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Аннотация 

Проведено введение в культуру in vitro эксплантов Larix sibirica и Pinus sibirica. 

Выявлено, что технология получения эмбриогенной ткани и соматического эмбриогенеза у 

данных видов различается. У Larix sibirica эмбриогенным потенциалом обладают 

зиготические зародыши на предсемядольной и более поздних стадиях развития, при 

помещении их на среду АИ с добавлением регуляторов роста 2,4-Д и 6-БАП в концентрации 

2:1 мг/л. При этом происходит образование эмбрионально-суспензорной массы, успешное 

созревание (среда АИ с добавлением АБК) и прорастание соматических зародышей, а также 

получение клонов деревьев. У Pinus sibirica образование эмбриогенной ткани происходило 

при использовании в качестве эксплантов мегагаметофитов с зародышами на кливажной и 

посткливажной стадии развития, которые помещались на среды DCR и ½LV. 

Совершенствование протоколов получения соматических зародышей, отбор генетически 

стабильных клеточных линий является перспективным направлением для создания 

высокопродуктивных, устойчивым к энтомовредителям лесных насаждений. 
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Abstract. Larix sibirica and Pinus sibirica explants were introduced into in vitro culture. It 

was found that the technology for obtaining embryogenic tissue and somatic embryogenesis differs 

between these species. In Larix sibirica, embryogenic potential is exhibited by zygotic embryos at 

the pre-cotyledonary and later developmental stages when placed on AI medium supplemented with 

growth regulators 2,4-D and 6-BAP at a concentration ratio of 2:1 mg/L. This leads to the formation 

of an embryonal-suspensor mass, successful maturation (on AI medium supplemented with ABA), 

germination of somatic embryos, and generation of clonal trees. In Pinus sibirica, embryogenic tissue 

was formed using megagametophytes containing embryos at the cleavage and post-cleavage stages, 

cultured on DCR and ½LV media. Improvement of protocols for somatic embryo production and 

selection of genetically stable cell lines is a promising direction for creating high-yielding forest 

plantations resistant to insect pests. 

  

Keywords: Larix sibirica, Pinus sibirica, somatic embryogenesis, clones. 

 

За последние годы произошло резкое снижение репродуктивного потенциала основных 

лесообразующих хвойных видов в Сибири. Для воспроизводства лесов, наряду с 

традиционными методами размножения, необходимо использовать и современные 

технологии. Наиболее перспективной из них является технология соматического 

эмбриогенеза в культуре in vitro. Соматический эмбриогенез – способ бесполого размножения 

был применен для селекционно-генетического улучшения клонируемых деревьев (программа 

Multi-Varietal Forestry, MVF [7]). В настоящее время крупномасштабное производство ряда 

видов хвойных (Pinus radiata, Pinus taeda, Picea abies) реализуется в лабораториях мирового 

класса Maritime Innovation Limited в Сассексе, штат Северная Каролина (Канада) в 

сотрудничестве с Scientist Emeritus, Natural Resources Canada – Canadian Wood Fibre Centre, 

Frederiction, Sussex New Brunswick, Canada и другими. 

 Соматический эмбриогенез является ценной экспериментальной системой для 

изучения регуляторных механизмов, участвующих в развитии растений. Активно проводятся 

морфофизиологические и молекулярно-генетические исследования соматического 

эмбриогенеза и регенерации из эмбрионов растений [4,6–10]. Однако, имеются четыре 

технические проблемы, которые в настоящее время препятствуют масштабированию 

технологии соматического эмбриогенеза большинства видов хвойных: 

(1) низкая частота возникновения и ограниченные источники эксплантов (генотипы 

деревьев);  

(2) потеря эмбриогенного потенциала при длительном культивировании; 

(3)  низкий уровень созревания и высокая частота аномального развития эмбрионов; 

(4)  низкий уровень прорастания соматических зародышей. 

 В настоящей статье будут показаны особенности соматического эмбриогенеза у видов 

с однолетним (Larix sibirica Ledeb.) и двухлетним (Pinus sibirica Du Tour) репродуктивными 

циклами.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

В качестве объектов Larix sibirica были взяты деревья, произрастающие в Дендрарии 

Института Леса СО РАН (Красноярск) и в естественном древостое Республики Хакасия 

(вблизи ОЭП «Черное озеро» ИЛ СО РАН). Возраст деревьев составлял 50–70 лет. Из 200 

деревьев лиственницы, экспланты (зиготические зародыши) только четыре дерева–донора 

формировали эмбриогенные культуры. Эти деревья-доноры устойчивы к лиственничной 

почковой галлице.  

 У Pinus sibirica объектами исследования служили деревья, произрастающие в 

естественном древостое Западного Саяна и в насаждениях на территории Караульного 

участкового лесничества СибГУ им. М. Ф. Решетнева (г. Красноярск). Возраст исследованных 

деревьев – 50–150 лет. 
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Введение в культуру in vitro 

У Larix sibirica в качестве эксплантов служили зиготические зародыши на стадии 

инициации заложения семядолей. Зародыши вводили на агаризированную базовую среду АИ 

[14]. Уровень регуляторов роста составил: 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-Д) – 2 

мг/л (Sigma-Aldrich, США) и 6-бензоаминопурина (6-БАП) – 0,5–1 мг/л (Sigma-Aldrich, США).  

Пролиферацию, полученной эмбриональной-суспензорной массы (ЭСМ), проводили 

на среде АИ, содержащей 2,4-Д (2 мг/л) или НУК (2 мг/л), 6-БАП (0,5–1 мг/л) и сахарозу (20 

г/л). 

Для созревания соматических зародышей кусочки ЭСМ помещали на среду АИ, 

содержащую сахарозу (40 г/л), абсцизовую кислоту (АБК) (32 мг/л), индолилмасляную 

кислоту (ИМК) (0.2 мг/л) и полиэтиленгликоль (ПЭГ 8000) (10%). В качестве желирующего 

агента использовали Gelrite (4 г/л). Прорастание соматических зародышей проводили на 

базовой среде АИ, свободной от регуляторов роста. 

У Pinus sibirica материалом для исследования служили зиготические зародыши и 

мегагаметофиты. Для введения в культуру использовали питательную среду DCR [3] и ½ LV 

[8]. В качестве гормонов использовали 2,4-Д в концентрации 2 мг/л и 6БАП – 1 мл/л. Среды 

дополняли сахарозой (30г/л), глутамином (0,5 г/л), гидролизатом казеина (0,5 г/л), 

мезоинозитом (0,1 г/л) и аскорбиновой кислотой (300 мг/л). В качестве желирующего 

компонента использовали агар в концентрации 7 г/л. Перед автоклавированием рH среды 

доводили до 5,7. После автоклавирования через бактерицидный фильтр добавляли глутамин и 

аскорбиновую кислоту.  

 Культивирование осуществляли в темноте, при температуре 24 ± 1 ˚С. Регистрацию 

отклика на введение в условия культуры проводили еженедельно. 

Цитологический анализ 

Для цитологического анализа подготавливали временные препараты с использованием 

0,1% раствора сафранина. При наличии изодиаметрических клеток полученную культуру 

относили к каллусу. Микроскопирование препаратов проводили на микроскопе 

«МИКРОМЕД-6» ЛОМО, при увеличении х40, х100 и х400. Измерения клеток и 

эмбриональных структур проводили при помощи системы Scope Photo, с последующим 

переводом полученных единиц в микрометры. Фотографии препаратов выполняли при 

помощи встроенной камеры DCM 510 и фотокамеры Olympus FE-370. При наличии в культуре 

эмбрионально-суспензорной массы (ЭСМ), клеточную линию считали эмбриогенной. 

Полученные экспериментальные данные обрабатывали при помощи пакета программ 

Microsoft Excel 2003.  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИСЛЕДОВАНИЯ 

Larix sibirica 

Инициация эмбриогенной культуры (ЭК) у Larix sibirica на среде АИ начинается с 

поляризации и удлинения соматических клеток, а также локализации ИУК на одном конце 

удлиненной клетки. Удлиненные клетки ассиметрично делятся с образованием маленькой 

эмбриональной клетки и удлиненной клетки – клетки трубки. Из эмбриональной клетки 

формируется глобула соматического зародыша. Из базальных клеток глобулы образуются 

клетки трубки – суспензор. Глобулярные зародыши всегда имели четкую поляризацию: 

глобула занимала апикальный конец, суспензор примыкал к базальной части глобулы [11]. 

Далее, формируется хорошо развитая эмбриогенная ткань – эмбрионально-суспензорная 

масса, состоящая из глобулярных зародышей и суспензоров. В глобулярных зародышах идет 

четкое распределение гормонов – ИУК, цитокинины и АБК локализуются в клетках глобулы 

и полностью отсутствуют в клетках эмбриональных трубок суспензора. Морфологическими 

маркерами эмбриогенных КЛ является молочный цвет и рыхлая структура (рис. 1а). Активная 

пролиферация ЭСМ начинается с трехмесячного возраста КЛ и сохраняется до 15 лет и более. 

 За годы исследования (2008–2024) была создана коллекция, состоящая из 54 

пролиферирующих эмбриогенных клеточных линий (КЛ), полученных из эксплантов 

лиственницы сибирской в результате свободного и контролируемого опыления.  
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У большинства пролиферирующих КЛ образование глобулярных соматических зародышей 

активно идет в течение 1–3 лет (32 КЛ из 54 КЛ). Затем интенсивность пролиферации 

замедлялась и клеточные линии перерождались в обычные каллусные культуры или отмирали. 

В то же время ряд клеточных линий КЛ4, КЛ6, КЛ5 и КЛ12 активно пролиферировали в 

течение 15, 11, 9 и 5 лет соответственно. Мультипликация соматических зародышей шла через 

кливаж.  

Пролиферирующие КЛ лиственницы характеризуются высоким горманальным 

балансом. Данные иммуноферментного анализа ЭСМ показали, что пролиферирующие КЛ 

содержат большое количество ИУК более низкое содержание цитокининов и АБК [12]. В 

длительно пролиферирующих КЛ (11–15 лет) повышается уровень ИУК и, особенно АБК, что, 

вероятно, приводит к снижению регенерационной способности культур. 

 

 
Рисунок 1. Микроклональное размножение лиственницы сибирской: а – эмбриогенные 

культуры на стадии пролиферации, б – регенеранты, в – 12-ти летние клоны, 

произрастающие в условиях лесопитомника в экспериментальном хозяйстве 

“Погорельский бор” Института леса СО РАН 

 

Молекулярно-генетические исследования показали, что молодые пролиферирующие 

КЛ генетически стабильны до 1 года и кариотип их состоял из диплоидного числа хромосом 

(2n=24). При длительном культивировании (более трех лет) у пролиферирующих КЛ было 

выявлено изменение числа хромосом (2n=25; 2n=26). Наиболее распространенным типом 

геномных нарушений в длительно пролиферирующих эмбриогенных культурах лиственницы 

сибирской является анеуплоидия, а именно трисомия по одной или нескольким парам 

хромосом. Однако у отдельных клеточных линий (КЛ 4 и КЛ 6) в течение 11 лет 

культивирования остаются генетически стабильными и содержат диплоидное число хромосом 

[13]. При этом КЛ характеризуется высокой эмбриональной продуктивностью ЭСМ и 

большим количеством созревших на среде с АБК соматических зародышей. Число зрелых 

зародышей колебалось от 9 на 1 г ЭСМ (КЛ16.19, самоопыление) до 1221, эмбрионов на 1 г 

ЭСМ (КЛ4), которые активно прорастали (рис. 1б). Из КЛ6 были получены клоны деревьев, 

которые в течение 12 лет активно растут в почве лесопитомника (рис. 1в). Клоны 
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характеризуются быстрым ростом. В возрасте 7 лет у них формировались генеративные 

органы. Генотипирование по девяти микросателлитным локусам из хвои клонированных 

деревьев лиственницы показало, что все были полностью идентичны КЛ6 из которой они были 

получены. Клоны, полученные от этой клеточной линии, оказались гомозиготами с одним 

аллелем, идентичным материнскому генотипу № А4 [15].  

 

Pinus sibirica 

Технология получения соматических зародышей у Pinus sibirica значительно 

отличается от Larix sibiriа, а также других видов с однолетним генеративным циклом Picea 

abies [2], Abies cephalonica [5]. Во-первых, культивирование видов с однолетним циклом 

происходит на других средах. Так, Pinus sibirica нуждается в более бедных по составу микро- 

и макроэлементами средах – DCR и ½ LV. Во-вторых, у Pinus sibirica при введении в культуру 

in vitro зиготических зародышей на стадии инициации семядолей на среде DСR и LV 

происходило, как правило, формирование каллусных культур. Образование эмбриогенной 

ткани наблюдалось только при введении в культуру мегагаметофитов с зародышами на ранних 

стадиях развития. Максимальный уровень инициации (до 10,2%) был получен от эксплантов, 

собранных через две недели после оплодотворения, когда зиготические зародыши находились 

на посткливжной стадии развития. Инициация соматического эмбриогенеза начиналась через 

2-4 недели, после введения эксплантов в условия in vitro и происходила путем экструзии – 

выдавливания клеточных масс из микропиллярного отверстия мегагаметофита. Полученные в 

результате экструзии клеточные линии представляли собой эмбрионально-суспензорную 

массу (рис. 2а,б,в). Продолжительность периода компетентности к образованию ЭСМ 

составляет 7–10 дней, в течение которых в эксплантах происходит дифференцировка 

лидирующего зародыша. 

  

 
Рисунок 2. Инициация соматического эмбриогенеза у P. sibirica. Временные препараты: 

а, б – зародышеподобные структуры, состоящие из округлых клеток (глобул 

соматического зародыша) и вытянутых (суспензора); в – общий вид эмбрионально-

суспензорной массы  

 

Инициация соматического эмбриогенеза из мегагаметофитов с незрелыми зародышами 

ла описана у многих видов рода Pinus [1]. Ряд видов (P. hanksiana, P. strobus, P. pinaster, P. 

sylvestris) были отнесены к неподатливым «recalcitrance» к соматическому эмбриогенезу. У 

видов, относящихся к «recalcitrance» при введении в культуру in vitro мегагаметофитов с 

зародышами на стадии раннего эмбриогенеза удалось инициировать соматический 

эмбриогенез [7]. К таким непокорным видам относится и Pinus sibirica. Необходимо отметить 

особенности эмбриогенеза видов рода Pinus. Прежде всего, представители данного рода 

характеризуются двухлетним репродуктивным циклом и наличием кливажа в раннем 

эмбриогенезе. По-видимому, при введении в культуру у эксплантов на стадии кливажа P. 

sibirica сохраняется «кливажная память», происходит активное расщепление образовавшихся 
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соматических зародышей, и наблюдается экструзия эмбрионально-суспензорной массы через 

микропилярную часть мегагаметофита.  

Заключение 

Эмбриогенная компетентность эксплантов при вводе их в культуру in vitro у хвойных с 

однолетним и двухлетним репродуктивным циклом отличается. У Larix sibirica эмбриогенным 

потенциалом обладают зиготические зародыши на предсемядольной и более поздних стадиях 

развития. У Pinus sibirica образование эмбрионально-супензорной массы происходит из 

кливажных зародышей, находящихся в мегагаметофитах. Эмбриогенная компетентность 

ограничена очень небольшим промежутком времени (около 7 дней). 

Таким образом, совершенствование протоколов получения соматических зародышей, 

отбор генетически стабильных клеточных линий лиственницы является перспективным 

направлением для создания высокопродуктивных, устойчивым к энтомовредителям лесных 

насаждений.  
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