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Исследовано влияние условий и срока культивирования на эффективность соматического 
эмбриогенеза и последующего постэмбрионального развития соматических зародышей ясеня 
манчжурского (Fraxinus mandshurica Rupr.) в растения-регенеранты. Для индукции образования 
соматических зародышей, проводимого путем прямого и непрямого эмбриогенеза, применяли 
питательную среду MS½ с добавлением 0,05 мг/л НУК, 400 мг/л гидролизата казеина, 25 г/л 
сахарозы, 6,0 г/л агар-агара. В качестве эксплантов использовали семядоли зрелых зиготических 
зародышей. Показано, что способность к размножению соматических зародышей, полученных в 
результате прямого эмбриогенеза из клеток семядолей, зависела от морфологических характеристик 
семядолей. Оценка эффективности регенерации на 30-е сутки субкультивирования показала, что 
наибольшее количество соматических зародышей, достигших семядольной стадии развития, и 
максимальное значение коэффициента размножения были получены для соматических зародышей 
белого цвета длиной 4 мм. Установлено, что эмбриогенный каллус сохраняет способность 
к образованию соматических зародышей в течение 8 мес. С увеличением возраста каллуса 
возрастало общее количество соматических зародышей, но при этом уменьшалась доля зародышей, 
находящихся на поздних стадиях развития (стадии торпеды и семядолей). Среди зародышей, 
полученных из каллуса на 30-е сутки субкультивирования (среда MS½ с добавлением 0,2 мг/л 
БАП, 20 г/л сахарозы, 200 мг/л гидролизата казеина и 6 г/л агара), наиболее активно прорастали 
соматические зародыши белого цвета длиной 4–8 мм (52% от общего числа). Такие же зародыши 
(белые, длиной 4–8 мм), но полученные из каллуса возрастом 240 сут, развивались в проростки 
лишь в 18% случаев. Таким образом, способность к прорастанию соматических зародышей одного 
типа зависит от возраста каллуса. Установлено, что происхождение полученных проростков не 
влияло на частоту формирования из них растений. В течение двух месяцев роста в почвенной 
культуре высота более 90% растений-регенетантов достигала 8–10 см. Полученные результаты 
являются основой для создания технологии крупномасштабного размножения и промышленного 
производства высококачественного зародышевого материала маньчжурского ясеня.

Ключевые слова: маньчжурский ясень, соматический зародыш, соматический эмбриогенез, 
регенерация растений.
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Список сокращений: АЗ – аномально развитый соматический зародыш; БАП – 6-бензиламинопурин; MTД – многократный 
тест-диапазон; НУК – альфа-нафтилуксусная кислота; СЗ – соматический зародыш; СЗ-R1 – соматический зародыш, полу-
ченный путем прямого эмбриогенеза из клеток семядолей зиготического зародыша; СЗ-R2 – соматические зародыши, полу-
ченные путем прямого эмбриогенеза из СЗ-R1; СЗ-K – соматические зародыши, полученные путем непрямого эмбриогенеза 
из каллуса; среда MS – среда Мурасиге–Скуга; среда MS½ – среда с половинной концентрацией компонентов питательной 
среды MS; ЭК – эмбриогенный каллус.
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Маньчжурский ясень (Fraxinus mandshurica 
Rupr.) – это двудомное ветроопыляемое широко-
лиственное древесное растение, произрастающее 
в диком виде в северо-восточных районах Китая, 
Южной Корее, Японии и на российском Дальнем 
Востоке [1]. Маньчжурский ясень является важ-
ной составляющей экосистемы лесов умерен-
но холодного климата [2–4]. Хозяйственное зна-
чение растения определяется его декоративными 
свойствами; также оно используется как источник 
ценной древесины [5].

В настоящее время для размножения и селек-
ции маньчжурского ясеня применяют как тради-
ционные, так и биотехнологические методы, ко-
торые позволяют наиболее полно реализовать 
потенциал размножения данного растительного 
организма [6]. Современные биотехнологии раз-
множения и создания новых форм растений с ис-
пользованием методов клеточной и генной инже-
нерии основаны на естественно присущей клет-
кам растений тотипотентности и способности к 
регенерации, т.е. восстановлению целого организ-
ма из его части [6].

Полученный до настоящего времени обшир-
ный экспериментальный материал свидетель-
ствует, что в культуре in vitro регенерация осу-
ществляется путем эмбриогенеза, который при-
нято называть соматическим эмбриогенезом и 
подразделять на прямой и непрямой в зависи-
мости от того, какие клетки служат источни-
ком новообразования соматических зародышей: 
дифференцированные клетки первичного экс-
планта (прямой эмбриогенез) или каллусные 
клетки, поддерживаемые в культуре in vitro (не-
прямой эмбриогенез) [7–14]. Известно, что эти 
пути регенерации соматических зародышей ха-
рактеризуются различным уровнем генетиче-
ской стабильности размножаемых растений, ко-
эффициента размножения и воспроизводимости 
результатов [15].

В работах [1, 16] были определены условия 
культивирования зиготических зародышей мань-
чжурского ясеня, при которых новообразование 
соматических зародышей осуществлялось путем 
прямого эмбриогенеза. Было отмечено, что разра-
ботанная методика имеет ряд недостатков, таких 
как невысокий коэффициент размножения и зна-
чительное количество соматических зародышей с 
морфологическими аномалиями, не способных к 
развитию в целое растение [5, 16].

Одним из способов повышения эффективно-
сти эмбриогенеза может быть разработка метода 
непрямого соматического эмбриогенеза, т.е. ис-

пользование в качестве эксплантов соматических 
зародышей, полученных в культуре in vitro – кал-
лусной ткани [17–21].

Целью настоящего исследования была разра-
ботка эффективной, надежно воспроизводимой 
технологии регенерации из клеток каллусной тка-
ни качественных, т.е. способных к полноценному 
постэмбриональному развитию, соматических за-
родышей маньчжурского ясеня.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Регенерация соматических зародышей путем 
прямого эмбриогенеза

Зрелые зиготические зародыши маньчжурско-
го ясеня выделяли из крылаток с коричневой ко-
журой, которые были собраны с 10 взрослых здо-
ровых материнских 50-летних деревьев на терри-
тории Северо-Восточного университета лесного 
хозяйства (Харбин, Китай) в середине октября 
2012 г. После снятия кожуры семена выдержи-
вали в проточной воде в течение двух дней, по-
сле чего стерилизовали 1 мин в 70%-ном этило-
вом спирте (спирт ректифицированный «Люкс», 
Россия) при постоянном перемешивании, а за-
тем 15  мин в 5%-ном растворе NaClO (Merck, 
Германия). Семена промывали стерильной дис-
тиллированной водой и затем в стерильных ус-
ловиях выделяли из них зародыши. Отделен-
ные от зародыша семядоли (10 шт.) помещали в 
чашки Петри (в пяти повторностях) таким обра-
зом, чтобы поверхность семядолей, обращенная к 
меристеме, контактировала со средой MS½ сле-
дующего состава, мг/л: НУК – 5; БАП (фитогор-
моны производства Sigma-Aldrich China Shanghai 
Co., Ltd.) – 2; гидролизат казеина (Merck) – 400; 

сахароза (Merck) – 75 г/л и порошкообразный 
агар (Merck) – 6,5 г/л, pH 5,8 (среда И) [16]. Об-
разцы культивировали в темноте при темпера-
туре 23–25 °C в течение двух циклов субкульти-
вирования продолжительностью 30 сут каждый. 
На 60-е сутки семядоли, на которых возникали СЗ 
и ЭК, переносили на среду MS½ с 0,05 мг/л НУК, 
400  мг/л гидролизата казеина, 25 г/л сахарозы, 
6 г/л агар-агара, pH 5,8 (среда П) и культивирова-
ли при 16-часовом световом дне (интенсивность 
света 40 мкмоль/(м2·с)), температуре 23–25 °С и 
влажности воздуха 60–70%. На   30-е сутки под 
микроскопом Olympus SZX7-3732 (Olympus, 
Япония) из эксплантов выделяли соматические 
зародыши (СЗ-R1) и ЭК, которые поддерживали 
в тех же условиях (цикл субкультивирования со-
ставлял 30 сут).
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Выделенные СЗ-R1 разделяли с учетом их 
морфологии, длины и цвета на восемь классов: 1, 
2, 3, 4-й классы – единичные СЗ-R1 белого цвета 
длинной 2 мм, 3 мм, 4 мм и 5 мм, соответствен-
но; 5, 6, 7-й классы – единичные СЗ-R1 зеленого 
цвета длиной 3 мм, 5 мм и 7 мм, соответственно; 
8-й класс – единичные аномально развитые сома-
тические зародыши (АЗ) (рис. 1). СЗ-R1 каждо-
го класса в количестве 30 шт. помещали в чашки 
Петри (в трех повторностях) и культивировали на 
среде П при 16-часовом световом дне (интенсив-
ность освещения 40 мкмоль/(м2·с)), температуре 
23–25 °С и влажности воздуха 60–70%.

На 30-е сутки субкультивирования проводили 
оценку эффективности соматического эмбриоге-
неза, подсчитывая в каждой чашке Петри под ми-
кроскопом число образовавшихся СЗ-R2, измеряя 
их длину и ширину и разделяя их по стадиям раз-
вития: глобулярные, сердцевидные, торпедовид-
ные и соматические зародыши со сформирован-
ными семядолями.

Регенерация соматических зародышей путем 
непрямого эмбриогенеза

Возникший на семядолях ЭК размером 0,5 мм 
помещали в чашки Петри по 30 шт. (в трех по-
вторностях) и выращивали на среде П в течение 
6 мес. (рис. 2a). Цикл субкультивирования состав-
лял 30 сут при общей длительности выращивания 
до 180 сут. Оценку эффективности соматическо-
го эмбриогенеза (см. рис. 2b) проводили на 30-е, 
120-е и 180-е сутки описанным выше методом.

Регенерация растений из соматических 
зародышей

После первого субкультивирования на среде 
П на 30-е сутки под микроскопом из ЭК выделя-
ли соматические зародыши (СЗ-К) с морфологи-
чески оформленными семядолями и разделяли их 
на шесть классов: 1, 2, 3-й классы – СЗ-К бело-
го цвета длиной 2,5–4 мм, 5–6 мм и 7–8 мм, соот-
ветственно; 4, 5, 6-й классы – СЗ-К зеленого цве-
та длиной 2,5–8 мм, 9–12 мм, 13–16 мм, соответ-
ственно (рис. 3a).
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Рис. 1. Регенерация СЗ-R2 маньчжурского ясеня пу-
тем прямого эмбриогенеза: a – СЗ-R1; b – СЗ-R2, об-
разованные на СЗ-R1 (30-е сутки субкультивирова-
ния). 1–8 – классы СЗ-R1 (см. текст)

Fig. 1. Regeneration of Manchurian ash SE-R2 by di-
rect emrbyogenesis: (a), SE-R1; and (b), SE-R2 new-
ly formed on SE-R1 (30th day of subculturing). (1)–(8), 
SE-R1 classes (see text)
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СЗ-К каждого класса помещали в пробирку со 
средой MS½, содержащей 0,2 мг/л БАП, 200 мг/л 
гидролизата казеина, 20 г/л сахарозы и 6 г/л ага-
ра (среда Р). Для каждого класса проводили экс-
перимент в трех повторностях по 30 экземпляров 
СЗ-К в каждой. Рост СЗ-К оценивали на 30-е сут-
ки путем подсчета количества СЗ-К с зародыше-
вым корнем и увеличенными в размере зелеными 
семядолями.

Отобранные по этим критериям, СЗ-К разде-
ляли на две группы: СЗ-К с зародышевым корнем 
длиной 1–2 см и СЗ-К с зачаточным корнем (см. 
рис. 3b и 3c). Первую группу пересаживали на 
среду MS½, содержащую 20 мг/л сахарозы и 6 г/л 
агара, для формирования корневой системы. СЗ-К 
второй группы сначала культивировали в течение 

Рис.2. Регенерация соматических зародышей маньчжурского ясеня путем непрямого эмбриогенеза: a – каллус (ЭК); 
b – регенерация СЗ-К. 1–3 – продолжительность выращивания соответственно 30, 120, 180 сут

Fig. 2. Regeneration of Manchurian ash somatic embryos by indirect embryogenesis: (a), callus (CE); and (b), regeneration 
of SE-C. (1)–(3), time of culturing 30 days, 120 and 180 days, respectively
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Рис. 3. Развитие СЗ-К маньчжурского ясеня в про-
ростки. a – СЗ-К, используемые в качестве исходно-
го материала для получения проростков: 1–6 – клас-
сы СЗ-К (см. текст); b, c – проростки на 30-й день 
культивирования на среде P с зачаточным корнем и 
с корнем длиной 1–2 см, соответственно; d – проро-
сток на 30-й день культивирования на среде Y; e – 
растения-регенеранты на 60-й день после пересад-
ки в почву

Fig. 3. Development of Manchurian ash sprouts from 
SE-C. (a), SE-C used as material for sprout obtaining: 
(1)–(6), SE-C classes (see text); (b) and (c), sprouts on 
the 30th day of culturing on P medium with rudimentary 
root and 1–2 cm long root, respectively; (d), sprout on 
the 30th day of culturing on Y medium; (e), plant regen-
erants on the 60th day after transplantation in soil



56

ЯН и др.

Biotechnology, 2018, V. 34, No. 1

30 дней на среде Y (MS½ + НУК, 0,01 мг/л) для 
стимуляции роста корня. В конце цикла субкуль-
тивирования второй группы подсчитывали коли-
чество СЗ-К с корнем длиной 1–2 см и затем пере-
носили их на среду MS½. Способ переноса и ус-
ловия адаптации СЗ-К в почвенной культуре были 
описаны ранее [16].

Влияние возраста ЭК на качество СЗ-К
В течение 8 мес культивирования ЭК на среде 

П в конце каждого из восьми циклов субкультиви-
рования продолжительностью 30 сут из него по-
лучали СЗ-К белого цвета длиной 4–8 мм с мор-
фологически оформленными семядолями. Каж-
дый СЗ-К переносили в пробирку со средой Р 
(три повторности по 30 экз.) и на 30-е сутки от-
бирали и подсчитывали СЗ-К, сформировавшиеся 

из ЭК, с зелеными семядолями и зачаточным кор-
нем или корнем длиной 1–2 см. Стимуляцию кор-
необразования и получение целых растений про-
водили по описанной выше методике.

Статистическая обработка данных
Для анализа полученных результатов исполь-

зовали метод вариации ANOVA. При среднем зна-
чении на уровне P=0,05 или P=0,01 были про-
ведены многократные тесты диапазона Дунка-
на (MTД). Показатели в процентном выражении 
перед анализом подвергли синус-преобразова-
нию. Анализ вариации ANOVA и использование 
MTД были проведены с применением программы 
SPSS17.0.

Для характеристики соматического эмбриоге-
неза использовали следующие коэффициенты (К):

К новообразований СЗ, % – число эксплантов (СЗ-R1 или ЭК размером 0,5 мм) с образованием 
соматических зародышей × 100 / общее число эксплантов;

К размножения СЗ – число просчитанных СЗ / общее число эксплантов (СЗ-R1 или ЭК 
размером 0,5 мм);

К образования ЭК, % – число СЗ-R1 с образованием каллуса × 100 / общее число СЗ-R1;
К гибели эксплантов, % – число эксплантов (СЗ-R1 или ЭК размером 0,5 мм) с очевидными 

признаками некроза × 100 / общее число эксплантов;
К синхронизации СЗ, % – число глобулярных СЗ (сердцевидных / торпедовидных / с семядо-

лями) × 100 / общее число соматических зародышей;
К аномальности АЗ, % – число аномальных соматических зародышей × 100 / общее число 

соматических зародышей на поздних стадиях развития;
К прорастания СЗ, % – число проростков с зачаточным корнем или корнем длиной  

1–2 см × 100 / общее число СЗ-R2 с морфологически  
оформленными семядолями;

К укоренения СЗ, % – число проростков с корнем длиной 1–2 см × 100 / общее число 
отобранных СЗ –R2 с зачаточным корнем;

К выживаемости  
растений-регенерантов, %

– число растений-регенерантов × 100 / общее число проростков  
с корнем.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Регенерация соматических зародышей путем 
прямого эмбриогенеза

Образование СЗ-R2 из всех исследуемых 
классов СЗ-R1 (рис. 1b, 1–8) происходило на ги-
покотиле (44%), зародышевом корне (40%) или 
семядолях (16%). При этом была отмечена следу-
ющая закономерность: чем меньше длина СЗ-R1, 
тем чаще СЗ-R2 возникали в его корневой обла-
сти, а чем длиннее СЗ-R1, тем чаще образование 
СЗ-R2 происходило в области гипокотиля.

Одновременно на тех же органах СЗ-R1 фор-
мировался каллус. Однако, как правило, СЗ-R2 и 

каллус были локализованы в разных областях од-
ного и того же органа СЗ-R1.

Доля СЗ-R1, на которых происходило обра-
зование СЗ-R2 (К новообразований), изменялась 
от 20% до 43% в зависимости от морфологии 
(табл. 1).

Максимальное значение этой характеристи-
ки наблюдали у СЗ-R1 3-го и 8-го классов. Од-
нако СЗ-R2 с аномальной морфологией (К ано-
мальности АЗ), такой, как отсутствие, срастание 
или увеличение числа семядолей, встречались 
чаще у соматических зародышей, полученных 
на СЗ-R1 8-го класса (41%), чем на СЗ-R1 3-го 
класса (19%). Отмечено, что новообразование АЗ 
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происходило в 2 раза реже на СЗ-R1 белого цве-
та (1–4-й классы), чем на СЗ-R1 зеленого цвета и 
аномального вида (5–8-й классы). Все анализиру-
емые СЗ-R1 характеризовались невысоким коэф-
фициентом размножения – 2,3–5,0.

Образование каллуса происходило на СЗ-R1 
всех классов. При этом чем длиннее был СЗ-R1, 
тем выше была интенсивность каллусообразова-
ния. Максимальную интенсивность каллусообра-
зования (К образования ЭК = 86%) наблюдали у 
СЗ-R1 8-го класса.

На рис. 4 показаны результаты анализа каче-
ственного состава популяций СЗ-R2, образовав-
шихся на СЗ-R1 восьми классов.

В большинстве популяций СЗ-R2 присутство-
вали зародыши, находящиеся на глобулярной, 
сердцевидной, торпедовидной и семядольной 
стадиях развития. Независимо от класса СЗ-R1 
средний размер СЗ-R2 на указанных стадиях раз-
вития был равен 0,35×0,35 мм2, 0,37×0,32 мм2, 
0,82 × 0,54 мм2, 2,2 × 1,08 мм2, соответственно. 
В популяциях СЗ-R2, образованных на СЗ-R1 2, 3, 

Та бл и ц а  1
Эффективность регенерации СЗ-R2 маньчжурского ясеня из СЗ-R1 путем прямого эмбриогенеза

Efficiency of Manchurian ash SE-R2 regeneration from SE-R1 by direct embryogenesis

Класс 
СЗ-R1 

Морфология СЗ-R1 К 
новообразований 

С3, %

К  
размножения 

СЗ, %

К 
образования 

ЭК, %

К  
смертности 

СЗ, %

К
 аномальности 

АЗ, %Вид Длина, 
мм

1

Белый

2 26,7±4,7bc 3,4±1,4 48,3±11,8bc 1,7±0,4b   7,1±3,6
2 3 28,8±1,7bc 2,7±0,1 47,2±22,8bc 0b 15,3±4,0
3 4 43,0±5,2a 2,9±0,3 61,8±11,6abc 1,7±0,7b 19,1±12,4
4 5 20,0±4,7c 4,8±1,1 78,3±7,1ab 0b 11,9±4,9
5

Зеленый
3 37,9±3,0ab 5,0±3,7 34,5±1,7c 27,8±5,4a 48,2±49,7

6 5 24,0±3,7c 2,3±0,4 47,9±17,2bc 0b 31,7±2,4
7 7 23,4±7,4c 2,3±1,8 72,1±0,9ab 0b 46,4±5,0
8 Аномальный 3–7 41,4±2,0a 2,6±0,4 86,0±10,4a 3,6±1,1b 40,8±17,2

a–c Показатели значимости различий при многоранговом тесте Дункана при P = 0,05 (здесь и в табл. 2).
a-c Indices of significant differences at P = 0.05 using Duncan’s multiple range test (here and in Table 2).
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Рис.4. Распределение СЗ-R2 маньчжурского ясеня, образовавшихся на СЗ-R1 классов 1–8 (см. табл. 1), по стадиям 
развития: I – глобулярная; II– сердцевидная; III– торпеды; IV – семядолей

Fig. 4. Distribution of Manchurian ash SE-R2 formed on SE-R1 of 1–8 classes (see Table 1) by stages of development: I, 
globular; II, cordate; III, torpedo; and IV, cotyledon
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7 и 8-го классов, больше 50% зародышей находи-
лись на ранних стадиях развития. Напротив, в по-
пуляции, образованной на СЗ-R1 6-го класса, 68% 
СЗ-R2 находились на торпедовидной и семядоль-
ной стадиях развития (см. рис. 4).

Регенерация соматических зародышей путем 
непрямого эмбриогенеза

ЭК семядольного происхождения поддержи-
вали в культуре в течение 6 мес. С увеличением 
срока культивирования менялась структура кал-
луса: он становился более рыхлым и однородным 
(см. рис. 2a, 1–3). После 30 сут культивирования 
на среде П в каллусе появлялись соматические за-
родыши (СЗ-K) (см. рис. 2b, 1–3).

Однако при увеличении срока культивирова-
ния каллуса менялся качественный состав возни-
кающих в нем СЗ-K. Так, после первого пасса-
жа суммарная доля торпедовидных СЗ-K и СЗ-K 
с семядолями составляла 50% и практически все 
СЗ-K имели дефекты в структуре семядолей.

К концу четвертого пассажа процентное со-
держание торпедовидных и сердцевидных СЗ-K 
увеличивалась в 2,5–3 раза (табл. 2), а глобуляр-
ных и семядольных снижалось, причем лишь око-
ло половины СЗ-К с семядолями имели нормаль-
ную морфологию. К концу шестого пассажа про-
должала увеличиваться лишь доля глобулярных 
СЗ-К, доля СЗ-К на других стадиях развития сни-
жалась, но при этом общее число соматических 
зародышей повышалось с увеличением длитель-
ности выращивания (см. табл. 2).

Независимо от возраста ЭК, из которого по-
лучали СЗ-K, их средний размер на глобуляр-
ной, сердцевидной, торпедовидной и семядоль-
ной стадиях развития был равен 0,20 × 0,19 мм2, 
0,30 × 0,28  мм2, 0,72 × 0,54 мм2, 1,65 × 0,80 мм2, 
соответственно.

Постэмбриональное развитие соматических 
зародышей

На рис. 5 представлены результаты экспери-
ментов, проведенных на шести классах СЗ-К, ото-
бранных из ЭК после первого пассажа на 30-е 
сутки культивирования.

После 30 суток культивирования на среде P 
более 40% (см. рис. 5) СЗ-K 1, 2 и 3-го классов 
развивались в проростки (фотографии приведены 
на рис. 3b и 3c). При этом доля проростков с кор-
нем длиной 1–2 см (см. рис. 3c) не превышала 5%. 
Не более 15% зеленых СЗ-K 4, 5 и 6-го классов 
развивались в проростки, из которых только 2% 
имели корень длиной 1–2 см.

Основываясь на полученных результатах по 
изучению влияния срока культивирования ЭК 
на качество СЗ-K, в дальнейшем использовали 
СЗ-K первых трех классов (СЗ-K белого цвета 
длиной 4-8 мм).

В результате проведенных экспериментов 
было также установлено, что с увеличением сро-
ка культивирования каллуса качество СЗ-K ухуд-
шалось (рис. 6).

Та бл и ц а  2
Влияние возраста ЭК маньчжурского ясеня на соматический эмбриогенез

Effect of Manchurian ash EC age on somatic embryogenesis

Пассаж Возраст 
ЭК, сут

К новообра-
зований СЗ, 

%

СЗ-K,  
шт. /эксплант

Доля СЗ-К на разных стадиях развития, %
АЗ, %

К смерт-
ности 
СЗ, %

Глобу-
лярная

Сердце-
видная

Торпедо-
видная

Семя-
дольная

1 30   83,0±5,2b 5,9±0,2 40,9±2,3b 9,9±3,3b 4,6±1,2b 45,5±6,3a 46,0±2,4a 0,1±0,1
4 120 100,0±0a 7,0±3,4 35,6±5,2b 25,9±3,3a 12,6±1,2a 25,8±7,4b 14,9±4,2b 0,2±0,4
6 180 100,0±0a 10,9±2,1 50,3±1,3a 17,7±5,0a 11,9±3,7a 19,3±6,5b 15,2±2,5b 0,8±0,3
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Рис. 5. Формирование проростков из шести классов 
СЗ-К маньчжурского ясеня (см. «Условия экспери-
мента»). a–c – показатели значимости различий при 
многоранговом тесте Дункана при P = 0,05 (здесь и 
на рис. 6)

Fig. 5. Formation of sprouts from SE-C of 6 classes 
(see EXPERIMENTAL section); a–c, indices of sig-
nificant differences at P = 0.05 using Duncan’s multiple 
range (here and in Fig. 6)
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Так, СЗ-K, выделенные из каллуса после 
2, 3 и 4-го пассажей, развивались в пророст-
ки в 32% случаев (фотографии см. на рис. 3b и 
3c), и 30% проростков имели зачаточный корень 
(см. рис. 3b). К 8-му пассажу способность СЗ-K 
развиваться в проростки снижалась до 18%.

Результаты экспериментов по стимуляции ро-
ста корней показали, что у проростков с зачаточ-
ным корнем, полученных из СЗ-K, выделенных из 
каллуса после 1, 2 и 3-го пассажей, формирова-
ние корней на среде Y происходило в 15% случаев 
(данные не приведены).

У проростков, полученных из СЗ-K, которые 
были выделены из каллуса после 4-го пассажа, 
интенсивность корнеобразования была выше и 
достигала 22%. Способность к укоренению про-
ростков, происходящих от СЗ-K, после более 
длительного культивирования (240 сут) падала 
ниже 5% (данные не приведены).

Все полученные проростки, имеющие корень 
и развитую надземную часть (см. рис. 3c и 3d), 
переносили в почву, используя ранее описанную 
методику [16]. На 15-й день после пересадки ко-
эффициент выживания растений-регенерантов 
составил 100%. Средняя высота ростков дости-
гала 3,75 см, листовые пластины увеличивались 
в размере и формировали новые перистослож-
ные листья. В последующие 15 сут наблюдался 
активный рост растений-регенерантов; их сред-
няя высота достигала 6,3 см. Через месяц средняя 
высота ростков увеличивалась до 9,26 см, сред-
ний диаметр стебля у корневой шейки был ра-
вен 2,15 мм, коэффициент выживаемости состав-
лял 91% (см. рис. 3e).

В предыдущих работах Yang et al. описали 
двухэтапную процедуру размножения маньчжур-
ского ясеня in vitro. Предложенная технология 

позволяла осуществить на первом этапе регене-
рацию СЗ из клеток семядолей зиготических за-
родышей, а на втором – стимулировать их рост и 
развитие в растения-регенеранты [16]. В насто-
ящем исследовании была предпринята попыт-
ка повысить эффективность получения СЗ путем 
прямого эмбриогенеза и сопоставить его резуль-
таты с данными, полученными методом непрямо-
го эмбриогенеза из клеток СЗ, образовавшихся из 
каллуса в культуре in vitro.

Использование метода непрямого соматиче-
ского эмбриогенеза может повысить эффектив-
ность размножения маньчжурского ясеня in vitro 
[22, 23]. Известно, что использование каллусов в 
качестве промежуточной стадии формирования 
СЗ увеличивает вероятность появления самокло-
нальных вариантов, т.е. именно этот путь позво-
ляет проводить клеточную селекцию, являющую-
ся важным этапом технологии получения новых 
форм растений в культуре in vitro.

Основываясь на результатах [16] о морфологи-
ческих различиях полученных СЗ, авторы попыта-
лись, с одной стороны, стандартизовать материал, 
используемый в качестве первичного экспланта, 
а с другой – решить вопрос утилизации неспо-
собных к постэмбриональному развитию СЗ. Ко-
личественная оценка эмбриогенного потенциала 
восьми морфотипов СЗ-R1 не выявила достовер-
ных различий в интенсивности новообразования 
СЗ-R2 (см. данные о К размножения). Однако у 
СЗ-R1 с очевидными морфологическими анома-
лиями (8-й класс) коэффициент соматического эм-
бриогенеза был в 2 раза выше, чем у остальных те-
стируемых классов СЗ-R1. Кроме того, 8-й класс 
СЗ-R1 характеризовался максимальной интенсив-
ностью каллусообразования (86%) (см. табл. 1).

Оценка распределения СЗ-R2 по стадиям раз-
вития позволила идентифицировать конкретный 
«морфотип», а именно СЗ-R1 6-го класса, у кото-
рого около 60% вновь образованных СЗ-R2 дости-
гали семядольной стадии развития (см.  рис.  4). 
У  остальных тестируемых СЗ-R1 доля СЗ-R2 с 
морфологически оформленными семядолями 
была ниже (от 10% до 40%), причем преоблада-
ли СЗ-R2 на ранних стадиях развития (см. рис. 4). 
Аналогичная тенденция прослеживалась при ре-
генерации СЗ из длительно поддерживаемого 
в культуре каллуса. С увеличением длительно-
сти культивирования каллуса среднее количество 
СЗ на экспланте увеличивалось с 5,9 до 10,9 шт., 
а содержание СЗ-К на семядольной стадии раз-
вития снижалось и к концу 6-го пассажа дости-
гало  19,3%. Замедление развития СЗ на ранних 
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Рис.6. Влияние возраста ЭК на развитие проростков 
из СЗ-К маньчжурского ясеня

Fig. 6. Effect of EC age on development of Manchurian 
ash sprouts from SE-C
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стадиях встречается часто и, по мнению ряда ав-
торов, представляет собой «узкое место», которое 
определяет эффективность размножения расте-
ний in vitro [9, 10, 22].

Для решения этой проблемы необходимо со-
здание условий, максимально приближенных к 
тем, в которых осуществляется развитие зароды-
ша in vivo, а также поиск критериев, позволяю-
щих оценивать степень соответствия соматиче-
ского зародыша зиготическому на каждой стадии 
его развития.

Таким образом, в настоящем исследовании по-
казана возможность использования альтернатив-
ных путей регенерации растений in vitro для раз-
множения маньчжурского ясеня, определен опти-
мальный «морфотип» СЗ-R1 для получения СЗ, 
находящихся на семядольной стадии развития и 
установлен предельный возраст каллуса, способ-
ного к образованию СЗ.

Данное исследование может быть использова-
но в качестве основы технологии размножения и 
создания новых форм маньчжурского ясеня.

Работа выполнена при поддержке Государ-
ственного фонда развития естественных наук Ки-
тая (National Natural Science Foundation of Chi-
na, гранты № 31400535) и Фонда фундаменталь-
ных исследований в центральных университетах 
Китая (Fundamental Research Funds for the Central 
Universities, гранты № 2572014CA13).
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Abstract– Effects of cultural conditions and subculture times on secondary somatic embryogenesis of 
Fraxinus mandshurica and its postembryonic plantlet regeneration were studied. Secondary somatic 
embryos were induced via direct and indirect embryogenesis on the MS½ medium supplemented with 
0.05 mg /L NAA, 400 mg /L casein hydrolyzate, 25 g /L sucrose and 6.0 g /L agar, using primary somatic 
embryos that derived from cotyledons of mature zygotic embryos as explants. The proliferation capacity 
of the primary somatic embryos depended on their morphological characteristics. The evaluation of 
the regeneration effectiveness was carried out on the 30th day of subculturing, and it showed that the 
highest secondary somatic embryogenesis rate, the highest number of secondary somatic embryos that 
reached cotyledon stage, and the maximum of multiplication were obtained when the white primary 
somatic embryos 4 mm long were used as explants. The embryonic callus of F. mandshurica could retain 
the capacity of embryogenesis well within 8 months. The total number of secondary somatic embryos 
increased, whereas those at the late stages of development (torpedo or cotyledon) decreased with the 
increasing preservation time. The highest germination rate (52%) was observed when the white cotyledon 
somatic embryos 4–8 mm long were cultured on the MS½ medium containing 0.2 mg/L BAP, 20 g/L 
sucrose, 200 mg/L casein hydrolysate and 6 g/L agar after 30 days of subculturing. The germination rate of 
the same somatic embryos (white and 4–8 mm long) obtained from callus that were preserved for 240 days 
was only 18%. Therefore, it was proved that the germination of somatic embryos is a function of the callus 
age and the origin of the seedlings does not affect the frequency of plantlet formation. After 2 months of 
transplantation, the survival rate of the regenerated plantlets was 90% and the height of the plantlets was 
8–10 cm. This study provides a feasible technology of large-scale propagation and industrial production of 
high-quality embryonic material of F. mandshurica.
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