельных клеток, клеточных скоплений или даже
ранних соматических зародышей (Klimaszewska,
Cyr, 2002; von Arnold et al., 2002).

Важно отметить, что в процессе эксперимента
часто происходит отбор определенных клеточных
линий, способных преодолеть все стадии и сфор-
мировать полноценное растение (Gupta, Pullman,
1990). Многие авторы отмечали строгую геноти-
пическую зависимость различных клеточных ли-
ний по способности к соматическому эмбрио-
генезу (Klimaszewska, Cyr, 2002).

ПРОЛИФЕРАЦИЯ И ПОДДЕРЖАНИЕ 
ЭМБРИОГЕННЫХ КУЛЬТУР

После инициации эмбриогенные культуры,
состоящие из глобулярных зародышей и суспен-

Рис. 1. Стадии развития зиготического зародыша у P. taeda. Стадии 2–4 оптимальны для инициации эмбриогенных
тканей (по Cairney, Pullman, 2007).

Зиготический
зародыш Увеличение созревания

Увеличение компетенции прорастания

1 2 3 4 5 6 7 8 9.1 9.89.2
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зоров (эмбрионально-суспензорная масса), пере-
мещаются на среду пролиферации или среду под-
держания, которая содержит пониженную кон-
центрацию гормонов, чаще всего в два раза
уменьшается содержание цитокининов. Чтобы
продолжить кливажную полиэмбрионию и муль-
типликацию соматических зародышей, необходи-
мы пересадки пролиферирующих культур каждые
12–21 сут на твердую или жидкую среду пролифера-
ции. Жидкая среда имеет преимущество высоких
скоростей роста, уменьшенной неоднородности,
простоты подготовки клеток к криоконсервации
(Pullmun, Bucalo, 2011).

При пересадке эмбрионально-суспензорной
массы коричневая и дегенерирующая эмбриоген-
ная ткань удаляется вместе с неэмбриогенной
тканью, образующей каллус (часто твердый и зе-
леный). Этот процесс отбора важен для поддер-
жания эмбриогенной ткани по мере старения
культуры (Pullman, Bucalo, 2011).

Как индукция, так и пролиферация эмбрио-
нальной массы не требует света, поэтому культу-
ры выдерживаются в темноте при температуре
24–25°С.

СОЗРЕВАНИЕ СОМАТИЧЕСКИХ 
ЗАРОДЫШЕЙ

Созревание соматических зародышей – это
процесс гистологической дифференциации не-
зрелых (ранних) зародышей, в результате чего
происходит формирование семядолей, зароды-
шевого корешка и других органов и тканей, ха-
рактерных для зрелого зародыша. Для полного
созревания зародыш должен достигнуть морфо-
логической и физиологической зрелости (Stasolla
et al., 2002).

Для созревания соматических зародышей у
большинства представителей рода Pinus требует-
ся проведение определенной предобработки экс-

Таблица 2. Возможные причины неподатливости растений к микроклональному размножению in vitro и пути ре-
шения этих проблем (Bonga et al., 2010)

Проблема Решение

Раннее начало неподатливости Для некоторых хвойных деревьев только зиготические 
зародыши на поликливажной стадии способны
к соматическому эмбриогенезу

Неоднородное распределение неподатливых
тканей в дереве

Использовать поросли или корневые проростки,
соматические ткани вблизи мейотических тканей в 
момент мейоза, апикальную меристему побега
с минимальным количеством зачатков хвои

Сроки отбора эксплантов Экспланты побегов от веток, собранных ранней
весной или в конце вегетации более отзывчивы

Естественный апомиксис хвойных
остается малоисследованным

Генетический механизм апомиксиса изучается,
и регуляция экспрессии генов у неподатливых видов 
может стать реальностью

У взрослых индивидуумов цитоплазма сохраняет ядро 
соматических клеток, не способных программировать 
соматический эмбриогенез

Перепрограммирование ядра путем переноса его в 
цитоплазму яйцеклеток, у которых удалено ядро, 
может приводить к активации эмбриогенной
программы у многих организмов

Особенности цитоплазмы могут влиять
на регенеративную способность

В андрогенезе упрощение цитоплазматической
структуры часто предшествует образованию
эмбриоидов

Неспособность клеток делиться асимметрично Некоторые из факторов, стимулирующих
асимметричное деление, были идентифицированы и 
использовались экспериментально

Межклеточный контакт может препятствовать
экспрессии эмбриогенной программы

Разрушение плазмодесм путем введения каллозы или 
другими способами иногда приводит к соматическому 
эмбриогенезу

Эмбриогенный генетический механизм
не может быть активирован обычными способами

Генетическая трансформация может привести
к эктопической экспрессии генов, запускающих
инициацию зародышей
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плантов до пересадки на среду созревания. Чтобы
остановить пролиферацию и запустить переход от
глобулярных зародышей эмбрионально-суспен-
зорной массы к соматическим зародышам, необ-
ходимо предварительное культивирование экс-
плантов на безгормональной среде с добавлением
активированного угля в течение 3–7 сут (Kli-
maszewska, Cyr, 2002; Smertenko et al., 2003). До-
бавление активированного угля контролирует
гормональный баланс и адсорбирует нежелатель-
ные компоненты (Pullman, Bucalo, 2011).

Далее для созревания соматических зароды-
шей эмбриогенные культуры переносятся на ба-
зовые питательные среды без ауксинов и цитоки-
нинов, но с добавлением АБК. Большинство сред
созревания для рода Pinus содержат 60–480 мM
АБК (Klimaszewska et al., 2007). Но есть примеры,
когда созревание успешно проходит при мень-
ших концентрациях АБК, например для P. taeda –
19.6–37.8 мM (Vales et al., 2007), P. kesiya – 30мM
(Choudhury et al., 2008).

Осмотические условия, по-видимому, контро-
лируют развитие зародышей у многих видов
растений (Bradford, 1994). Параметры отношения
воды были частично исследованы для зиготиче-
ских и соматических зародышей P. resinosa, P. tae-
da и P. strobus (Gates, Greenwood, 1991; Klimaszewska
et al., 2000; Dumont-BeBoux et al., 1996). Эти ис-
следования показывают, что значения водного
потенциала в тканях семян намного больше (в
ммоль/кг), чем значения, которые измеряются в
растительной ткани в культуре in vitro. Поэтому
неудивительно, что одной только АБК часто не
хватает для предотвращения преждевременного со-
зревания соматических зародышей, необходимо
изменение водного потенциала среды путем добав-
ления осмотических веществ (Attree, Fowke, 1993).

В этот период водный потенциал снижается
одновременно за счет увеличения концентрации
сахаров и создания осмотического стресса или
включения полиэтиленгликоля (Attree et al.,
1991). Альтернативным методом воздействия на
развитие соматических зародышей является уве-
личение концентрации желирующего компонен-
та в среде с АБК, что увеличивает упругость пита-
тельной среды и снижает доступность воды в
клетки (Lelu et al., 1995; Klimaszewska et al., 2000;
Stasolla et al., 2002). Комбинации этих компонен-
тов также используются. Умеренное высушива-
ние пролиферирующей ткани вызывает 50%-ную
потерю воды, что стимулирует созревание у P. ke-
siya и P. patula (Malabadi et al., 2004; Malabadi, van
Staden, 2005). Интересно отметить, что подобное
явление наблюдается и при формировании заро-
дыша хвойных in vivo, когда происходит резкое
обезвоживание семян и теряется до 90% воды
(Кулаева, 1995). В этот период содержание АБК в
семенах достигает максимального значения и вы-

зывает затормаживание метаболических процес-
сов и их переход в состояние покоя (Finkelstein,
Lynch, 2000).

Увеличение числа семядольных зародышей у
P. oocarpa, P. taeda, P. menziesii происходило на мо-
дифицированных средах для созревания, в кото-
рых уровни бора, кальция, калия, железа и других
микроэлементов были аналогичны уровням в зи-
готических зародышах (Pullman, Skryabina, 2007;
Lara-Chavez et al., 2011).

Обычно культуры хранятся в темноте или на све-
ту низкой интенсивности при 16-часовом фотопе-
риоде и температуре 24°C (Montalbán et al., 2016).

Cоматические зародыши развиваются на среде
с высокой концентрацией желирующего компо-
нента в течение 6–15 недель, при этом эмбрио-
нальная масса не требует перехода на свежую сре-
ду в течение всего периода созревания.

Важно отметить, что дальнейшее развитие со-
матических зародышей схоже с основным ходом
зиготического эмбриогенеза семейства Pinaceae
(Singh, 1978; Yeung et al., 1998; Yeung, Stasolla,
2000).

ПРОРАСТАНИЕ СОМАТИЧЕСКИХ 
ЗАРОДЫШЕЙ И АДАПТАЦИЯ 

РЕГЕНЕРАНТОВ

Соматические зародыши обычно прорастают
на полутвердых средах, лишенных регуляторов
роста растений и с пониженным содержанием со-
лей, сахаров и питательных веществ. Часто добав-
ляют активированный уголь для удаления оста-
точных экзогенных гормонов.

Несколько обработок увеличивают прораста-
ние соматических зародышей сосен, в том числе:
высушивание зародышей перед прорастанием
(Hay, Charest, 1999), прямое или косвенное воз-
действие эктомикоризного гриба Psolithus tinctori-
us (Niemi, Haggman, 2002; Häggman et al., 2005),
добавление в среды окислительно-восстанови-
тельных компонентов (Stasolla, Yeung, 1999), а
также стратификация – выдерживание при 4°С в
течение нескольких недель (Gupta et al., 2005; Kli-
maszewska et al., 2007).

Частичное высыхание зрелых соматических
зародышей до прорастания было описано для
P. thunberghii, P. densiflora, P. armandii (Maruyama,
Hosoi, 2012), P. patula (Jones, van Staden, 2001),
P. nigra (Salajova, Salaj, 2005) и P. oocarpa (Lara-
Chavez et al., 2011). Высушивание может прово-
диться при 25°С в ламинарном шкафу в течение
0–4 ч (быстрый метод) или при высокой относи-
тельной влажности, помещая зародыши на филь-
тровальные диски диаметром более 30 мм в палет-
ки, в которых некоторые лунки заполняют 5–6 мл
стерильной воды, плотно закрывают и оставляют
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в темноте при 25°C на 0–3 недели (медленный
метод) (Maruyama, Hosoi, 2012).

Соматические зародыши P. elliotii (Liao, Amer-
son, 1995) подвергают стратификации для увели-
чения частоты прорастания. Чашки Петри накло-
няют под углом приблизительно 45–60° с находя-
щимися в них культурами соматических
зародышей с эмбриональными корешками, на-
правленными вниз.

У P. radiata (Montalbán et al., 2010), P. halepensis
(Montalbán et al., 2013) и P. nigra (Salajova, Salaj,
2005) культуры выдерживают при 21–24°C и 16-ча-
совом фотопериоде при 40 мкмоль/м2/с в течение
1–2 недель, а затем при 120 мкмоль/м2/с – под све-
том холодных белых флуоресцентных ламп (Mon-
talblán et al., 2016). У P. taeda, P. elliottii, P. palustris и
гибрида P. elliottii × P. palustris ускорение роста
корней и прорастания проводилось под воздей-
ствием красного света (Merkle et al., 2006).

Пульман и Джонсон (Pullman, Johnson, 2002)
оптимизировали процесс прорастания для P. tae-
da, сравнив процессы соматического и зиготиче-
ского эмбриогенеза и определив наиболее подхо-
дящую стадию переноса соматических зародышей
на среду прорастания. По данным этих авторов бы-
ло показано, что оптимальной является стадия № 5,
когда становится видимой верхушечная апикальная
меристема, что идентично примерно 45 сут разви-
тия зиготического зародыша от момента оплодо-
творения (рис. 1).

Через 6–8 недель выдерживания регенерантов
на среде прорастания культуры еще один раз пе-
реносят на свежую среду прорастания. Спустя
еще 6–8 недель соматические растения переносят
в колбы со стерильной почвенной смесью и поме-
щают в ростовую камеру. В качестве смеси ис-
пользуют торф : перлит, соотношение 3 : 1 и 7 : 3 в
P. radiata (Montalbán et al., 2010) и P. halepensis
(Montalbán et al, 2013) соответственно, сосновую
кору в P. patula (Jones, van Staden, 2001), вермику-
лит в P. kesiya (Choudhury et al., 2008), торф : вер-
микулит (3 : 1) у P. pinaster (Lelu-Walter et al., 2006)
и перлит : торф : вермикулит (1 : 1 : 1) в P. taeda
(Tang et al., 2001) и P. rigida x taeda (Kim, Moon,
2007).

Адаптация проростков проходит в теплице в
контролируемых условиях. При этом первые 2 не-
дели после пересадки рекомендуется поддержи-
вать влажность 90–95% с постепенным ее пони-
жением (De Diego et al., 2010).

После периода роста в теплице растения пере-
саживают в питомники или лесные участки.
Обычно у клоновых деревьев наблюдается едино-
образие в форме и росте (Timmis, 1998).

КРИОКОНСЕРВАЦИЯ ЭМБРИОГЕННЫХ 
ТКАНЕЙ

Криоконсервация, то есть хранение материала
в жидком азоте при –196°С, является единствен-
ным безопасным и рентабельным вариантом для
долгосрочной консервации гермоплазмы расте-
ний (Engelmann, 2004).

Недавний прогресс в соматическом эмбриогене-
зе сосновых видов, производство генетически мо-
дифицированных растений и попытки к развитию
плантационного лесовыращивания подчеркивают
необходимость сохранения гермоплазмы растений
вместе с созданием функциональных протоколов
криоконсервации (Häggman et al., 2000).

Хорошо известно, что эмбриогенные клеточ-
ные линии хвойных растений могут оставаться
стабильными в течение многих лет, но рост и эм-
бриогенный потенциал могут меняться со време-
нем или могут быть потеряны после нескольких
месяцев субкультивирования (Häggman et al.,
2000). Энгельманом было предложено использо-
вать криоконсервацию для криоселекции, то есть
для выбора материала со специфическими свой-
ствами, а также как инструмент “омоложения”
культуры с уменьшающимся потенциалом про-
лиферации (Engelmann, 2004).

Большинство протоколов криоконсервации
являются модификациями метода (Kartha et al.,
1988), разработанного для белой ели. В табл. 1 пе-
речислены виды сосен, которые показали успеш-
ную криоконсервацию.

Основной задачей исследователей, стремя-
щихся сохранить эмбриогенные ткани, является
постепенное уменьшение свободной воды в эм-
бриогенных клетках и предотвращение формиро-
вания межклеточного льда при помощи метода
медленной заморозки (Klimaszewska, Cyr, 2002).
При этом большинство исследователей использу-
ют специальную предобработку пролиферирую-
щих культур или зрелых соматических зароды-
шей, для чего они помещаются на среду с мень-
шим осмотическим потенциалом на один-два
дня. В качестве вещества, снижающего осмотиче-
ский потенциал, чаще всего используется 5–10%-
ный раствор диметилсульфоксида. Далее колбы с
культурами постепенно (на 0.1–0.5°C в минуту)
охлаждают до –80°C и погружают в жидкий азот
на хранение.

Для регенерации культуры в течение 2–3 мин
оттаивают при температуре 37°C и после высыха-
ния раствора переносят на свежую среду. Обычно
рост культур возобновляется спустя 1–2 нед.

Криоконсервация позволяет надолго сохра-
нить эмбриогенные культуры и соматические за-
родыши и таким образом способствует длитель-
ному хранению генетических ресурсов. После
размораживания соматические зародыши спо-
собны формировать здоровые растения-регене-
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ранты. Разработка метода криоконсервации мо-
жет также способствовать сохранению генофонда
ценных видов растений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, соматический эмбриогенез в
культуре in vitro у представителей рода Pinus прохо-
дит через следующие стадии: инициация и проли-
ферация эмбрионально-суспезорной массы, со-
зревание соматических зародышей, прорастание
соматических зародышей и адаптация регенеран-
тов в природных условиях. Для разных видов со-
здаются модификации основных питательных
сред, которые увеличивают частоту инициации и
конечный выход зрелых соматических зародышей
и регенерантов. Также играет роль контроль физи-
ческих условий, таких как температура, влаж-
ность, освещенность на разных этапах соматиче-
ского эмбриогенеза. Вся процедура соматического
эмбриогенеза у сосен продолжается около года.
Однако, несмотря на кажущуюся сложность и дли-
тельность данного процесса, возможность получе-
ния большого количества селективного безвирус-
ного материала может покрыть все издержки (Kli-
maszewska, Cyr, 2002).

В ряде стран (США, Канада, Франция) метод
соматического эмбриогенеза считается одним из
наиболее перспективных для плантационного ле-
совыращивания. На основе данной биотехноло-
гии была разработана программа Multy-Varietal
Forestry (MVF) (рис. 2). Эта технология позволяет
решать основные современные проблемы план-
тационного лесовыращивания: повышения про-
дуктивности семенных плантаций; устойчивости
к вредителям; адаптации деревьев в связи с изме-
нениями климата; восстановления исчезающих
видов (Park et al., 2014).

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований, Правительства Красноярского
края, Красноярского краевого фонда науки в
рамках научного проекта: “Изучение влияния
биологически активных пептидов растительного
и микробного происхождения на рост и развитие
хвойных in vitro в раннем онтогенезе”. А также в
рамках бюджетного проекта ФГБНУ ИЛ СО РАН,
ФИЦ КНЦ СО РАН (проект № 0356-2017-0741).

Рис. 2. Классические методы плантационного лесовыращивания, дополненные программой MVF.
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This review is devoted to the microclonal propagation of species of the genus Pinus through somatic embryo-
genesis, which is based on the property of totipotency of plant cells. The features of each stage of somatic em-
bryogenesis and a number of problems that need to be overcome to obtain healthy formed somatic regener-
ants are reviewed. Also, species of pine trees that have shown successful cryopreservation are considered. The
method is an alternative to the traditions of selection in forestry.
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