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Сохранение генетического разнообразия растительных ресурсов является основной задачей 
ботанических садов и других научно-исследовательских центров. Биотехнологический метод 
считают одним из наиболее эффективных и вместе с тем воспроизводимых способов сохранения 
генофонда растений. Метод криоконсервации позволяет поддерживать живые клетки, ткани, 
культуры при ультранизких температурах (–196 °С) без генетических изменений, обеспечивает 
хранение биологических материалов в течение длительного времени. В работе приведен обзор 
основных направлений в области биотехнологии и криоконсервации растений.
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Сохранение биоразнообразия растений ex 
situ в настоящее время является самым эффек-
тивным и распространенным методом благода-
ря деятельности ботанических садов [8, 11, 29]. 
Сохранение генетических ресурсов в коллекци-
ях in vitro становится важной задачей биотехно-
логии в стратегии сохранения ex situ [24]. На-
ряду с традиционными способами сохранения 
растений все большее значение приобретает ис-
пользование для этих целей культуры изолиро-
ванных тканей и органов. Разработка эффектив-
ных методов воспроизводства фиторесурсных 
видов растений in vitro является основой работ 
по сохранению генофонда. 

Протоколы микроразмножения, разрабо-
танные для нескольких тысяч растений, служат 
основой для успешного введения в культуру, 
размножения и сохранения в банке культур in 
vitro новых образцов [21, 26]. Так, в США (штат  
Орегон, Корваллис) функционирует National 
Clonal Germplasm Repository USDA, где сохра-

няют 500000 образцов хозяйственно ценных, 
а также редких и исчезающих растений, при-
надлежащих к 10000 видам [31]. В коллекции 
Королевского ботанического сада (Кью, Вели-
кобритания) в банке in vitro поддерживается 
свыше 6000 таксонов, большинство из которых 
редкие и исчезающие виды [43]. В ряде зару-
бежных стран сформированы и эффективно 
функционируют коллекции клеток, органов 
и растений, культивируемых in vitro. Из евро-
пейских можно отметить коллекцию Институ-
та генетики и селекции сельскохозяйственных 
растений им. Лейбница (Leibniz Institute of Plant 
Genetics and Crop Plant Research) (Германия, 
Гатерслебен), в которой поддерживают более 
700 образцов линий клеточных культур, кото-
рые принадлежат к 80 семействам растений, 
причем большинство этих культур синтезируют 
фармакологически важные вторичные метабо-
литы [19]. Подобные коллекции существуют во 
Франции, Италии, Испании, Бельгии, Польше, 
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Румынии, Японии, Индии и ряде других стран, 
в том числе в России. 

Число биотехнологических коллекций по-
стоянно увеличивается. Согласно Е.Е. Бенсон 
[15], биотехнологические методы сохранения 
гермоплазмы должны быть интегрированы как 
дополнительная опция в существующие про-
граммы по сохранению биоразнообразия.

Теоретически, благодаря тотипотентности, 
почти все клетки растений способны дать нача-
ло целому организму под влиянием благопри-
ятных факторов. В качестве исходного матери-
ала для введения в культуру ткани могут быть 
использованы зиготические эмбриоиды или 
вегетативные части растений, такие как почки, 
побеги, луковицы, листья, семена, надземные 
и подземные органы или их фрагменты, расти-
тельные ткани [6, 9, 22]. 

Успех введения в культуру in vitro во многом 
зависит от выбора подходящего экспланта и его 
размеров, эффективности стерилизации и по-
следующего удаления стерилизующих веществ, 
подбора питательных сред. Не менее важны фи-
зические факторы – свет, температура и влаж-
ность [5, 6, 8].

Одним из ключевых моментов является ис-
пользование растительного материала, иденти-
фицированного специалистами-ботаниками. В 
паспортные данные необходимо вносить ин-
формацию о месте сбора, включающую коор-
динаты GPS, фотографии зоны распростране-
ния и максимальные сведения о естественной 
среде [40]. При возможности образцы должны 
быть взяты из разных природных популяций 
в количестве, достаточном для дальнейшей 
разработки протоколов сохранения in vitro [2]. 
Подобный подход позволяет учесть основные 
аспекты (морфофизиологический, эколого-гео-
графический, генетический) современной кон-
цепции биологического вида [3].

Выбор оптимальной модели культивирова-
ния in vitro и особенности клонального микро-
размножения растений различных таксономи-
ческих групп тесно связаны с их биологически-
ми особенностями. При разработке и оптимиза-
ции методики клонального микроразмножения 
для каждого таксона необходимо определить 

стратегию исследования: выбрать модель раз-
множения и тип экспланта, подобрать условия, 
способствующие реализации его морфогене-
тического потенциала. Правильный выбор мо-
дели размножения, состава питательных сред 
и условий культивирования позволяет свести 
к минимуму риск появления сомаклональных 
вариантов [6, 10]. Это обуславливает необходи-
мость дифференцированного подхода к разра-
ботке методик клонального микроразмножения, 
поскольку целью использования биотехнологий 
для редких или элитных генотипов является со-
хранение гермоплазмы и поддержание ее в ста-
бильном состоянии, то после успешной иници-
ации культур in vitro выбираются определенные 
методы микроразмножения, минимизирующие 
риск сомаклональных вариаций. К числу таких 
технологий относится, прежде всего, метод ак-
тивации уже существующих в растении мери-
стем (апекса стебля, пазушных почек), который 
в отличие от других типов микроразмножения 
считается надежным в плане генетической ста-
бильности полученных регенерантов [1, 9, 37].

Следующий этап после успешной инициа-
ции культур in vitro – это индукция побегообра-
зования и собственно размножение. Для неко-
торых видов, особенно это касается древесных, 
трудно сразу добиться максимального роста и 
размножения в культуре ткани. Успех приме-
нения любого метода определяется изучением 
условий, необходимых для его реализации. Это 
тем более важно для культуры изолированных 
органов, тканей и клеток, которые очень чув-
ствительны к малейшим изменениям внешних 
условий. Для определения оптимальных усло-
вий культивирования и управления морфогене-
зом того или иного объекта in vitro, необходимо 
оценить морфогенетический потенциал культи-
вируемых тканей и определить факторы, влия-
ющие на эффективность регенерации.

Основными факторами, определяющими 
процесс органогенеза, являются: эпигенетиче-
ские характеристики клеток экспланта, физи-
ологическое состояние интактных растений, 
сроки изоляции экспланта, состав питательной 
среды и условия культивирования [8]. Извест-
но, что одним из существенных факторов, влия-
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ющих на поддержание устойчивой пролифери-
рующей культуры, является состав питательной 
среды. Для оптимизации стадии размножения 
используют различные питательные среды, 
подбирают концентрации и комбинации регуля-
торов роста [2, 10]. 

Важнейшей задачей генетического банка in 
vitro является поддержание генетической аутен- 
тичности сохраняемых таксонов, а также их 
всестороннее изучение. Использование совре-
менных молекулярно-генетических методов 
исследования генетической вариабельности не 
только позволяет контролировать стабильность 
хранящихся in vitro образцов, но также дает воз-
можность для быстрой и точной идентифика-
ции видовой подлинности вновь поступающих 
растений и молекулярного маркирования расте-
ний на популяционном уровне [2, 20].

Методические приемы хранения, существу-
ющие на сегодня, делятся на две группы. Одна 
из этих групп основывается на хранении куль-
тур без нарушения процесса роста, тогда как 
вторая – на хранении либо при замедлении ро-
ста, либо при полной его остановке (криокон-
сервации) [41]. Одним из наиболее доступных 
и широко используемых способов сохранения 
генофонда растений является культивирование 
регенерантов в условиях замедленного роста. 
Это способ позволяет поддерживать биологи-
ческий материал от нескольких месяцев до 2–3 
лет без субкультивирования в зависимости от 
используемой технологии и вида растения [2]. 
Замедление роста обычно достигается за счет 
модификации сред или условий культивирова-
ния. Модификации сред включают изменение 
концентраций минеральной основы, сахарозы, 
регуляторов роста и добавление осмотически 
активных веществ [30]. Из физических факто-
ров культивирования снижают температуру и 
уменьшают интенсивность освещения. Сроки 
и специфика условий хранения растительного 
материала определяются биологическими осо-
бенностями конкретных таксонов. В процессе 
исследований показано, что совместное исполь-
зование оптимальных показателей интенсив-
ности освещения, состава питательной среды, 
концентрации осмотиков и ретардантов значи-

тельно увеличивало как период субкультиви-
рования, так и жизнеспособность эксплантов в 
процессе хранения in vitro [8, 30].

Культивирование in vitro клеток, тканей и 
органов растений с помощью периодических 
пересадок на свежие питательные среды даже 
в режиме депонирования имеет свои проблемы 
и недостатки, связанные, прежде всего, с суще-
ствованием некоторой вероятности потери об-
разцов из-за реинфицирования и возможности 
появления сомаклональных вариантов [16, 39]. 
Поэтому для снижения затрат на долговременное 
содержание коллекций ценного растительного 
материала in vitro и для уменьшения вероятно-
сти потерь ценных образцов в настоящее время 
в странах – членах FAO, в том числе и в Рос-
сийской Федерации, широко используют крио- 
сохранение [13, 38]. Метод криоконсервации 
позволяет поддерживать живые клетки, тка-
ни, культуры при ультранизких температурах  
(–196 °С) без генетических изменений, обеспе-
чивает хранение биологических материалов в 
течение длительного времени, так как при тем-
пературе жидкого азота прекращаются метабо-
лическая активность и деление клеток. Кроме 
того, криоконсервация не требует больших по-
мещений, образцы не подвергаются риску кон-
таминации или ошибок оператора, что возможно 
при частых манипуляциях с растительным ма-
териалом [25, 26]. В настоящее время криокон-
сервация считается единственной приемлемой 
технологией для долговременного, надежного, 
низкозатратного хранения различных категорий 
растительного материала, включая неортодок-
сальные семена, зиготические и соматические 
эмбриоиды, суспензионные клетки, каллусы, 
протопласты, гаметы и меристемы [30]. 

Методы создания криоколлекций генети-
ческих ресурсов растений для долгосрочного 
сохранения генофонда вегетативно размножае-
мых культурных растений стали использоваться 
относительно недавно. Так, первые успешные 
опыты по криоконсервации черенков тутовника 
(Morus nigra L.) были проведены с использова-
нием метода медленного замораживания [42]. 
Около 65 лет назад были разработаны первые 
методы программного (медленного) заморажи-
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вания растительных объектов, к более совре-
менным относятся методы быстрого замора-
живания: инкапсуляции-дегидратации, витри- 
фикации, инкапсуляции-витрификации, дро-
плет-метод, дроплет-витрификации. Все эти 
методы применяются для криоконcервации об-
разцов полевых генбанков и образцов in vitro 
коллекций [13]. Технологии криоконсервации 
быстро развивались и в настоящее время широ-
ко используются для разных таксономических 
групп растений [22, 23, 28, 33–36, 44]. 

Методы криоконсервации продолжают со-
вершенствоваться в направлениях упрощения 
исполнения и повышения результативности 
показателей посткриогенного восстановления 
растительного материала.

Преимуществом криоконсервации образ-
цов in vitro коллекций является возможность 
долгосрочного хранения при сверхнизких тем-
пературах эксплантов оздоровленных растений 
[4]. В системе in vitro в качестве эксплантов 
для криоконсервации используют апикальные 
меристемы, вегетативные почки, апексы побе-
гов микрорастений, зародыши (половые и со-
матические), каллусы, клеточные суспензии, 
протопласты [12, 27, 43, 44]. Криоконсервацию 
каллусов и клеточных суспензий, протопластов 
проводят в основном для сохранения коллекций 
биопродуцентов, например, женьшеня [12, 22].

В подавляющем большинстве работ по крио- 
консервации больших выборок образцов од-
ного и того же вида, одного и того же уровня 
плоидности и общего эколого-географическо-
го происхождения установлено существенное 
влияние генотипических отличий на способ-
ность к посткриогенному восстановлению [14, 
22, 32]. Однако крупных представительных 
криоколлекций в мире не так много. В част-
ности, коллекция National Center for Genetic 
Resources Preservation, США [17] насчитывает 
2200 таксонов в криобанке, в Network for the 
Improvement of Banana and Plantain (в настоя-
щее время – Biodiversity International), Бельгия 
[31] – 1536, в International Potato Center, Перу – 
около 1533 таксонов [18].

В России Криобанк Института физиологии 
растений им. К.А.  Тимирязева (г. Москва) ор-

ганизован более 30 лет назад и был одним из 
первых в мире. Здесь разработан метод крио-
сохранения меристем картофеля. В настоящий 
момент Криобанк Института состоит из 6 крио- 
коллекций, в которых сохраняют более 1000 об-
разцов растительного материала: 15 штаммов 
суспензионных культур клеток, 58 сортов пло-
довых и ягодных культур, а также семена 416 
видов из 54 семейств высших растений. Кроме 
того, в криобанке хранятся штаммы-продуцен-
ты вторичных метаболитов – культуры клеток 
различных видов женьшеня, полисциаса, лю-
церны, диоскореи [7]. 

В криобанке Всероссийского института ге-
нетических ресурсов растений имени Н.И. Ва-
вилова (г. Санкт-Петербург) сохраняется 220 об-
разцов культурных сортов картофеля и 17 образ-
цов малины и ежевики, каждый образец пред-
ставлен 90 эксплантами (в 9 криопробирках) с 
известным уровнем посткриогенной регенера-
ции [13]. Всего в коллекции криобанка Институ-
та находятся 1824 образца ряда вегетативно раз-
множаемых культур и 216 образцов апикальных 
меристем картофеля; поддерживается 750 об-
разцов in vitro коллекции; 2687 образцов ДНК.

В дальнейшем на национальном и междуна-
родном уровнях планируется создание новых и 
укрепление существующих генетических бан-
ков растений in vitro и представительных крио-
коллекций с высоким уровнем посткриогенной 
регенерации образцов, представляющих меж- и 
внутривидовое разнообразие культивируемых 
растений (Всероссийский институт генетиче-
ских ресурсов растений имени Н.И. Вавилова, 
Институт цитологии и генетики СО РАН и ряд 
других). Предполагается создать ДНК-банк 
редких и исчезающих видов растений, под-
крепленный гербарными образцами и единую 
интерактивную базу данных по генетическим 
коллекциям в различных ботанических садах.

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания ГБС РАН «Биологическое раз-
нообразие природной и культурной флоры: 
фундаментальные и прикладные вопросы 
изучения и сохранения» (Регистрационный  
№ 122042700002-6).
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BIOTECHNOLOGICAL METHODS AND CRYOPRESERVATION OF PLANTS (REVIEW)
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Preserving the genetic diversity of plant resources is the main task of botanical gardens and other scientific 
research centers. The biotechnological method is considered one of the most effective and at the same 
time reproducible ways to preserve the plant gene pool. The cryopreservation method makes it possible to 
maintain living cells, tissues, and cultures at ultra-low temperatures (–196 °C) without genetic changes, it 
ensures the storage of biological materials for a long time. The article provides an overview of the main 
directions in the field of biotechnology and cryopreservation of plants.
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