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Abstract. Induction and proliferation of embryogenic calluses are the key stages in large-scale reproduction 
of coniferous species by somatic embryogenesis and long-term storage of their embryos. However, there 
are some issues, such as low reproduction efficiency, loss of embryogenic ability, poor viability. To solve 
the problems of somatic embryogenesis in the Siberian dwarf pine (Pinus pumila (Pall.) Regel), we 
aimed to determine the best cultivation conditions by varying the concentrations and combinations of 
plant growth regulators in the culture medium for inducing embryogenic calluses at different stages of 
embryo development. Explant response dependence on the stage of its development and the hormonal 
composition of the nutrient medium was established and optimal conditions for induction of somatic 
embryogenesis in Siberian dwarf pine were determined. Zygotic embryos with a length of 1 mm (mature 
embryo) were shown to be the most promising material for induction of Pinus pumila callogenesis (85 %). 
Embryogenic calluses were formed more actively on the DCR medium with reduced concentrations 
of plant growth regulators, NAA (1 mg/l) and 6-BAP (0.5 and 1 mg/l). Calluses transplanted to fresh 
media of the same composition every 14 days maintained their viability and sustained their ability to 
intensively proliferate throughout the year.
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Индукция соматического эмбриогенеза  
у кедрового стланика (Pinus pumila (Pall.) Regel)  
в культуре in vitro

И. С. Шевелеваа, Т. И. Головановаа, И. Н. Третьяковаб

аСибирский федеральный университет 
бИнститут леса им. В. Н. Сукачева СО РАН 

Российская Федерация, Красноярск

Аннотация. Индукция и пролиферация эмбриогенного каллуса являются ключевыми этапами для 
крупномасштабного размножения путем соматического эмбриогенеза и долгосрочного хранения 
зародышей хвойных видов. Однако существуют проблемы, такие как низкий отклик эксплантов 
на индукционных средах, низкая эффективность размножения, слабая жизнеспособность 
и потеря эмбриогенности каллусных культур в процессе культивирования. Для решения проблем 
соматического эмбриогенеза кедрового стланика (Pinus pumila (Pall.) Regel) мы варьировали 
концентрацию и комбинации регуляторов роста растений в средах для индукции эмбриогенного 
каллуса у зародышей на разных стадиях развития. Нами была установлена зависимость отклика 
экспланта от стадии его развития, от гормонального состава питательной среды, определены 
наилучшие условия культивирования эмбриогенного каллуса. Было установлено, что зиготические 
семядольные зародыши длиной 1 мм являются наиболее перспективным материалом для 
индукции каллусогенеза у P. pumila (85 %). Эмбриогенный каллус активнее образовывался 
на среде DCR с пониженной концентрацией регуляторов роста растений NAA (1 мг/л) и 6-BAP 
(0,5 и 1 мг/л). Пересадки на свежие среды того же состава каждые 14 дней позволяли не только 
поддерживать жизнеспособность каллусов, но также сохранять их способность к интенсивной 
пролиферации в течение года.

Ключевые слова: Pinus pumila, in vitro, кедровый стланик, каллус, эмбриогенные культуры, 
соматический эмбриогенез.
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Введение

Кедровый стланик (Pinus pumila (Pall.) 
Regel), относящийся к пятихвойным соснам, 
произрастает на северо-востоке Сибири и за-
нимает обширный ареал от  северного При-
байкалья до  полуострова Камчатка. Данный 
вид имеет большое экологическое и  хозяй-
ственное значение. Его заросли играют важ-
ную фитоценотическую и  ландшафтную 

роль. Семена кедрового стланика являются 
одним из  главных пищевых ресурсов для 
птиц и животных.

Семеношение, генетическая изменчи-
вость и рост потомства P. pumila в сравнении 
его с Pinus sibirica в Северном Прибайкалье, 
дельте Верхней Ангары и  Баргузинском за-
поведнике изучались C. Н.  Горошкевичем 
и его сотрудниками (Васильева, Горошкевич, 
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2012; Петрова и др., 2007). В процессе разви-
тия семян кедрового стланика наблюдают-
ся некоторые потери и  снижение семенной 
продуктивности. Доля полноценных семян 
с дифференцированным зародышем варьиру-
ется в широких пределах (Васильева, Горош-
кевич, 2012).

Известно, что развитие семян кедрово-
го стланика, так же как и других видов рода 
Pinus, осуществляется в  течение двух веге-
тационных периодов, а зрелые семена имеют 
недоразвитый зародыш и  требуют длитель-
ной стратификации (около 4 месяцев), поэто-
му традиционные методы размножения могут 
не соответствовать требованиям искусствен-
ного лесонасаждения (Song et al., 2020; Li et 
al., 2020).

Для осуществления крупномасштабной 
селекции кедрового стланика необходима 
разработка и  применение современных тех-
нологий. Одной из  таких технологий явля-
ется метод микроклонального размножения 
через соматический эмбриогенез (Tretyakova 
et al., 2016; Третьякова и  др., 2021). Сомати-
ческий эмбриогенез стал главным способом 
для вегетативного размножения хвойных, 
поскольку соматические эмбрионы развива-
ют как апикальную, так и корневую меристе-
му (Lelu-Walter et al., 2018). Эмбриогенный 
каллус является основой для регенерации 
растений в  больших масштабах и  служит 
важным материалом для генетической транс-
формации (Zeng et al., 2007; Yang, Zhang, 2010; 
Santa- Catarina et al., 2012; Steiner et al., 2016). 
По этой причине основным шагом для сома-
тического эмбриогенеза является получение 
достаточного количества каллусных культур 
высокого качества (Gao et al., 2021). Главными 
факторами, влияющими на индукцию и про-
лиферацию эмбриогенного каллуса, являются 
состав питательной среды, температура, суб-
культурный цикл и генетический потенциал 

экспланта (Song et al., 2020). Для получения 
индукции, для поддержания (maintaining) 
и  пролиферации эмбриогенного каллуса 
хвойных растений используются различные 
комбинации фитогормонов ауксинов и цито-
кининов (Vondráková et al., 2011; Klimaszewska 
et al., 2016; Nunes et al., 2018).

Соматический эмбриогенез у  кедрово-
го стланика (P. pumila) в  культуре in vitro 
исследован недостаточно. В  эксперименте 
по  инициации соматического эмбриогенеза 
у  кедрового стланика из  незрелых эмбрио-
нов (Tret’yakova, Shuvaev, 2015) полученный 
каллус обладал низкой эмбриогенностью 
и не мог быть культивирован для дальнейших 
шагов соматического эмбриогенеза. В насто-
ящей статье представлены данные экспери-
мента по получению эмбриогенного каллуса 
у кедрового стланика на средах для индукции 
соматического эмбриогенеза в  культуре зи-
готических зародышей. В ходе эксперимента 
решались задачи по выявлению наиболее от-
зывчивой стадии развития зиготического за-
родыша и подбор оптимального состава сре-
ды, концентрации и комбинации регуляторов 
роста для получения и пролиферации эмбри-
огенных культур.

Материалы и методы

В 2020–2021  гг. с 25 деревьев P. pumila, 
произрастающих на  севере Иркутской об-
ласти (Бодайбинский район) (58°12′28″ с.ш. 
114°38′45″ в.д.) и  Чукотского автономного 
округа (66°33′48″ с.ш. 164°27′44″ в.д.), были 
собраны образцы – ​женские шишки (по 10 шт. 
с каждого дерева), которые до введения в куль-
туру хранились при температуре 4±1 °C в ус-
ловиях холодильной камеры. Сбор образцов 
шишек проводили в разные сроки по мере их 
созревания, с  июля (первая и  вторая-третья 
декады) по  август (первая декада). Степень 
зрелости зародыша фиксировали при извле-
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чении его из мегагаметофита, определяя ста-
дии развития: стадия инициации семядолей 
(размер зародыша 0,3 мм), развития семядо-
лей (размер зародыша 0,7 мм) и зрелого заро-
дыша (размер зародыша 1 мм).

До извлечения эксплантов образцы под-
вергали предобработке. Шишки обрабатыва-
ли 5  %-ным раствором гипохлорита натрия 
около 20 минут, затем промывали дистилли-
рованной водой в течение 10 минут. У семян 
удаляли семенную чешую, далее извлеченные 
мегагаметофиты обрабатывали 75 % спиртом 
в течение 5 минут и три раза дистиллирован-
ной водой по  15 минут. Затем в  стерильных 
условиях бокса извлекали зародыши из  ме-
гагаметофитов и переносили на питательную 
среду в колбы по 5 штук в каждую.

Для индукции эмбриогенного каллуса 
из  зародышей P. pumila использовали базо-
вую среду DCR (Gupta, Durzan, 1985) с  раз-
личными концентрациями и  комбинациями 
регуляторов роста растений: дихлорфенокси-
уксусная кислота (2,4-D) / 1-нафталинуксус-
ная кислота (NAA) и  6-бензиладенин (BAP) 
(табл. 1). Все варианты среды были дополне-
ны мезоинозитом  – ​100  мг/л, гидролизатом 
казеина  – ​500–1000  мг/л, L‑глутамином  – ​
500 мг/л, сахарозой – ​30 г/л и агаром – ​7 г/л. 
В качестве антиоксиданта применяли аскор-
биновую кислоту в  концентрации 400  мг/л. 
Перед автоклавированием рН доводили до 5,8 

с  помощью NaOH или HCl. Спустя месяц 
культивирования полученные каллусы пере-
носились на  питательные среды для этапа 
пролиферации. Для пролиферации каллусов 
использовали те  же варианты питательной 
среды, что и для индукции. Культуры поме-
щали в  темноту при температуре 24 ± 1  °C. 
Субкультивирование на свежие питательные 
среды, описание культур и  регистрацию ча-
стоты каллусообразования проводили каж-
дые 14 дней. Первичный отклик (образование 
первичного каллуса, возникшего на эксплан-
тах) регистрировали через 4 недели после 
введения в культуру. Частоту каллусообразо-
вания рассчитывали по формуле: A= (n / N) * 
100 %, где A – ​частота каллусообразования, 
n  – ​количество эксплантов, давших каллус, 
N – ​общее число эксплантов. Для проведения 
цитологического анализа полученных кле-
точных линий готовили давленые микропре-
параты. Образцы каллусов фиксировали каж-
дые две недели. Кусочки ткани размещали 
на предметном стекле и окрашивали в капле 
2  %-ного водного раствора сафранина в  те-
чение 1–2 минут. Далее добавляли глицерин 
и фиксировали препарат покровным стеклом, 
излишки красителя удаляли фильтровальной 
бумагой. Приготовленные микропрепара-
ты просматривали под микроскопом МИК-
МЕД‑6 ЛОМО (Санкт-Петербург, Россия) 
с  видеонасадкой DSM510. Отмечали мор-

Таблица 1. Варианты содержания регуляторов роста растений в питательной среде

Table 1. Plant growth regulator contents in nutrient media

Питательная среда
Регуляторы роста растений, мг/л

2,4-дихлорфеноксиуксусная 
кислота (2,4-D)

1-нафталинуксусная 
кислота (NAA) 6-бензиладенин (BAP)

DCR 1 2 - 1
DCR 2 - 2 1
DCR 3 - 1 1
DCR 4 - 1 0,5
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фологические типы клеток. Размеры клеток 
определяли при помощи окуляр-микрометра 
с последующим переводом полученных еди-
ниц в  мкм. Эмбриогенность каллусов уста-
навливали по  наличию в  них эмбриогенных 
структур. Известно, что эмбриогенные кал-
лусы имеют рыхлую структуру, молочный 
прозрачный цвет, способны к  активному 
образованию эмбриогенной массы, быстро-
му росту. Ранее проведенные исследования 
показали, что в  процессе формирования эм-
бриогенных каллусов у хвойных клетки экс-
плантов, подвергшихся влиянию регуляторов 
роста, удлинялись и в дальнейшем претерпе-
вали асимметричное деление и формировали 
эмбриональные инициали и  эмбриональные 
трубки. Из  инициальных клеток образовы-
вались глобулы соматических зародышей, 
а  из  эмбриональных трубок формировались 
сложные вытянутые структуры с  множе-
ственными перегородками. Каждая глобула 
окружалась множественными эмбриональ-
ными трубками. Формировалась эмбриональ-
ная масса, состоящая из глобул соматических 
зародышей и эмбриогенных трубок – ​суспен-
зоров. Эмбриональные глобулы подвергались 
кливажу. В  единичных каллусах возникали 
торпедообразные соматические зародыши 
(Belorussova, Tret’yakova, 2008; Третьякова, 
Ижболдина 2009).

Результаты

Как показали исследования, на  индук-
цию образования каллуса значительное 
влияние оказывала стадия развития экс-
планта  – ​зиготического зародыша, которая 
зависела от  срока сбора семян (рис.  1). Так, 
у  зародышей на  стадии инициации семядо-
лей (размер 0,3 мм), имеющих очень длинный 
суспензор (сбор с 1 по 10 июля, рис. 1А), об-
разование каллуса не  происходило. Обра-
зование каллуса наблюдалось у  зародышей 

из семян, собранных с 15 по 23 июля (в 40 % 
случаев). В этот период зародыши достигали 
размера 0,7  мм, находились на  стадии раз-
вития семядолей и были дифференцированы 
по продольной оси на две апикальные мери-
стемы (рис.  1В). Наибольшая частота каллу-
сообразования (85 %) отмечена при введении 
в  культуру in vitro семядольных зародышей 
размером около 1 мм (дата сбора 30.07–7.08) 
(рис. 1С).

Образование и пролиферация каллусной 
массы зависела от концентрации регуляторов 
роста растений в питательных средах. На сре-
де DCR 1 образование каллуса наблюдалось 
только у 15 % эксплантов, на среде DCR 2 ча-
стота образования каллуса была около 40 %, 
на средах DCR 3 и DCR 4–80 % и 87 % соот-
ветственно (табл. 2).

Эмбриогенный каллус образовывался 
только на  средах DCR  3 и  DCR  4. Получен-
ный каллус отличался активным ростом, был 
прозрачного цвета, имел рыхлую структуру 
и  сохранял эмбриогенные характеристики 
(табл. 2, рис. 2А) в течение 6 месяцев. На сре-
дах DCR 1 и DCR 2 эмбриогенность каллуса 
отсутствовала (табл.  2). Каллус, образован-
ный на среде DCR 2 (табл. 2), быстро проли-
ферировал, однако через 60 дней приобретал 
бурый цвет и  деградировал (рис.  2В). После 
удаления некротирующих участков каллус 
приобретал плотную структуру, характеризо-
вался медленным ростом и постепенно дегра-
дировал (табл. 2). На среде DCR 1 каллус имел 
низкий уровень пролиферации, приобретал 
окраску бурого цвета и быстро деградировал 
(табл. 2, рис. 2С).

Цитологический анализ показал, что 
каллусные культуры, полученные на  пита-
тельных средах с различным составом регу-
ляторов роста растений, состояли из  клеток 
разных морфологических типов. В  плотных 
каллусах просматривались изодиаметриче-
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ские клетки диаметром 100 ± 3 мкм (рис. 3А). 
Рыхлые каллусы состояли в основном из про-
зенхимных клеток, достигающих в  длину 
300 ± 3 мкм (рис. 3B), однородных, без каких-
либо признаков дифференциации. Далее на-
чиналось активное удлинение этих клеток, 

они становились похожи на  эмбриональные 
трубки первичного суспензора зиготического 
зародыша (рис. 3В). Эти клетки подвергались 
асимметричному делению и  образовывали 
две клетки: одну маленькую  – ​эмбриональ-
ную, другую длинную  – ​эмбриональную 

Рис. 1. Зиготические зародыши Pinus pumila, собранные в разные даты: А – ​зародыш на стадии инициации 
семядолей, длина 0,3 мм, дата сбора 1.07–10.07; В – ​зародыш на стадии развития семядолей, длина 0,7 мм, 
дата сбора 15.07–23.07; С – ​семядольный зародыш, длина 1 мм, дата сбора 30.07–7.08. Масштаб 200 мкм

Fig. 1. Zygotic embryos of Pinus pumila collected between different days: A – ​0.3 mm long embryo (collected 
1.07–10.07); B – ​0.7 mm long embryo (collected 15.07–23.07); C – ​1 mm long embryo (collected 30.07–7.08). Bar 
lengths correspond to 200 μm

Таблица 2. Индукция, пролиферация и эмбриогенность каллусных культур Pinus pumila

Table 2. Induction, proliferation and embryogenic yield of Pinus pumila callus cultures

Питательная 
среда

Дата введения 
в культуру  

in vitro

Число 
эксплантов, 
введенных 

в культуру (шт.)

Первичный 
отклик (%)

Сохранность 
каллусов через 6 мес. 
культивирования (%)

Частота 
формирования 
эмбриогенных 

культур (%)
DCR 1 17.08–30.08 200 15 0 0
DCR 2 17.08–30.08 200 40 15 0
DCR 3 17.08–30.08 200 80 35 1
DCR 4 17.08–30.08 200 87 50 2
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Рис.  2. Каллусы Pinus pumila на  средах с  различными концентрациями и  комбинациями регуляторов 
роста растений: A – ​на среде DCR 4; B – ​на среде DCR 2; С – ​на среде DCR 1. Масштаб 1 см

Fig. 2. Pinus pumila calluses on media with various combinations of plant growth regulators: A – ​DCR 4 medium; 
B – ​DCR 2 medium; C – ​DCR 1 medium. Bar lengths correspond to 1 cm

трубку. Оба типа клеток активно делились, 
формируя эмбриональные глобулы (рис. 3С), 
которые окружены длинными клетками. 
К  концу инициации эмбриогенный каллус 
представлял собой эмбрионально– суспен-
зорную массу, состоящую из эмбриональных 
глобул и трубок.

Обсуждение

Индукция соматического эмбриогенеза 
была описана у  некоторых пятихвойных со-
сен: Pinus koraiensus (Bozhkov et al., 1997), 
P. pinea (Carneros et al., 2009), P. sibirica 
(Tret’yakova et al., 2014), P. pumila (Tret’yakova, 
Shuvaev, 2015). Во всех литературных источ-
никах отмечается очень низкая частота ини-
циации эмбриогенного каллуса у  пятихвой

ных сосен, как и у других видов рода Pinus. 
Так, у P. pumila из района Удоканского хреб-
та и  юга Якутии частота инициации эмбри-
огенного каллуса составила только 0,3  % 
(Tret’yakova, Shuvaev, 2015). Исследования, 
проведенные на P. strobus, показали, что для 
достижения максимальной инициации боль-
шое значение имеет стадия развития зиготи-
ческого зародыша (Klimaszewska et al., 2001). 
В ходе наших экспериментов мы определили 
стадии развития зиготических зародышей 
с наибольшим откликом на состав индукци-
онной среды.

Введение в культуру незрелых зиготиче-
ских зародышей P. pumila на  стадии иници-
ации семядолей (размером 0,3 мм) оказалось 
неэффективным, частота каллусообразова-
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ния была равна нулю. Инициация каллус-
ных культур у  зародышей на  стадии разви-
тия семядолей размером 0,7  мм составила 
40 %. Из литературных источников известно, 
что у некоторых видов сосны, например у P. 
koraiensis, индукция каллусной массы про-
исходила только на  данной стадии развития 
зародышей (Gao et al., 2022). Индукция кал-
лусной массы в  нашем исследовании име-
ла место только у  семядольных зародышей 
и  с  наибольшей частотой (85  %) у  наиболее 
зрелых зародышей, размером около 1  мм 

(сбор шишек 30.07–7.08). В научной литерату-
ре описаны исследования, в  которых индук-
ция соматического эмбриогенеза активно шла 
также из  зрелых зиготических зародышей, 
например у P. sylvestris (Ignatenko et al., 2022) 
и у P. pungens (Cao et al., 2022).

Известно, что на индукцию соматическо-
го эмбриогенеза хвойных значительное влия-
ние оказывает состав питательных сред. Наи-
более распространенными базовыми средами 
для рода Pinus являются среды DCR (Gupta, 
Durzan, 1985), Litvay (Litvay et al., 1985; 

Рис. 3. Морфологические типы клеток в каллусных культурах: A – ​изодиаметрические клетки, масштаб 
50 мкм; В – ​удлиненные клетки, масштаб 70 мкм; С – ​эмбриональные глобулы, масштаб 100 мкм

Fig. 3. Morphological types of cells in callus cultures of Pinus pumila: A – ​isodiametric cells, the bar length 
corresponds to 50 μm; B – ​elongated cells, the bar length corresponds to 70 μm; C – ​embryonic globules, the bar 
length corresponds to 100 μm
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Nagmani, Bonga, 1985) и  MSG (Becwar et al., 
1990). В нашем исследовании была использо-
вана среда DCR (Gupta, Durzan, 1985), так как 
считается, что именно она наилучшим обра-
зом подходит для индукции соматического 
эмбриогенеза у Pinus (Song et al., 2020). Суще-
ствует мнение, что среды Litvay (Litvay et al., 
1985; Nagmani, Bonga, 1985) и MSG (Becwar et 
al., 1990) могут негативно сказываться на кал-
лусообразовании, так как содержат менее 
удачные концентрации некоторых компонен-
тов – ​более низкие Ca2+ и более высокие NH4

+ 
и NO3

– (Cao et al., 2022).
Для индукции соматического эмбриоге-

неза у разных видов хвойных используют пи-
тательные среды с добавлением регуляторов 
роста растений. Наиболее часто используе-
мыми регуляторами роста являются ауксины 
2,4-D и NAA и цитокинин BAP (Montalbán et 
al., 2013; Klimaszewska et al., 2000; Pullman, 
Johnson, 2002). Для успешной пролиферации 
эмбриогенного каллуса у  хвойных обычно 
используют те  же питательные среды, что 
и  для индукции, либо среды с  пониженной 
концентрацией регуляторов роста (Pullman, 
Bucalo, 2014; Klimaszewska et al., 2016). В на-
шем исследовании было использовано че-
тыре варианта базовой среды DCR (Gupta, 
Durzan, 1985) с  различными концентраци-
ями и  комбинациями упомянутых регуля-
торов роста (табл.  1). В  ходе эксперимента 
индукция и  пролиферация эмбриогенного 
каллуса у  P. pumila имели место в  вариан-
тах с  более низкими концентрациями NAA 
и BAP (DCR 3 и DCR 4). Использование 2,4-D 
(DCR 1) отрицательно сказалось на индукции 
и  поддержании жизнеспособности каллусов: 
низкий отклик (15  %) и  быстрая, в  течение 
двух-трех субкультивирований, деградация 
каллусов, несмотря на то, что этот регулятор 
роста наиболее часто используется для полу-
чения соматического эмбриогенеза у  Pinus 

(Ignatenko et al., 2022). На среде DCR 2 фор-
мировался неэмбриогенный каллус, который 
быстро пролиферировал в  течение первых 
двух месяцев культивирования, затем начи-
налась его постепенная деградация и  пере-
рождение. Каллус становился плотным, 
медленно пролиферировал в  последующие 
6 месяцев, постепенно некротировал. Одной 
из  причин деградации каллусных культур 
P. pumila на среде DCR 2 могло быть высокое 
содержание NAA в питательной среде.

Эмбриогенный каллус формировался 
и пролиферировал на средах DCR 3 и DCR 4 
с  пониженными концентрациями регулято-
ров роста. К концу инициации эмбриогенный 
каллус представлял собой эмбрионально–су-
спензорную массу, состоял из  эмбриональ-
ных глобул и эмбриональных трубок и в тече-
ние полугода, с момента введения зародышей 
в  культуру до  окончания эксперимента, со-
хранял высокую скорость пролиферации. 
Благодаря оптимальному составу питатель-
ной среды, неэмбриогенный каллус, получен-
ный на  средах DCR  3 и  DCR  4, пролифери-
ровал в течение 6 месяцев культивирования. 
Однако спустя полгода каллус постепенно 
терял пролиферационную активность, стано-
вился темно-коричневого цвета, деградиро-
вал и погибал.

Заключение

Индукция соматического эмбриогенеза 
у  P. pumila до  сих пор изучена недостаточ-
но. В данном исследовании была проведена 
оценка некоторых факторов, оказывающих 
влияние на  инициацию соматического эм-
бриогенеза в  отношении кедрового стла-
ника. Была выявлена наиболее отзывчивая 
на  индукционные среды стадия развития 
зиготического зародыша; подобраны наибо-
лее оптимальные условия для эмбриогенно-
го каллусогенеза (состав питательной среды, 
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концентрация и комбинация регуляторов ро-
ста растений). Полученные результаты пред-
ставляют новые экспериментальные данные 

для дальнейшей оптимизации индукции со-
матического эмбриогенеза у P. pumila в куль-
туре in vitro.
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