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В обзоре представлена информация об особенностях селекции и селекционного 
семеноводства сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.) как одного из наиболее 
хозяйственно ценных древесных видов Евразии. Соматический эмбриогенез – 
перспективный биотехнологический метод, позволяющий массово размножать 
ценные особи, полученные в процессе реализации селекционных программ. 
На примере разных представителей рода Pinus описаны основные этапы сомати-
ческого эмбриогенеза. Рассмотрено влияние условий и срока культивирования 
на эффективность соматического эмбриогенеза и последующее развитие сомати-
ческих зародышей в растения-регенеранты. Особое внимание уделено рассмотре-
нию особенностей роста и физиологии клонов сосны в полевых условиях.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Pinus sylvestris; плюсовая селекция; лесосеменные планта-
ции; генетическая оценка; полевые испытания; соматические зародыши; условия 
культивирования.

E. V. Novichonok, N. A. Galibina, B. V. Raevsky, M. A. Ershova. SOMATIC 
EMBRYOGENESIS IN SCOTS PINE: STATE OF KNOWLEDGE, AND 
PROSPECTIVE APPLICATIONS IN FORESTRY

This review provides information on the approaches to selection and seed-orchard 
breeding of Scots pine (Pinus sylvestris L.) as a key commercial tree species in Eurasia. 
Somatic embryogenesis is an emerging biotechnique allowing for mass propagation 
of valuable specimens obtained through implementation of selection programs. The main 
stages of somatic embryogenesis are described for different species of the genus Pinus. 
The influence of the conditions and duration of cultivation on the performance of somatic 
embryogenesis and the subsequent transformation of somatic embryos into plants are 
considered. Special focus is on the growth and physiology of pine clones in the field.

K e y w o r d s: Pinus sylvestris; plus tree selection; seed orchards; genetic assessment; 
field testing; somatic embryos; culture conditions.
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Введение

Сосна обыкновенная является одним 
из ключевых видов лесных экосистем бореаль-
ной зоны Евразии и одной из наиболее хозяй-
ственно ценных древесных пород мира. Ее дре-
весина широко востребована, особенно в стра-
нах Северной Европы [Durrant et al., 2016]. 
Сосновые леса занимают 64,5 % всей покрытой 
лесом площади Республики Карелия и играют 
важнейшую эколого-экономическую роль в ре-
гиональном масштабе [Ананьев, Сорока, 2009].

Система селекционного семеноводства ос-
новных лесообразующих пород, базирующаяся 
на современных достижениях биотехнологии, 
лесной генетики и плюсовой селекции, пред-
ставляет собой наиболее наукоемкое и высоко-
технологическое направление лесного хозяйст-
ва [Указания…, 2000; Jansson et al., 2017]. В на-
стоящее время для размножения и селекции 
сосны обыкновенной наряду с традиционными 
начинают применять и биотехнологические 
методы, которые позволяют наиболее полно 
реализовать потенциал размножения данного 
растительного организма [Aronen et al., 2009; 
Третьякова, 2013; Thompson, 2014]. Одним 
из перспективных методов в лесной биотехно-
логии, позволяющим ускоренно получать поса-
дочный материал основных лесообразующих 
пород, является соматический эмбриогенез 
(СЭ).

СЭ – вегетативный способ массового раз-
множения растений, основанный на присущей 
клеткам растений тотипотентности и способно-
сти к регенерации, т. е. восстановлению цело-
го организма из его части. СЭ включает четыре 
этапа: (1) инициация – клетки экспланта де-
дифференцируются и превращаются в эмбри-
ональные; (2) пролиферация – формирование 
соматических эмбриоидов из эмбриональных 
клеток; (3) созревание – рост и развитие сома-
тических зародышей и (4) прорастание сомати-
ческих зародышей.

Возможность получения растений путем 
СЭ для Pinus sylvestris была впервые показана 
K. Keinonen-Mettälä с коллегами [1996]. Несмо-
тря на то что для сосны обыкновенной разра-
ботаны подробные протоколы для введения 
в культуру и получения соматических клонов 
[Park et al., 2006, 2016; Lelu-Walter et al., 2008; 
Abrahamsson et al., 2018], она, по сравнению 
с другими представителями рода Pinus, остает-
ся трудным для размножения путем СЭ видом. 
К настоящему моменту соматические зароды-
ши или растения-регенеранты получены для 34 
видов рода Pinus [Шуклина, Третьякова, 2019]. 
Несмотря на активные исследования в этом 

направлении, как в России (группа исследова-
телей под руководством профессора И. Н. Тре-
тьяковой, Институт леса СО РАН, Красноярск), 
так и за рубежом (T. Aronen, H. Häggman, 
K. Niemiс коллегами, Finnish Forest Research In-
stitute, Finland; M.-A. Lelu-Walter, INRA, France), 
оптимизация протоколов получения соматиче-
ских зародышей для сосны обыкновенной до 
сих пор актуальна.

В настоящей работе обобщена информация 
об особенностях селекции и семеноводства 
сосны обыкновенной, особое внимание уделе-
но описанию соматического эмбриогенеза как 
перспективного биотехнологического метода 
ускоренного получения посадочного  материала.

Создание лесосеменных плантаций

Система плюсовой селекции основных ле-
сообразующих видов, в том числе сосны обык-
новенной, практикуется на территории России 
с конца 60-х годов ХХ века [Раевский и др., 
2018]. К традиционным способам массового 
получения ценных по наследственным свойст-
вам семян лесных растений относят создание 
лесосеменных плантаций (ЛСП). В зависимо-
сти от этапа селекции ЛСП делятся на катего-
рии [Указания…, 2000].

ЛСП первого порядка (ЛСП I) – это планта-
ции, создаваемые вегетативным или семенным 
материалом от плюсовых деревьев, отобран-
ных по фенотипическим признакам и не про-
шедших генетическую оценку по семенному по-
томству в испытательных культурах.

Генетическую ценность плюсовых деревьев 
и лучших деревьев ЛСП I определяют по общей 
(ОКС) или специфической (СКС) комбинацион-
ной способности. ОКС представляет собой ве-
личину превышения показателя исследуемого 
признака над контролем у семенного потомст-
ва, полученного от свободного опыления луч-
ших деревьев. СКС рассчитывается как величи-
на превышения целевого показателя у потом-
ства, полученного от конкретной комбинации 
контролируемого скрещивания с определен-
ным партнером того же или другого вида [Ука-
зания…, 2000]. Согласно Правилам создания 
и выделения объектов лесного семеноводства, 
утвержденным приказом Минприроды России 
от 20.10.2015, оценка семенных потомств в ис-
пытательных культурах включает несколько эта-
пов. Предварительная оценка осуществляется 
по достижении потомствами половины II класса 
возраста (для сосны 21–40 лет), а окончатель-
ная оценка – в возрасте потомств не менее ½ 
возраста рубки в зависимости от класса бони-
тета (для сосны 80–100 лет). Деревья, облада-
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ющие высокой комбинационной способностью, 
выделяют в качестве элитных.

ЛСП повышенной генетической ценно-
сти (ЛСП I,5) – это плантации, создаваемые 
по результатам предварительной генетической 
оценки (не менее 5–7 лет) потомств лучших де-
ревьев ЛСП I с учетом данных по репродуктив-
ной способности материнских клонов. Их со-
здают в качестве промежуточного этапа между 
ЛСП I и II порядков в целях сохранения непре-
рывности селекционного процесса и исполь-
зования первичного селекционного эффекта 
в практических целях.

ЛСП второго порядка (ЛСП II) – планта-
ции, создаваемые вегетативным потомством 
элитных деревьев, обладающих высокой ОКС 
по результатам окончательной оценки в испы-
тательных культурах. Считается, что ЛСП II по-
зволяют повысить продуктивность искусствен-
ных насаждений на 20–30 % за счет высокого 
коэффициента наследуемости.

ЛСП третьего порядка (ЛСП III) – планта-
ции, материалом для создания которых служат 
родительские пары элитных деревьев, облада-
ющих высокой СКС. Семена, полученные с та-
ких плантаций, можно назвать суперэлитными.

Семена лесных растений в зависимости 
от наследственных свойств подразделяют 
на категории: нормальные, улучшенные и сор-
товые. Согласно европейской терминологии 
семена, заготовленные с деревьев в насажде-
ниях (в том числе на лесосеках), относят к нор-
мальной селекционной категории (Source-iden-
tified); на ЛСП I – к улучшенной селекционной 
категории (Qualified); на ЛСП I,5 и II порядка – 
к сортовым (Tested).

Создание прививочных лесосеменных 
плантаций в Скандинавии и Финляндии нача-
лось с конца 1940-х годов. В настоящее время 
в Швеции создаются ЛСП III, в Финляндии – 
I,5 порядка [Jansson et al., 2017]. Основными 
объектами селекционных программ в Швеции 
и Финляндии являются Pinus sylvestris и Pi‑
cea abies. Доля саженцев, выращенных из се-
мян ЛСП, в Финляндии составляет для сосны 
обыкновенной свыше 60 %, для ели европей-
ской – от 20 до 70 % в зависимости от колеба-
ния урожайности семян; в Швеции – 95 и 67 % 
соответственно [Jansson et al., 2017]. Много-
летние наблюдения при проведении полевых 
испытаний позволили выбрать наиболее эф-
фективный период их проведения, когда на-
следуемые черты интересующих признаков 
проявляются в полной мере [Review…, 2011]. 
Имеющийся опыт показывает, что измерения 
можно проводить в возрасте, составляющем 
~ 20 % от возраста рубки главного пользования 

(80–100 лет). Подобный подход к испытатель-
ным культурам сокращает общий срок генети-
ческой оценки до 16–20 лет.

Оценки, приведенные для Финляндии 
и Швеции, показывают, что использование 
саженцев Pinus sylvestris и Picea abies, выра-
щенных из семян с ЛСП I, может дать увеличе-
ние производительности насаждения (м3/га) 
до 10 %, а из семян с ЛСП III – до 25 %. Ис-
пользование генетически улучшенного мате-
риала может привести к сокращению оборо-
та рубки на срок до 25 лет для Pinus sylvestris 
и на 5–10 лет для Picea abies. Таким образом, 
использование генетически улучшенного мате-
риала приводит к увеличению скорости роста 
деревьев при относительно низких объемах ин-
вестиций [Simonssen et al., 2010]. Внутренняя 
норма прибыли при этом составляет 5,2–8,3 
и 4,6–8,9 % для Pinus sylvestris и Picea abies 
соответственно [Jansson, 2007; Kvaalen, 2010; 
Simonssen et al., 2010; Ahtikoski et al., 2013; Haa-
panen et al., 2016, цит. по: Jansson et al., 2017].

В Карелии в последней четверти ХХ века при 
реализации системы плюсовой селекции ос-
новных лесообразующих видов (сосны обык-
новенной и ели финской) были созданы 6 при-
вивочных ЛСП I общей площадью около 454 га, 
в том числе сосны обыкновенной – 365 га [Иль-
инов, Раевский, 2015]. В настоящее время на-
зрел переход к ЛСП I,5 и II порядка, которые 
должны стать источником существенно улуч-
шенных генетически семян [Раевский и др., 
2018]. Однако, как уже было сказано выше, со-
гласно действующим нормативно-правовым 
документам, общий срок генетической оценки 
плюсовых деревьев с ЛСП I очень велик и со-
ставляет в среднем 40–50 лет, что делает не-
возможным его практическое выполнение.

Существенно ускорить генетико-селекци-
онные исследования и увеличить количество 
посадочного материала, получаемого в про-
цессе селекционной работы, возможно с при-
влечением современного биотехнологического 
метода – СЭ [Aronen, 2009; Thompson, 2014]. 
Подобный подход актуален для медленно рас-
тущих хвойных древесных видов, в частности 
для сосны обыкновенной, которая в отличие 
от других хвойных не поддается вегетативному 
размножению укорененными черенками.

Основные этапы соматического 
эмбриогенеза

Инициация эмбриогенных культур

Инициация, первый этап СЭ, – введение 
в культуру эксплантов (зародышей из семян) 
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и формирование эмбриогенного каллуса. У ви-
дов рода Pinus в качестве эксплантов обычно 
используют незрелые зиготические зародыши 
до стадии дифференцировки семядолей, при 
этом используют либо целые мегагаметофиты, 
либо изолированные зародыши [Abrahamsson 
et al., 2018]. Низкая частота инициации эм-
бриогенной культуры, характерная для Pinus 
sylvestris [Lelu-Walter et al., 2016], остается од-
ной из центральных проблем, не позволяющих 
использовать СЭ для массового размноже-
ния этого вида. Значения данного показателя 
варьируют от 0,2 до 42 % [Krakau et al., 2013] 
и сильно зависят от стадии развития зиготиче-
ского зародыша и генотипа деревьев-доноров 
[Häggman et al., 1999; Lelu et al., 1999; Park et al., 
2006; Lelu-Walter et al., 2008; Aronen et al., 2009; 
Krakau et al., 2013]. Считается, что у Pinus syl‑
vestris инициация соматического эмбриогенеза 
возможна только из изолированных незрелых 
зародышей [Keinonen-Mettälä et al., 1996; Park 
et al., 2006; Lelu-Walter et al., 2008; Abrahamsson 
et al., 2018]. При этом ведущее влияние оказы-
вает генотип материнского растения [Niskanen 
et al., 2004]. Отмечается, что существуют ге-
нотипы, не поддающиеся введению в культу-
ру и не формирующие эмбриогенного каллуса 
[Aronen et al., 2009].

После сбора шишек либо зародыши сразу 
вводятся в культуру in vitro, либо шишки могут 
храниться при низкой положительной темпе-
ратуре (+3…+5 °C) как минимум 40 суток без 
потери способности зародышей формировать 
эмбриогенный каллус [Häggman et al., 1999; 
Park, 2002]. При этом хранение шишек может 
положительно влиять на процесс СЭ. Показа-
но увеличение частоты инициации СЭ и коли-
чества соматических эмбрионов при хранении 
шишек в течение 1–2 месяцев при температуре 
4 °С [Montalbán et al., 2015]. Хранение шишек 
в течение длительного времени (более 2 ме-
сяцев) и при более низкой температуре (–3 °С) 
приводит к снижению частоты инициации [Park, 
2002; Montalbán et al., 2015].

Для инициации СЭ хвойных, в том числе ви-
дов рода Pinus, используют базовые среды – LM 
[Litvay et al., 1985], MS [Murashige, Skoog, 1962] 
и DCR [Gupta, Durzan, 1985; Montalbán et al., 
2016; Abrahamsson et al., 2018; Bonga et al., 
2018]. Обычно на стадии инициации в среду 
в качестве регуляторов роста добавляют аук-
сины (2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота, 
2,4-D) и цитокинины (6-бензиладенин, BA). 
Проблема низкой частоты инициации может 
быть решена путем модификации состава ис-
пользуемых сред и условий культивирования. 
Снижение концентрации ауксинов и цитокини-

нов (2,2 вместо 9,5 µМ для 2,4-D и 2,2 вместо 
4,5 µМ для BA) в среде привело к увеличению 
частоты инициации Pinus sylvestris [Lelu-Walter 
et al., 2008]. M.-A. Lelu с коллегами [1999] вы-
явили, что для определенных генотипов Pinus 
sylvestris для инициации СЭ лучше подходит 
среда без регуляторов роста. Park с соавтора-
ми [2006] показали увеличение частоты ини-
циации эмбриогенных культур Pinus banksiana 
при добавлении в среду форхлорфенурона 
(CPPU, сильнодействующий цитокинин) вме-
сто 2,4-D и BA. Однако положительного влия-
ния CPPU на инициацию эмбриогенных культур 
Pinus sylvestris отмечено не было [Park et al.,  
2006].

Условия окружающей среды (температу-
ра и доступность воды) существенно влияют 
на успешность инициации [Montalbán et al., 
2016]. При этом влияние факторов среды опре-
деляется видовыми особенностями. Для Pinus 
halapensis максимальная частота инициации 
отмечалась при температуре 23 °С [Pereira 
et al., 2016], для Pinus radiate – при температу-
ре 18 °С [García-Mendiguren et al., 2016]. Более 
низкая доступность воды (более высокая кон-
центрация геллановой камеди в среде, 4 г · л-1) 
приводит к увеличению частоты инициации 
у Pinus radiate и Pinus halapensis [García-Men-
diguren et al., 2016; Pereira et al., 2016]. В то же 
время M. R. Becwar с коллегами [1995] для 
многих видов рода Pinus отмечают противопо-
ложное влияние геллановой камеди на частоту 
инициации.

Показателем успешной инициации служит 
формирование белого или прозрачного волок-
нистого эмбриогенного каллуса, состоящего 
из отдельных клеток, клеточных скоплений или 
даже ранних соматических зародышей [Шукли-
на, Третьякова, 2019].

Пролиферация эмбриогенных культур

После инициации эмбриогенные культуры, 
состоящие из глобулярных зародышей и су-
спензоров (эмбрионально-суспензорная мас-
са), перемещают на среду пролиферации или 
среду поддержания. Эмбриогенные культуры 
видов рода Pinus можно поддерживать в проли-
ферирующем состоянии на твердой, полутвер-
дой (гелеобразной) или в жидкой среде в виде 
суспензионных культур [Becwar, Pullman, 2015]. 
При этом необходимы пересадки пролифери-
рующих культур каждые 12–21 сутки. Однако 
при длительном субкультивировании отме-
чается снижение эмбриогенного потенциала 
[Becwar, Pullman, 2015; Шуклина, Третьякова, 
2019].
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Скорость пролиферации, число и качество 
формирующихся в дальнейшем соматических 
зародышей зависит от состава среды и типа 
культивирования. Для Pinus sylvestris было по-
казано влияние состава пролиферационной 
среды на морфологию эмбрионов [Keino nen-
Mettälä et al., 1996]. Хорошо развитые сома-
тические эмбрионы были получены на DCR-
среде, в то время как на DG-среде [Durzan, 
Gupta, 1987] зародыши полностью дегенери-
ровали в течение четырех недель. Aronen с со-
авторами [2009] предложили проводить про-
лиферацию на фильтровальной бумаге. При 
таком способе образуется меньше эмбрионов, 
чем при пролиферации в виде скопления ткани 
на твердой среде, но формируются преимуще-
ственно зародыши «тонкого» типа, для которых 
характерно лучшее созревание и прораста-
ние (см. ниже). Полученные результаты могут 
быть связаны с более равномерным осмоти-
ческим, питательным и энергетическим стату-
сом эмбрионально-суспензорной массы в тон-
ком слое по сравнению со скоплениями ткани 
[Aronen et al., 2009]. M.-A. Lelu-Walter с коллега-
ми [2008] предлагают культивировать культуру 
на фильтровальной бумаге на поверхности по-
лутвердой среды.

K. Niemi с коллегами [1998] показали воз-
можность увеличения скорости пролиферации 
медленно растущих клеточных линий Pinus syl‑
vestris при их культивировании вместе с гриба-
ми-микоризообразователями Laccaria proxima 
и Suillus variegatus. Причина индукции проли-
ферации точно не известна, но может быть свя-
зана с поставкой в среду фитогормонов, в част-
ности ауксинов, которые производят эктомико-
ризные грибы. В то же время культивирование 
быстро пролиферирующих линий вместе с эк-
томикоризными грибами приводило к сниже-
нию скорости роста. Авторы предполагают, что 
использование штаммов грибов, которые по-
казывают положительную реакцию с пролифе-
рирующими культурами, может быть полезным 
при работе на более поздних стадиях процес-
са СЭ (прорастание и укоренение) [Niemi et al., 
1998].

Созревание и прорастание соматических 
зародышей

Созревание соматических зародышей – это 
процесс гистологической дифференциации не-
зрелых (ранних) зародышей, в результате чего 
происходит формирование семядолей, заро-
дышевого корешка и других органов и тканей, 
характерных для зрелого зародыша. Чтобы 
остановить пролиферацию и запустить пере-

ход от глобулярных зародышей эмбрионально-
суспензорной массы к соматическим зароды-
шам, необходимо предварительное культиви-
рование эксплантов на безгормональной среде 
с добавлением активированного угля. Затем 
эмбриогенные культуры переносят на базовые 
питательные среды без ауксинов и цитокини-
нов, но с добавлением абсцизовой кислоты 
(АБК). Важное значение в этом процессе при-
обретает снижение водного потенциала и вы-
сушивание пролиферирующей ткани [Шуклина, 
Третьякова, 2019].

Добавление активированного угля контро-
лирует гормональный баланс и адсорбирует 
нежелательные компоненты [Шуклина, Треть-
якова, 2019]. Покрытие культур сосны обыкно-
венной активированным углем привело к уве-
личению числа соматических зародышей в 2,1 
раза у 24-недельной культуры. На 8-недельную 
культуру эта обработка не оказывала влияния 
[Lelu-Walter et al., 2008]. Высокая концентрация 
геллановой камеди в среде уменьшала доступ-
ность воды и оказывала положительное влия-
ние на созревание соматических зародышей 
Pinus sylvestris [Klimaszewska, Smith, 1997; Lelu 
et al., 1999].

АБК регулирует процессы созревания сома-
тических зародышей как у покрытосеменных, 
так и у голосеменных растений [Rai et al., 2011]. 
Оптимальное время воздействия и концентра-
ции АБК в среде, применяемые для созрева-
ния эмбрионов, у видов рода Pinus значительно 
различаются и должны быть определены опыт-
ным путем [Aronen et al., 2009]. Совместное 
применение АБК и ПЭГ стало обычным мето-
дом стимуляции созревания соматических за-
родышей различных видов хвойных растений 
[Bozhkov, Arnold, 2002].

Было показано положительное влияние вы-
сокого содержания АБК в среде на созревание 
соматических зародышей Pinus sylvestris [Lelu 
et al., 1999; Lelu-Walter et al., 2008; Aronen et al., 
2009]. Сходные результаты были получены 
и для других хвойных. Добавление в среду АБК 
в концентрации 60 µM приводит к увеличению 
числа семядольных соматических зародышей, 
по сравнению с аномальными по строению 
зародышами в культуре Pinus sylvestris [Lelu 
et al., 1999]. Впоследствии зародыши с ано-
мальным строением не прорастали. Частота 
прорастания семядольных соматических заро-
дышей составила 72 % [Lelu et al., 1999]. Вли-
яние концентрации АБК в среде на созревание 
соматических зародышей зависит от концен-
трации сахарозы. При содержании в среде 0,2 
M сахарозы количество зрелых соматических 
зародышей на 30 % выше при 80 µM АБК, чем 
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при 120 µM. Однако при концентрации саха-
розы в среде 0,1 M АБК не оказывает влияние 
на созревание соматических зародышей [Le-
lu-Walter et al., 2008]. Несмотря на важную роль 
АБК в процессе созревания, для сосны обыкно-
венной было отмечено спонтанное созревание 
соматических зародышей на среде без регу-
ляторов роста и дальнейшее их прорастание 
с частотой 40 % [Lelu et al., 1999]. Помимо со-
става среды процесс созревания соматических 
зародышей Pinus sylvestris зависит от возраста 
культуры и генотипа [Lelu-Walter et al., 2008].

На прорастание зародышей и их дальней-
ший рост могут оказывать влияние обработки, 
проводимые во время фазы in vitro и во время 
фазы адаптации ex vitro [Högberg et al., 2001]. 
Для Picea abies показано отрицательное влия-
ние добавления ПЭГ в среду на стадии созре-
вания на прорастание соматических зароды-
шей в дальнейшем, а также на рост зародыше-
вого корня и формирование боковых корней 
в условиях ex vitro [Bozhkov, Arnold, 2002]. Про-
должительность контакта с АБК во время со-
зревания соматического зародыша и продол-
жительность непрерывного освещения в тече-
ние периода адаптации отрицательно влияют 
на выживаемость и рост растений-регенеран-
тов Picea abies [Högberg et al., 2001].

Для Pinus sylvestris этот вопрос практически 
не изучен экспериментально. Результаты, по-
лученные финскими исследователями, не со-
гласуются с данными, полученными для Picea 
abies. Aronen с соавторами [2009] показали 
положительное влияние высокого содержания 
АБК в среде на созревание соматических за-
родышей, их качество, прорастание и выжива-
емость. В среде с высоким содержанием АБК 
формировалось больше зародышей «тонкого» 

типа (рис.). Зародыши «тонкого» типа, по срав-
нению с зародышами «толстого» типа, быстро 
прорастают, их выживаемость в течение перво-
го года значительно выше, в то время как заро-
дыши «толстого» типа развиваются медленно 
и часто не формируют корней. Авторы отмеча-
ют, что контроль качества соматических заро-
дышей, выбранных для прорастания, является 
одним из ключевых факторов, определяющих 
успешность применения метода СЭ для раз-
множения Pinus sylvestris [Aronen et al., 2009]. 
Однако даже хорошо развитые эмбрионы «тон-
кого» типа плохо прорастают, если они долго 
находятся на среде для созревания. Это связа-
но с накоплением этилена в среде, который от-
рицательно влияет на прорастание зародышей, 
и уменьшением количества запасных белков 
[Aronen et al., 2009].

Культивирование вместе с грибом Pisolithus 
tinctorius (Pers.) Coker и Couch способно улуч-
шать прорастание соматических зародышей 
Pinus sylvestris [Niemi, Häggman, 2002]. При 
этом мицелий не находится в непосредствен-
ном контакте с прорастающими зародышами, 
что указывает на связь улучшения прорастания 
с соединениями, синтезируемыми грибами, 
возможно, индолилуксусной кислотой и диа-
минами. Инокуляция с эктомикоризным грибом 
Pisolithus tinctoriusex in vitro улучшает адапта-
цию растений, полученных путем СЭ, хотя фор-
мирование микоризных структур не отмеча-
лось [Niemi, Häggman, 2002].

После прорастания соматические растения 
Pinus sylvestris помещают в сосуды с торфом 
и вермикулитом (в соотношении 1:3) и держат 
2–3 недели в условиях высокой влажности воз-
духа. Затем влажность постепенно снижают 
[Keinonen-Mettälä et al., 1996; Lelu-Walter et al., 

Прорастание зародышей сосны обыкновенной «тонкого» (A) и «толстого» (B) типа на MB5 среде. 
Формирование хорошо развитого корня у зародышей «тонкого» типа и прекращение развития зародышей 
«толстого» типа после переноса прорастающих зародышей на MB6 среду (C) [по: Aronen et al., 2009]
Regeneration of Scots pine plants through somatic embryogenesis. Germination of (A) slim-type and (B) stub-type 
embryos on MB5 tissue culture medium. (C) Formation of well-developed root in the slim embryos and stagnation 
of development of the stub embryos after the transfer of germinating embryos on the MB6 medium [after: Aronen 
et al., 2009]
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2008]. Для растений Pinus sylvestris выжива-
емость через 4 месяца варьировала от 59 до 
84 % [Lelu-Walter et al., 2008]. После акклимати-
зации растения пересаживают в питомник [Le-
lu-Walter et al., 2008].

Криоконсервация

Генетическая оценка клонов в конечном 
итоге может быть дана только путем полевых 
испытаний, на которые требуется минимум 
5–10 лет. После создания эмбриогенных куль-
тур для поддержания высокого пролифераци-
онного потенциала и их способности форми-
ровать эмбрионы требуется периодическое 
субкультивирование. Повторные субкульти-
вирования не только являются трудоемкими, 
но также увеличивают риск потери эмбриоген-
ных культур в результате загрязнения и оши-
бок [Lambardi et al., 2008]. Кроме этого, при 
длительном субкультивировании отмечается 
снижение эмбриогенного потенциала [Becwar, 
Pullman, 2015]. Длительное субкультивиро-
вание, особенно в присутствии регуляторов 
роста, также приводит к генетическим изме-
нениям [Sarmast, 2016]. Для видов рода Pinus 
была отмечена генетическая нестабильность 
в культуре in vitro и показано, что уровень со-
маклональной изменчивости (изменчивость, 
возникающая в культуре клеток) варьирует сре-
ди разных генотипов [O’Brien et al., 1996; Burg 
et al., 2007; Marum et al., 2009].

Решить проблемы, связанные с субкуль-
тивированием и генетической нестабильно-
стью, и поддерживать культуру, способную 
к пролиферации и формированию зародышей, 
на протяжении полевых испытаний позволяет 
криоконсервация. Криоконсервация – хране-
ние материала при очень низкой температуре, 
обычно в жидком азоте при –196 °С – основана 
на уменьшении и последующем прекращении 
метаболической активности клеток [Latutrie, 
Aronen, 2013].

Для видов рода Pinus, в том числе для Pinus 
sylvestris, были разработаны эффективные ме-
тоды криоконсервации [Häggman et al., 1998; 
Lambardi et al., 2008] и показана зависимость 
способности клеточных линий к восстановле-
нию и созреванию от применяемого протокола 
[Ford et al., 2000; Carneros et al., 2017; Lineros 
et al., 2018]. С использованием RAPD-анализа 
показано сохранение генетической стабильно-
сти культур Pinus sylvestris в процессе криокон-
сервации [Häggman et al., 1998]. Возможность 
длительного криосохранения культур и их хоро-
шее восстановление после как минимум 10 лет 
показана при использовании ДМСО в качестве 

криопротектора [Latutrie, Aronen, 2013]. После 
2–10 лет криосохранения от 80 до 93 % линий 
были способны к пролиферации. Однако более 
длительная криоконсервация (в течение 12 лет) 
привела к снижению способных к пролифера-
ции линий до 59 %. При этом время криоконсер-
вации не оказывало влияния на скорость про-
лиферации и способность линий формировать 
зрелые соматические зародыши. Количество 
соматических зародышей на 1 г эмбриональ-
но-суспензорной массы уменьшалось с увели-
чением времени хранения: от 326 шт. · г-1 через 
2 года до 107–111 шт. · г-1 через 9–10 лет. Од-
нако эти различия были недостоверны [Latutrie, 
Aronen, 2013].

Таким образом, криоконсервация позволяет 
восстанавливать растения из генотипов, кото-
рые были отобраны в результате длительных 
клональных и полевых испытаний, и дает воз-
можность массово производить клоны элитных 
линий для использования в лесном хозяйстве.

Полевые испытания клонов, полученных СЭ

Перед тем как использовать СЭ для мас-
сового размножения, необходимо оценить 
рост и развитие клонов в полевых условиях 
и сравнить эти показатели с растениями, по-
лученными из семян. Такая оценка позволит 
охарактеризовать пригодность клонов для по-
тенциального использования в программах ле-
совосстановления.

Работы, посвященные полевым испытани-
ям клонов видов рода Pinus, немногочисленны. 
Для Pinus sylvestris было показано, что после 
шести лет роста в полевых условиях 95 % кло-
нов и 97 % контрольных саженцев, выращенных 
из семян свободного опыления, были живы. Са-
женцы хорошо развивались и имели нормаль-
ный габитус. Через шесть лет контрольные са-
женцы были выше, чем клоны, в трех из четырех 
протестированных семейств. Частично разница 
в высоте может быть объяснена более крупным 
размером контрольных саженцев на момент по-
садки [Aronen, 2016]. Сходные данные получе-
ны для других видов хвойных [Grossnickle, Ma-
jor 1994a; Högberg et al., 2003]. Были показаны 
отличия в скорости роста саженцев разных эм-
бриогенных линий, что обусловлено генотипи-
ческими различиями. Качество зародышей (см. 
раздел «Созревание и прорастание соматиче-
ских зародышей») не оказывало влияния на вы-
соту и диаметр саженцев через 6 лет [Aronen, 
2016]. Однако автор отмечает, что было иссле-
довано очень мало эмбриогенных линий (13 ли-
ний, полученных от 4 деревьев-доноров), и это 
не позволяет делать окончательных выводов.
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Основные различия в скорости роста и про-
изводительности СЭ-растений связаны с меж-
клональной изменчивостью. Так, например, 
для Picea glauca и гибрида ели (Picea glauca 
(Moench) Voss × Picea engelmannii Parry) было 
показано, что растения, полученные путем СЭ, 
имели большую скорость фотосинтеза по срав-
нению с зиготическими саженцами. При этом 
отмечались значительные межклональные раз-
личия в скорости фотосинтеза, которые были 
связаны с более сильным развитием корней 
и биомассой новых корней и NUE фотосин-
теза [Grossnickle, Major, 1994b; Lamhamedi 
et al., 2000]. Наличие межклональной измен-
чивости позволяет в процессе полевых испы-
таний отбирать для массового размножения 
наиболее подходящие под заданные условия  
клоны.

Помимо межклональной изменчивости для 
растений, полученных путем СЭ, характер-
на высокая внутриклональная изменчивость 
по показателям роста, различным морфологи-
ческим и физиологическим переменным [Lam-
hamedi et al., 2000; Högberg et al., 2003]. Для 
Picea sitchensis показаны существенные разли-
чия в скорости роста и высоте растений, полу-
ченных путем СЭ от одних родителей. Различия 
по высоте между клонами достигали 23,3 %. 
В связи с этим необходимо вводить в культуру 
как можно больше клеточных линий и прово-
дить отбор клеточных линий, которые являются 
лучшими клонами [Thompson, 2014].

При использовании метода СЭ для массо-
вого размножения важна низкая внутрикло-
нальная изменчивость. Было показано, что 
внутриклональная изменчивость может быть 
уменьшена путем отбора растений-регенеран-
тов по определенным морфологическим пока-
зателям [Högberg et al., 2003]. Для Picea abies 
показана прямая зависимость роста растений 
в полевых условиях от морфологических харак-
теристик растений-регенерантов: длины эпи-
котиля и наличия боковых корней. В то же вре-
мя длина основного корня не оказывала суще-
ственного влияния на рост растений в течение 
первого года роста в теплице и второго года 
роста в питомнике [Högberg et al., 2003].

В целом исследования, проведенные на раз-
ных видах хвойных, не выявили отрицатель-
ного влияния процесса СЭ на рост и развитие 
растений в дальнейшем. Рост и развитие ра-
стений, полученных путем СЭ, различные фи-
зиологические и морфологические признаки 
были сходны со значениями, полученными для 
растений, выращенных из семян [Grossnickle, 
Major, 1994b; Lamhamedi et al., 2000; Benowicz 
et al., 2002; Högberg, 2003].

Заключение

Для создания ЛСП с целью получения улуч-
шенных и сортовых семян требуется длитель-
ный промежуток времени. СЭ, как перспек-
тивный биотехнологический метод, позволяет 
ускорить генетико-селекционные работы и мо-
жет служить основой для создания ЛСП сосны 
обыкновенной с генетически улучшенным по-
садочным материалом. На сегодняшний день, 
однако, некоторые вопросы остаются малои-
зученными. Поскольку генотип растения-доно-
ра может определять способность эксплантов 
формировать соматические зародыши, важ-
ным этапом исследований является расширен-
ный поиск растений-доноров, обладающих вы-
соким репродуктивным потенциалом. Условия 
культуры, продолжительность культивирова-
ния, применение регуляторов роста могут при-
водить к различным изменениям в кариотипе 
растений, в частности к увеличению частоты 
мутаций. Для выявления сомаклональной из-
менчивости особое внимание следует уделять 
цитогенетическому исследованию эмбриоген-
ных клеточных линий. Таким образом, этапы 
протекания СЭ у сосны обыкновенной требуют 
дальнейшего исследования с привлечением 
современных знаний в области молекулярно-
генетических механизмов роста древесных ра-
стений, опыта генной инженерии и микрокло-
нального размножения.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за‑
дания КарНЦ РАН (0185‑2019‑0093).
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