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В культуре in vitro из незрелых зиготических зародышей семян, собранных с деревьев Pinus 
sibirica (кедр сибирский), произрастающих в естественном древостое Западного Саяна и на 
клоновой плантации, был индуцирован неэмбриогенный каллус. Активный каллусогенез шел 
у эксплантов гибридных семян, полученных в результате контролируемого опыления клонов 
пыльцой кедров-акселератов с однолетним циклом развития женских шишек. Цитологические 
исследования показали, что на стадии индукции каллуса у всех эксплантов идет сильное 
удлинение клеток гипокотиля. На стадию пролиферации с образованием эмбриогенной массы 
вышли экспланты семян только отдельных клонов, опыленных пыльцой деревьев-акселератов. 
При этом удлиненные клетки асимметрично делились и формировали эмбриональные инициали, 
из которых развивались глобулы соматических зародышей и эмбриональные трубки. 
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Введение

Pinus sibirica Du Tour (кедр сибирский) – 
единственный орехоносный вид в горах Юж-
ной Сибири  – подвергается хищническому 
истреблению в результате антропогенной 
нагрузки. Вместе с тем естественное возоб-
новление кедра сибирского затруднено из-за 
специфичности его половой репродукции, ко-

торая отличается от других представителей 
семейства Pinaceae: 

– высокой полиэмбриональностью се-
мян, до 16 зародышей в одном мегагаметофи-
те, требующих длительной стратификации 
(4-7 мес.) (Третьякова, 1990);

– встречаемостью в природных популя-
циях кедра сибирского уникальных геноти-
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пов (0,2 %) – «кедров-акселератов», у которых 
наблюдается акселерация генеративного цик-
ла (от опыления до оплодотворения проходит 
2  мес. вместо 14-15 мес. (Ирошников, 1974; 
Минина, Ларионова, 1979). Однако размноже-
ние таких форм естественным путем невоз-
можно вследствие гаметофитной несовмести-
мости и отсутствия зародыша (Третьякова, 
1990, Третьякова и др., 2004). 

Для изучения репродуктивного процесса 
кедра сибирского и сохранения его уникаль-
ных форм наиболее перспективным направ-
лением является проведение экспериментов 
по контролируемому опылению и получе-
нию хозяйственно-ценных гибридов, которые 
можно размножать ex situ и современными 
инновационными методами биотехнологии в 
культуре in vitro через соматический эмбрио-
генез. 

Соматический эмбриогенез, открытый 
26 лет назад у Picea glauca (Hakman et al., 
1985), является асексуальным способом ми-
кроклонального размножения, основанным 
на тотипотентности растительных клеток 
(Бутенко, 1964). В настоящее время этот фе-
номен не только используется как модель для 
исследования процессов морфогенеза (тоти-
потентность, детерминация, дифференциров-
ка) растительных клеток, физиологических и 
молекулярно-генетических процессов, но и 
позволяет получить генетически однородный 
селекционный материал улучшенных форм 
и проводить их массовое тиражирование. К 
настоящему времени эмбриогенный каллус 
и соматические зародыши были индуцирова-
ны у 16 видов рода Pinus и у более полови-
ны из них получены растения-регенеранты 
(Klimaszewska, Cyr, 2002). В качестве ис-
точника соматических клеток для индукции 
соматического эмбриогенеза использовали 
мегагаметофиты и незрелые зародыши на 
разных стадиях развития. Было выявлено, 

что компетентность эксплантов при введении 
их в культуру оказалась наиболее высокой на 
посткливажной стадии развития зародыша 
(культура мегагаметофитов) и предсемядоль-
ной стадии развития (культура зародышей) 
(Lelu et al., 1994; Klimaszewska et al., 2001; и 
др.). Частота инициации соматического эм-
бриогенеза у большинства изученных видов 
рода Рinus сильно варьировала. Так, у P. taeda 
она колебалась от 2 (Becwar et al., 1990) до 
25 % (MacKay et al., 2006), у P. strobes – от 52,9 
(Finer et al., 1989) до 76 % (Klimaszewska et al., 
2001), у P. pinea – от 0,5 до 7,2 % (Carnerous 
et al., 2009), у P. pinaster в пределах 15  % 
(Bercetche, Pagues, 1995). Выявили, что ини-
циация эмбриогенного каллуса и образование 
соматических зародышей у P. strobus (Carin et 
al., 1998; Klimaszewska et al., 2001), P. monticola 
(Persy et al., 2000), P. taeda (MacKay et al., 
2006), P. sylvestris (Nikanen, 2004; Lelu-Walter 
et al., 2008), P. pinea (Klimaszewska et al., 2009) 
происходит под генетическим контролем. 
При этом было показано, что у P. sylvestris ги-
бридизация положительно влияет на частоту 
инициации эмбриогенного каллуса. У гибри-
дов, полученных при скрещивании геноти-
пов, экспланты которых в культуре in vitro 
образуют соматические зародыши, частота 
инициации эмбриогенного каллуса значи-
тельно выше, чем у негибридных эксплантов 
(Lelu-Walter et al., 2008). 

Первые результаты по индукции сома-
тического эмбриогенеза из мегагаметофитов 
и изолированных незрелых зиготических за-
родышей у кедра сибирского были получены 
нами в 2009 г. При этом было выявлено, что 
процесс инициации каллуса шел у 58 % экс-
плантов (Третьякова, Ижболдина, 2009).

Целью настоящего исследования явля-
лась индукция эмбриогенного каллуса из за-
родышей гибридных семян кедра сибирского 
и сравнение эмбриогенной компетентности 
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семян «отцовских» и «материнских» дере-
вьев, участвовавших в экспериментах по кон-
тролируемому опылению. 

Материалы и методы
Объекты исследований 

Объектом исследования служили кло-
ны кедра сибирского, произрастающие на 
прививочной плантации Западно-Саянского 
опытного лесного хозяйства (ОЛХ). Клоновая 
прививочная плантация располагается на тер-
ритории ОЛХ Даурского лесничества вблизи 
пос. Ермаковское (53°16`с.ш. и 92°23` в.д., вы-
сота над уровнем моря 300-320 м). Плантация 
занимает площадь 10 га. Каждый клон пред-
ставлен прививками плюсовых деревьев ке-
дра сибирского из естественного древостоя 
Западного Саяна, выделенных Ю.А. Черепов-
ским с сотрудниками, и состоит из 12-15 де-
ревьев (рамет). 

В 2007-2011 гг. на семи высокоурожайных 
14-20-летних клонах (277/22, 275/20, 280/25, 
281/26, 002, 145/4, 153/13) проводили опыты 
по контролируемому опылению. Для опыле-
ния клонов собирали пыльцу с двух деревьев-
акселератов с однолетним циклом развития 
женской шишки (деревья 106 и 107) и шести 
плюсовых деревьев, характеризующихся ста-
бильно высокой семенной продуктивностью 
женских шишек, крупными полиэмбриональ-
ными семенами. Эти деревья произрастали 
в естественном древостое Западного Саяна. 
Возраст деревьев 100-110 лет. Со всех опыт-
ных деревьев, «отцовских» и «материнских» 
(клоны), проводили сбор шишек, полученных 
в результате свободного опыления, а также 
при контролируемом опылении клонов и их 
самоопылении. Гибридные семена были по-
лучены от 49 вариантов контролируемого 
опыления. В табл. 1 приведены варианты кон-

Таблица 1. Варианты контролируемого опыления и сохранность шишек кедра сибирского на клоновой 
плантации Западно-Саянского опытного лесного хозяйства (числитель  – число завязавшихся шишек, 
знаменатель – % сохранившихся шишек от числа завязавшихся)

Клон
Дерево-
опылитель  

275/20 277/22 145/4 153/13 280/25 281/26 002

2006/2007 гг.
106 16/80
492 14/78 24/60
277 2/40

2008/2009 гг.
106 66/94 21/68 13/50 40/56 15/37 4/100
Кш2 55/88 1/10 3/100 27/66 9/43
357 29/10 17/100 8/27
Самоопыление 31/56 6/100 5/25 13/50 9/56

2010/2011 гг.
106 14/47 8/29 12/40 5/41 13/45 17/62 15/45
107 9/56 11/79 5/22 13/76 12/75 5/55 12/67
Кт1 10/83 10/83 7/47 8/61 11/48 10/55 17/80
Кт2 10/67 5/62 24/80 21/95 14/82 7/43 14/82
Самоопыление 13/43 10/58 8/40 10/53 15/68 5/28 12/70
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тролируемого опыления и сохранность опы-
ленных шишек; в разных вариантах получе-
но от 2 до 66 шишек, семена которых были 
использованы в экспериментах по культуре 
ткани.

Растительный материал

В качестве эксплантов для индукции 
каллуса использовали зиготические заро-
дыши на предсемядольной (I декада июля) 
и семядольной (III декада июля  – начало 
августа) стадиях. В культуру вводили 20-50 
зародышей от каждого варианта контроли-
руемого опыления. Мегагаметофиты извле-
кали из семян и стерилизовали гипохлори-
том натрия или раствором йода с 90 %-ным 
спиртом (1:3) с последующим трехкратным 
промыванием в стерильной дистиллирован-
ной воде. В стерильных условиях зароды-
ши извлекали из мегагаметофитов и поме-

щали на питательную среду ½ LV (Becwar 
et al., 1990) с добавлением мезоинозита 
(0,1 г·л-1), L-глютамина (1,0 г·л-1), фитогор-
монов: 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты 
(2,4-Д) (0,5-3 мг·л-1) и 6-бензинаминопурина 
(6-БАП) (0,5-1,0 мг·л-1), сахарозы (30 г·л-1), а 
также агара (7 г·л-1). Кроме того, в 2011 г. по-
сле сбора семена выдерживали в холодиль-
ной камере при температуре 0–2 ºС, в течение 
1-2 месяцев, а в среду вводили аскорбиновую 
кислоту в концентрации 300 мг·л-1. Пролифе-
рация эмбриональной массы шла на той же 
среде с пониженной концентрацией 6-БАП 
(0,25-0,5мг·л-1) и сахарозы (20 г·л-1). Культиви-
рование проводили в темноте при 25°С±1°С. 
Для сравнения интенсивности роста культур 
образующийся каллус взвешивали через 10, 
20, 30 45 и 60 суток. В табл. 2 дано число экс-
плантов (зародышей), у которых шло образо-
вание каллуса.

Таблица 2. Число эксплантов (зародыши семян клонов кедра сибирского), от которых был получен 
каллус

Клон
Дерево-
опылитель  

275/20 277/22 145/4 153/13 280/25 281/26 002

2006/2007 гг.
106 12

492 14 17

277 8

2008/2009 гг.
106 25 8 14 15 16 12

Кш2 21 6 9 10 11

357 11 10 9

Самоопыление 12 4 13 7 8

2010/2011 гг.
106 22 15 19 21 24 31 29

107 14 17 11 16 20 22 15

Кт1 16 12 17 8 16 13 26

Кт2 13 9 11 15 19 14 17

Самоопыление 7 10 14 11 6 8 7
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Цитологический анализ

Для цитологического анализа использо-
вали временные давленые препараты. Окра-
ску проводили сафранином с добавлением 
капли метиленового синего. Просмотр образ-
цов осуществляли на микроскопе «МИКРО-
МЕД-6» (ЛОМО, Россия). Замеры клеток и 
эмбриональных структур делали при помощи 
окуляр-микрометра.

Статистический анализ

Для оценки достоверности различий ис-
пользовали однофакторный дисперсионный 

анализ и t-критерий Стьюдента и критерий 
Фишера (при  p ≤0,05) (Рокицкий, 1973).

Результаты 
Каллусогенез зародышей семян,  
собранных у деревьев  
из естественного древостоя

Морфологический отклик зародышей 
семян, собранных у деревьев кедра сибир-
ского из естественного древостоя, введенных 
в культуру in vitro, был заметен уже на 4-8-е 
сутки и выражался в формировании каллуса в 
области зародышевого корешка (рис. 1а). На 

      
                                                                         

      
 

    
 
Рисунок 1 
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Рис.  1. Образование каллуса из эксплантов зародышей семян кедра сибирского на среде 1/2 LV: А  – 
индукция каллуса в области зародышевого корешка (7-10-е сутки культивирования); Б – образование 
каллуса по всей длине гипокотиля (30-е сутки культивирования); В, Г – пролиферирующие каллусы на 
50-60-е сутки; Д, Е – появление некрозов в каллусе (60-е сутки культивирования)
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30-е сутки культивирования каллусы образо-
вывались по всей длине гипокотиля (рис. 1б). 
Каллусы развивались у значительного боль-
шинства эксплантов (75-80  %), введенных в 
культуру на предсемядольной и семядольной 
стадиях развития зиготического зародыша, 
когда его длина составляла 2 мм (I-III декады 
июля). 

Наблюдения за динамикой роста эмбрио-
генного каллуса на среде 1/2LV показали, что 
процесс инициации каллусообразования у за-
родышей семян, собранных с 15 деревьев ке-
дра сибирского, произрастающих в естествен-
ном древостое, варьировал по активности 
образования каллусной массы. На 28-е сутки 
культивирования (конец стадии инициации) у 
большинства эксплантов масса каллуса коле-
балась от 0,29 до 0,79 г (рис. 2). При пересадке 
каллусов на пролиферационную среду рост 
их продолжался. Через 60 дней культивиро-
вания активный каллусогенез был отмечен у 
эксплантов дерева 358, масса каллуса которо-
го составила 0,98 г. Различия по активности 

каллусогенеза у эксплантов дерева 358 по 
сравнению с другими деревьями-донорами 
являлись статистически значимыми (F=16,87; 
p < 0,05). 

При последующих пересадках прирост 
каллуса у эксплантов из естественного древо-
стоя замедлился и в нем появлялись некроти-
ческие образования (рис. 1д, е). У эксплантов 
трех деревьев  – 277, 257 и 358  – каллусоге-
нез продолжался в течение 7-10 месяцев, по-
сле чего каллусы бурели и отмирали. Таким 
образом, у эксплантов кедра сибирского из 
естественного древостоя формировались не-
эмбриогенные каллусы. 

Каллусогенез у зародышей  семян,  
собранных у клонов 

В 2010 г. на клоновой плантации урожай 
шишек практически отсутствовал. Лишь у 
четырех клонов отмечалось образование ши-
шек, зародыши семян которых были введены 
в культуру in vitro на стадии инициации  и 
развития семядолей (первая – третья декады 
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Рис.  2. Динамика роста каллуса, полученного из эксплантов зародышей семян кедра сибирского из 
естественного древостоя, 2009 г.
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июля). У эксплантов зародышей семян куль-
тивируемых клонов образование каллуса не 
отличалось от вышеописанных каллусов, по-
лученных от деревьев из естественного дре-
востоя. Наиболее активный рост каллуса шел 
у клона 277/22. За 1 месяц инициации масса 
каллуса этого клона составила 1,96 г, а через 
две недели на пролиферационной среде его 
масса увеличилась в 2 раза (рис. 3а). У трех 
других клонов нарастание массы каллуса шло 
значительно слабее и на 60-е сутки культиви-
рования каллусы бурели и некротизировали. 
У клона 277/22 рост каллуса при регулярных 
пересадках продолжался в течение 12 меся-
цев, затем каллус отмирал. Влияние вариан-

та клона на регенерационную способность в 
культуре in vitro являлось статистически зна-
чимым (F=5,5; p < 0,05). 

В 2011 г. в культуру in vitro были введены 
зародыши семян на стадии инициации семя-
долей (первая декада июля), полученных от 
свободноопыленных материнских клонов ке-
дра сибирского. Наблюдения за образованием 
каллусов из эксплантов зародышей показали, 
что формирование их шло слабо. Масса кал-
луса к концу стадии инициации (30-е сутки) 
у эксплантов от разных клонов колебалась от 
0,01 до 0,66 г (рис. 3а). Лишь у клона 153/13 
через 1 месяц культивирования масса каллу-
са составила 0,7 г. На стадию пролиферации 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

277/22 002 145/4 153/13

м
ас
са

, г
р. 20сут.

35сут.
45сут.

 
 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

277/22хсв. 275/20хсв. 280/25хсв 281/26хсв. 002хсв. 145/4хсв. 153/13хсв.

м
ас
са

, г
р.

 

30сут.
45сут.
60сут.

 
Рисунок 3  
 

А 

Б 

Рис. 3. Динамика роста каллуса, полученного из эксплантов зародышей семян клонов кедра сибирского 
(свободное опыление), А – 2010 г., Б – 2011 г.
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вышли только три из семи свободноопылен-
ных клонов (277/22, 002 и 153/13). К концу 
второго пассажа на пролиферационной среде 
каллусы от свободноопыленных эксплантов 
некротизировались. 

Каллусогенез у зародышей  
гибридных семян

В 2007 г. были введены в культуру in 
vitro гибридные зародыши на стадии инициа-
ции семядолей (первая декада июля), полу-
ченные в результате контролируемого опыле-
ния клонов. Рост каллусов гибридных семян, 
полученных в результате опыления клонов 
277/22, 280/25 и 281/26, шел разным темпом 
(рис. 4). Наиболее активный прирост каллус-
ной массы был отмечен у данных клонов в 
вариантах контролируемого опыления с ис-
пользованием пыльцы дерева-акселерата 106. 
После первого пассажа на пролиферационной 
среде каллусы данного варианта распадались 
на кусочки и активно пролиферировали. Фор-
мировался эмбриогенный каллус (рис. 1в, г). 

Масса каллуса, полученного от дерева 106, в 
2 раза превышала массу каллуса «отцовских» 
деревьев из естественного древостоя (рис. 4). 
Положительное влияние пыльцы дерева-
акселерата (106) на регенерационную способ-
ность в культуре in vitro по сравнению с дру-
гими опылителями являлось статистически 
значимым. Оценку влияния проводили для 
клона 277/22 между вариантами опыления 
277/22x106 и 277/22x492.

В 2009-2011 гг. в культуру in vitro были 
введены экспланты зародышей семян, полу-
ченных в результате контролируемого опы-
ления клонов пыльцой деревьев-акселератов 
106 и 107,  трех плюсовых деревьев и само
опыленных клонов.

В 2009 г. каллусогенез у эксплантов 18 
вариантов гибридных семян, зародыши кото-
рых были введены в культуру на стадии раз-
витых семядолей (август), шел слабо по срав-
нению с таковым в 2007 г. К концу периода 
инициации (30-е сутки) масса каллуса у раз-
личных клонов колебалась от 0,07 до 0,38 г. 
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Рис. 4. Динамика роста каллуса из эксплантов зародышей семян клонов кедра сибирского, полученных в 
результате контролируемого опыления на клоновой прививочной плантации, 2007 г.
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Пролиферация происходила лишь у эксплан-
тов, полученных от двух клонов 280/25 и 002, 
опыленных пыльцой плюсового дерева 2кш. 
Слабый каллусогенез наблюдался лишь у 
эксплантов самоопыленных клонов (рис.  5). 
Различия регенерационной способности в 
культуре in vitro для разных вариантов опы-
ления были статистически значимы (F=311,7; 
p < 0,05). Слабый каллусогенез у эксплантов в 
2009 г., вероятно, можно объяснить поздним 
сроком сбора семян и введением зародышей в 
культуру на стадии зрелых семядолей.  

В 2011 г. в культуру in vitro были введены 
экспланты зародышей семян на стадии ини-
циации семядолей (первая декада июля) от 18 
вариантов контролируемого опыления, опы-
ленных пыльцой двух кедров-акселератов 
106 и 107 с однолетним циклом развития и 
пыльцой плюсового дерева 2кт, а также са-
моопыленных клонов. Результаты исследова-
ния показали, что на стадии инициации масса 
каллуса у эксплантов нарастала слабо и коле-
балась от 0,08 (вариант опыления 153/13х107) 

до 0,5-0,6 г (вариант 145/4х1кт, 153/13х1кт, 
153/13х106, 153/13х153/13). Однако при пере-
несении каллусов на среду с пониженным 
содержанием 6-БАП рост каллусов заметно 
увеличился. Так, у варианта контролируемо-
го опыления 277/22х107 на 45-е сутки масса 
каллуса составила 1,74 г, а на 60-е сутки она 
увеличилась до 2,75 г; у варианта 275/20х106 
соответственно 0,81 и 2,9 г и т.д. Наиболее 
активный каллусогенез был выявлен у экс-
плантов, полученных в результате опыления 
клонов пыльцой деревьев-акселератов. В 
2011 г. различия в активности каллусогене-
за при опылении клонов пыльцой деревьев-
акселератов не являлись статистически зна-
чимыми. При дальнейшем культивировании 
каллусогенез шел наиболее интенсивно у кло-
на 153/13, особенно в варианте контролируе-
мого опыления 153/13х107 (дерева-акселерата) 
(рис. 6). Каллусы данного варианта приобрели 
рыхлую структуру, характерную для эмбрио-
генной ткани, и в них происходило активное 
образование эмбриогенной массы (ЭМ). 
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Рис. 5. Динамика роста каллуса, полученного из эксплантов зародышей семян клонов кедра сибирского в 
результате контролируемого опыления на клоновой прививочной плантации, 2009 г.
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Экспланты от самоопыленных клонов, 
введенные в культуру, характеризовались 
слабым каллусообразованием. К концу ста-
дии инициации масса каллуса у зародышей 
самоопыленных клонов составила всего 0,1 г, 
за исключением клона 153/13, у которого мас-
са каллуса самоопыленного варианта к этому 
сроку увеличилась до 0,5 г. Следует отметить, 
что только у этого клона в каллусе наблюда-
лось формирование ЭМ. Каллусы остальных 
пяти самоопыленных клонов некротизирова-
лись после первого же пассажа стадии проли-
ферации. 

Таким образом, контролируемое опы-
ление клонов кедра сибирского на клоновой 
прививочной плантации положительно ска-
залось на росте каллусных культур. Наиболее 
высокие показатели роста каллуса были от-
мечены в вариантах контролируемого опыле-
ния клонов 002 и 153/13, опыленных пыльцой 
кедров-акселератов, но данные различия не 
являлись статистически значимыми.

Цитогистологическое исследование  
образования каллуса  
и соматических зародышей 

Цитологические исследования показали, 
что на 20-й день культивирования все сома-
тические клетки растягивались до 200-300 
мкм (рис.  7а). Удлиненные клетки каллуса 
оставались без изменения до конца инициа-
ции. При пересадке каллусов на пролифера-
ционную среду у отдельных клонов 277/22 и 
153/13 (2007, 2011 г.) и 002 (2011 г.), опыленных 
пыльцой деревьев кедров-акселератов, удли-
ненные клетки претерпевали асимметричное 
деление и формировали маленькую клетку – 
эмбриональную инициаль – и длинную клет-
ку – эмбриональную трубку. Оба типа клеток 
активно делились: из инициальных клеток 
образовывались глобулы соматических за-
родышей, а из эмбриональных трубок фор-
мировались сложные вытянутые структуры 
с множественными перегородками (рис.  7б, 
в). Каждая глобула окружалась множествен-
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Рис. 6. Динамика роста каллуса кедра сибирского, полученного из эксплантов зародышей семян клонов 
кедра сибирского в результате контролируемого опыления на клоновой прививочной плантации, 2011 г.
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ными эмбриональными трубками. Форми-
ровалась ЭМ, которая состояла из глобул 
соматических зародышей и эмбриогенных 
трубок  – суспензоров. Эмбриональные гло-
булы подвергались кливажу (рис.  7г). На 
50-60-е сутки культивирования (1-й месяц 
пролиферации) в единичных каллусах воз-

никали торпедообразные соматические заро-
дыши (рис. 7д). 

Таким образом, цитогистологическое 
исследование показало, что активное обра-
зование эмбрионально-суспензорной массы 
и формирование в ней соматических зароды-
шей наблюдалось лишь в варианте контро-
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Рис.  7. Формирование соматических зародышей: А  – удлинение соматических клеток гипокотиля; 
Б – эмбриональная трубка с перегородками; В – глобула соматического зародыша с эмбриональными 
трубками  на дистальном конце; Г  – кливаж соматических зародышей на стадии глобулы; Д  – 
торпедообразные соматические зародыши
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лируемого опыления клонов пыльцой кедра-
акселерата. 

Обсуждение

Эмбриогенный каллус и соматические 
зародыши были индуцированы зарубежны-
ми учеными у 16 видов сосен: P. sylvestris, 
P. pinaster (Lelu et al., 1999, 2008; Nikanen et 
al., 2004; Park et al., 2006), P. strobus (Garin 
et al., 1998; Park et al., 2006) и P. banksiana 
(Park et al., 1993, 1998, 2006), P. caribae (Laine, 
David, 1990), P. radiata (Smith, 1996), P. nigra 
(Salajova et al., 1999), P. roxburghii (Arya et al., 
2000), P. monticola (Persy et al., 2000), P. pinea 
(Carnerous et al., 2009), P. taeda (Вercwar et al., 
1990; MacKay et al., 2006) и др. Частота ини-
циации эмбриогенного каллуса зависела от 
дерева-донора, стадии введения экспланта в 
культуру, состава питательной среды, введе-
ния в среду гормонов, желирующих агентов и 
других факторов (Park et al., 2006). При этом 
на средах с ауксинами и цитокининами ча-
стота регенерации эмбриогенного каллуса у 
разных видов Pinus колебалась от 2 до 76 % 
(Вercwar et al., 1990; Klimaszewska et al., 2001; 
MacKay et al., 2006; Сarneros et al., 2009). 

У кедра сибирского инициация каллуса 
на среде ½ LV шла у 75-80 % зародышей от 
деревьев, произрастающих в естественном 
древостое, на клоновой плантации и под-
вергнутых контролируемому опылению. 
Процесс каллусогенеза опытных вариантов 
в культуре in vitro осуществлялся разными 
темпами. Наиболее интенсивное образование 
каллуса было отмечено у зародышей, полу-
ченных в разных вариантах контролируемого 
опыления у трех клонов: 277/22, 002 и 153/13. 
Однако полученные каллусы имели, как пра-
вило, плотную матовую структуру в течение 
6-10 месяцев культивирования и затем под-
вергались некрозу. Формирование каллусов 
с рыхлой белой структурой было обнаружено 

у зародышей семян, введенных в культуру от 
двух клонов (002 и 153/13), опыленных пыль-
цой деревьев-акселератов. Данные каллусы 
образовывались в области между корневым 
чехликом и стелой гипокотиля, активно рос-
ли, и в них происходило формирование про-
лиферирующей ЭМ. 

Известно, что образование ЭК и сомати-
ческих зародышей у видов хвойных идет под 
строгим генетическим контролем (Pullman, 
2007; Carneros et al., 2007). Зародыши семян 
только единичных деревьев-доноров ока-
зались способными образовывать эмбрио-
генный каллус и соматические зародыши 
(Klimaszewska et al., 2009; Lelu-Walter et al., 
2008; Tretyakova, Barsukova, 2010). Генетиче-
ский контроль инициации соматического эм-
бриогенеза был выявлен у Picea glauca (Park et 
al., 1993), Pinus sylvestris (Niskanen et al., 2004; 
Lelu-Walter et al., 2008), Pinus taeda (MakKay, 
2006). Опыты по контролируемому опылению 
P. sylvestris, где в качестве родительских осо-
бей были использованы материнские и отцов-
ские деревья с разным откликом их эксплан-
тов на соматический эмбриогенез, показали 
влияние материнского эффекта на индукцию 
соматического эмбриогенеза. Эмбриогенные 
линии и соматический эмбриогенез были по-
лучены только для деревьев, используемых в 
контролируемом опылении как материнские. 
При самоопылении данных деревьев наблю-
далась либо только инициация соматического 
эмбриогенеза, а образование сеянцев не про-
исходило (Nikanen et al., 2004), или данный 
процесс успешно завершался с образованием 
соматических сеянцев, рост которых не отли-
чался от вариантов с перекрестным опылени-
ем. 

У кедра сибирского каллусогенез шел 
у значительного большинства эксплантов. 
Однако у зародышей семян, полученных от 
самоопыленных клонов, рост каллуса был 
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очень слабым или образования каллуса во-
обще не происходило. Эмбриогенный каллус 
и образование соматических зародышей было 
обнаружено только у двух клонов, опылен-
ных пыльцой деревьев-акселератов. Данные 
клоны обладали высоким репродуктивным 
потенциалом. Вероятно, что у кедра сибир-
ского образование соматических зародышей 
обусловлено генотипом дерева.

Образование ЭМ и развитие в ней сомати-
ческих зародышей у кедра сибирского в основ-
ном шло по схеме, описанной для других ви-
дов хвойных (von Arnold, Hakman, 1988; Lelu 
et al., 1994; Klimaszewska et al., 2001; Stasolla, 
Yeung, 2003; Lelu-Walter, Pagues, 2009). Сома-
тические зародыши проходили фазы инициа-
ции и пролиферации. Прежде всего запуск со-
матического эмбриогенеза кедра сибирского, 
как и у других видов хвойных, происходит в 
результате асимметричного деления сомати-
ческих клеток гипокотиля, которое вызвано 
действием ауксина (2,4-Д) и цитокинина (6-
БАП) (von Arnold, Наkman, 1988; Stasolla et 
al., 2003; Белоруссова, Третьякова, 2008). Точ-
но такое же асимметричное деление лежит 
в основе зиготического эмбриогенеза всех 
видов растений (Батыгина, 1999). Известно, 
что асимметричное деление заложено уже в 
первом делении зиготы, которое приводит к 
образованию двух неравных клеток: малень-
кой терминальной, которая дает начало заро-
дышу, и большой базальной клетке, дающей 
начало клетке трубки и суспензору. При этом 
полярность, заложенная в зиготе, в результа-
те ее деления поддерживается и передается 
дочерним клеткам. Не исключено, что асим-
метричное деление и полярность являются 
основными критериями, определяющими 
переход клеток на путь эмбриогенеза: сома-
тического или зиготического. 

У кедра сибирского эмбриональные ини-
циали подвергались многочисленным деле-

ниям и формировали глобулы соматических 
зародышей, окруженные суспензорами, со-
стоящими из клеток-трубок. На глобуляр-
ной стадии развития образования сомати-
ческих зародышей идет активный кливаж. 
Далее глобулы соматических зародышей 
кедра сибирского превращались в торпедо
образные структуры. Эмбриогенные каллусы 
активно росли. 

Феномен кливажной полиэмбрионии 
ярко выражен у сосен, в том числе у кедра си-
бирского. У последнего эмбриональные ини-
циали зародыша, полученные от одной опло-
дотворенной яйцеклетки, распадаются на 
четыре идентичных эмбриональных едини-
цы, каждая из которых дает начало четырем 
зародышам-близнецам (Третьякова, 1990). 
Кроме того, у кедра сибирского встречаются 
деревья с высокой степенью полиэмбрионии. 
У таких деревьев наблюдается заложение че-
тырех архегониев (в норме 2-3) и их оплодо
творение. Из каждой оплодотворенной яйце-
клетки данных деревьев в результате кливажа 
образуется четыре глобулярных зародыша. 
Таким образом, в зародышевом канале одной 
семяпочки у кедра сибирского могут разви-
ваться 12-16 зародышей (Третьякова, 1990). 
Можно предположить, что в клетках сосен 
архивировано наличие кливажа, который в 
силу тотипотентности клеток реализуется в 
культуре in vitro в пролиферирующую эмбри-
ональную массу путем активного деления и 
растяжения эмбриональных клеток (глобул) и 
эмбриональных трубок под действием гормо-
нов. Следует отметить, что деревья с высокой 
степенью полиэмбрионии имеют крупные 
семена и многочисленные крупные шишки, 
т.е. такие деревья имеют высокий репродук-
тивный потенциал. Можно предположить, 
что экспланты таких деревьев могут служить 
кандидатами в качестве материала для полу-
чения соматических зародышей и растений.
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Заключение

В результате культивирования кедра 
сибирского в культуре in vitro впервые были 
получены эмбриогенный каллус и соматиче-
ские зародыши из незрелых половых зароды-
шей гибридных семян, опыленных пыльцой 
кедров-акселератов. Успех получения сома-
тических зародышей был связан с генотипом 
клона. Следовательно, для инициации эмбри-
огенного каллуса и получения соматических 
зародышей необходимо проведение прежде 
всего отбора генотипов, обладающих повы-
шенной способностью к регенерации. Не ис-
ключено, что такими генотипами являются 
деревья с высоким репродуктивным потен-

циалом, как это было показано нами для 
видов лиственницы (Третьякова и др., 2011). 
При этом наиболее перспективным направ-
лением считаем проведение работ по гибри-
дизации с использованием пыльцы кедров-
акселератов с однолетним циклом развития 
женских шишек. Проведение работ по вве-
дению гибридных зародышей в культуру in 
vitro, получение из них эмбриогенного кал-
луса, соматических зародышей и растений-
регенерантов будут способствовать полу-
чению высокопродуктивных чистых линий 
у сосны сибирской, из которых будут по-
лучены сеянцы для создания орехоплодных 
плантаций данного вида.
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Formation of Callus and Induction  
of Somatic Embryos in vitro  
Culture in Pinus sibirica du Tour
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In culture in vitro nonembriogenic callus was inducted from immature zygotic embryos of seeds of 
Siberian pine trees (Pinus sibirica), growing in natural stands of West Sayan and in a clonal plantation. 
The active callus development goes in explants hybrid seeds, getting as results of control pollination 
of clones by pollen of Siberian pine trees with annual cycle development of female cones. Cytological 
study shows that the strong elongation in hypocotyl cells goes at the stage of callus induction. Only 
explants of embryo seeds of some clones, which were pollination of pollen trees-accelerate reached 
the stage of proliferation and formed embrygenic mass. Globules of somatic embryos and embryonal 
tubes are developed from embryonal initiales. 

Keywords: Siberian pine, pollen of annual cedar, zygotic embryos, hybrid embryos, callus, 
embryogenic mass, somatic embryos.


