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Сохранение генетических ресурсов в коллекциях in vitro становится важнейшим вкладом биотехнологии в 
стратегии сохранения ex situ. В этой области используются различные биотехнологические подходы, вклю-
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Conservation of plant genetic resources in in vitro collections is becoming an essential contribution of biotechnology 
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ВВЕДЕНИЕ
В течение последних 20 лет, прошедших с момен-

та вступления в силу Конвенции о биологическом 
разнообразии (КБР) (UNCED, 1992), мы являемся 
свидетелями столкновения двух противоположных 
тенденций. С одной стороны, разработаны стратегии 
устойчивого эколого-социально-экономического раз-
вития, имеются институты и организации, призван-
ные реализовывать множество важнейших програм-
мных документов, включая, помимо КБР, Глобаль-
ную стратегию сохранения растений на 2011–2020 гг., 
Международную программу ботанических садов по 
охране растений (2000) и др. С другой стороны, масш-
таб и интенсивность вмешательства человечества в 
экосистемы приводят к существенной деградации и 
фрагментации природных местообитаний, что, наря-
ду с глобальными изменениями климата, способству-
ет резкой потери биологического разнообразия (Hey-
wood, Iriondo, 2003). Существует мнение, что борьба 
за сохранение биоразнообразия может быть проигра-
на, так как факторы, приводящие к его деградации, 
более мощные, чем усилия, предпринимаемые для его 
защиты (Wood et al., 2000). 

В настоящее время только 5 % видов сосудистых 
растений протестировано на полезность для челове-

чества (ten Kate, Laird, 1999), многие же виды, воз-
можно, потенциально являющиеся пищевыми, ле-
карственными или техническими, могут быть потеря-
ны до выявления их полезных свойств. Еще в 1999 г. 
на XVI Международном ботаническом конгрессе от-
мечалось, что если не принять в ближайшее время 
решительных мер по сохранению видового разнооб-
разия растений, то к середине XXI в. могут быть утра-
чены до 2/3 из 300 тыс. видов растений, произрастаю-
щих в настоящее время на Земле (Ревин, 2000).

Проблемы предотвращения разрушения природ-
ных местообитаний, восстановления численности ви-
дов, организации создания и управления заповедны-
ми территориями по-прежнему актуальны, однако 
решать их необходимо с учетом важности и срочнос-
ти принимаемых мер, с расстановкой приоритетов и 
поиском новых подходов и инструментов для сохра-
нения биоразнообразия (Heywood, Iriondo, 2003).

Одним из таких новых подходов является ис-
пользование биотехнологий. В настоящее время мы 
располагаем широким набором инструментов, вклю-
чая различные методы культивирования изолирован-
ных органов и тканей растений, методы молекуляр-
ной диагностики геномов, иммунологическую диа-
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гностику и протоколы сохранения видов, в том числе 
криоконсервацию. Эти методики позволяют на совре-
менном уровне проводить сбор, описание объектов, 
выявление инфекций, размножение, хранение, доку-
ментирование и обмен генетическими ресурсами 
(Benson, 2002). 

Важно отметить, что биотехнологические подхо-
ды к решению проблемы не ограничиваются только 
сохранением редких, исчезающих видов и полезных 
растений. Эффективная интеграция биотехнологии 
в программы сохранения биоразнообразия требует 
междисциплинарной кооперации с другими областя-
ми. Примером такой интеграции являются разработ-
ка целенаправленных, эффективных, экологических и 
экономически выгодных производств, контроль за-
грязнения природной среды с помощью биосенсоров, 
внедрение биотехнологий переработки отходов и их 

деградации с помощью бактерий и грибов до отно-
сительно безопасных продуктов, способствующих 
восстановлению нарушенных экосистем (Gavrilescu, 
2010).

В настоящее время развивается новая междис-
циплинарная наука – биотехнология сохранения рас-
тений, основной задачей которой является дополне-
ние существующих традиционных методов сохране-
ния биоразнообразия ex situ и in situ современными 
биотехнологическими инструментами, обеспечиваю-
щими возможность устойчивого управления гене-
тическими ресурсами (Benson, 2002). В предлагаемом 
обзоре кратко изложены и проанализированы ос-
новные технологии in vitro, используемые в био-
технологии сохранения растений, и определено их 
зна чение в стратегии сохранения биоразнообразия 
ex situ.

Рис. 1. Стратегии сохранения биоразнообразия растений.

МЕТОДЫ СОХРАНЕНИЯ БИОРАЗНООБРАЗИЯ РАСТЕНИЙ IN SITU И EX SITU
Существуют две базовые стратегии для сохра-

нения генетического разнообразия: in situ и ex situ. 
В статье 2 КБР приведены следующие определения 
этих подходов: сохранение ex situ означает поддержа-
ние компонентов биологического разнообразия вне 
естественных местообитаний, сохранение in situ – 
поддержание и восстановление жизнеспособных по-
пуляций и экосистем в естественных местообитаниях 
(UNCED, 1992). Очевидно фундаментальное различие 
между этими двумя стратегиями: сохранение ex situ 
включает изъятие интересующего нас таксона из мест 
обитания, перенос и хранение в коллекциях, в то вре-
мя как сохранение in situ предполагает указание места 
произрастания и мониторинг растения на месте (Max-
ted et al., 1997).

 Эти базовые стратегии сохранения подразделя-
ются на специфические технологии (рис. 1). Сохра-
нение ex situ включает хранение семян, полевой ген-
банк или “живые” коллекции, банки in vitro, хранение 
ДНК и пыльцы. Стратегия сохранения in situ – под-

держание компонентов биологического разнообра-
зия на особо охраняемых природных терри ториях 
(ООПТ): заповедниках, заказниках, национальных 
парках, памятниках природы, и сохранение агробио-
разнообразия в условиях фермерских хозяйств (on 
farm) и на приусадебных участках. По следнее имеет 
важное значение для создания новых сортов сельско-
хозяйственных культур (Maxted et al., 2012). Между-
народным институтом генетических ресурсов расте-
ний (IPGRI) издано специальное пособие для внедре-
ния программы сохранения гене тического 
 разнообразия в условиях хозяйства (on farm) с целью 
вовлечения фермеров в национальные программы по 
сохранению биоразнообразия и селекции (Джарвис 
и др., 2002). Особое внимание уделяется сохранению 
in situ дикорастущих сородичей и родственных 
 видов культивируемых сортов, отличающихся боль-
шой вариабельностью и служащих генетическим 
резер вуаром для дальнейшей селекции (Dulloo et al., 
2010).
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Каждая из стратегий имеет определенные пре-
имущества и недостатки (Engels, Wood, 1999). Пре-
имущества сохранения ex situ заключаются в воз-
можности изучения биологии видов, ускоренного их 
использования в селекции, генетического контроля 
материала, несложного доступа к коллекции и отно-
сительной гарантии ее сохранности. Однако отделе-
ние генетического материала от его природного ок-
ружения в случае использования технологий ex situ 
останавливает эволюционные процессы, поэтому ис-
следователи отмечают динамичную природу сохра-
нения in situ и более статичную – ex situ (Engelmann, 
Engels, 2002).

Стратегии in situ позволяют сохранить как гене-
тический материал, так и процессы, дающие начало 
разнообразию. Однако использование этого подхода 
является эффективным, если сохраняемые популяции 
содержат большое число особей. В случае же фраг-
ментации местообитаний, сокращения числа особей 
в популяции происходит генетическая эрозия (Kra-
mer, Havens, 2009). Исследователи отмечают слож-
ность контроля за гермоплазмой в условиях in situ, 
проблематичность доступа к растениям, влияние 
природных факторов (наводнений, пожаров, засух), 
антропогенную нагрузку и др. (Engelmann, Engels, 
2002).

В последнее время разрабатываются интегриро-
ванные технологии, сочетающие элементы сохране-
ния in situ и ex situ (Burney D., Burney L., 2007; Volis, 
Blecher, 2010). Одна из таких технологий – inter-situ – 
предполагает реинтродукцию редких и исчезающих в 
естественные условия, где они произрастали ранее 

 согласно палеоэкологическим данным, но были унич-
тожены в результате антропогенной нагрузки на по-
пуляции (Burney D., Burney L., 2007). Однако, несмот-
ря на привлекательность и потенциальную пользу 
сохранения inter-situ, детальная методология подхода 
отсутствует (Husband, Campbell, 2004), что приводит 
к разнообразным трактовкам от сохранения “on farm” 
до реинтродукции и рекреации природных сообществ 
(Burney D., Burney L., 2007; Cochrane et al., 2007). Но-
вая комплементарная in situ–ex situ стратегия, предла-
гаемая С. Волисом и М. Блечером, названа авторами 
“квази” in situ (Volis, Blecher, 2010). По замыслу авто-
ров, предлагаемая стратегия должна служить мости-
ком, связывающим две базовые стратегии. Ими раз-
работана детальная концептуальная схема, вклю-
чающая пять важных этапов, от первичного анализа 
распределения редких видов в природе и репрезента-
тивного взятия образцов до заключительного этапа 
мониторинга успешности их реинтродукции в подхо-
дящие природные условия. Стратегия “квази” in situ 
может быть особенно успешна для уязвимых и редких 
видов, подвергаемых быстрой деструкции в природ-
ных местообитаниях, представленных небольшим 
числом популяций и произрастающих на территори-
ях вне заповедников, заказников или национальных 
парков. В отличие от “живых” коллекций, относящих-
ся к технологиям ex situ, эта стратегия позволяет со-
хранять растения на менее ограниченных простран-
ствах, в более подходящих природных условиях, в 
созданных самоподдерживающихся популяциях. К то-
му же затраты на поддержание коллекции невелики и 
касаются начальных этапов (Volis, Blecher, 2010).

ТЕХНОЛОГИИ IN VITRO КАК ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ОПЦИЯ В СТРАТЕГИИ СОХРАНЕНИЯ
БИОРАЗНООБРАЗИЯ РАСТЕНИЙ EX SITU

Сохранение биоразнообразия растений ex situ в 
настоящее время является самым эффективным и 
распространенным методом благодаря деятельнос-
ти ботанических садов (Андреев, Горбунов, 2003). 
В 148 странах мира на сегодня насчитывается более 
1800 ботанических садов и дендрариев, в коллекциях 
которых представлены более 80 тыс. видов, что со-
ставляет почти одну треть от общего количества со-
судистых растений. Помимо живых коллекций, око-
ло 10 % ботанических садов поддерживают коллекции 
семян и 2 % – коллекции in vitro (Engelmann, Engels, 
2002).

Возможности сохранения биоразнообразия в 
коллекциях ex situ связаны с отдельными стадиями 
жизненного цикла растений (семена, споры, пыльца) 
и их природной адаптацией длительно поддерживать 
жизнеспособность (Heywood, Iriondo, 2003). Создание 
банков семян является одним из наиболее эффектив-
ных и широко распространенных методов хранения 
гермоплазмы, обусловленным его простотой, сравни-
тельно низкой трудоемкостью и возможностью со-
держать большое количество образцов. До недавнего 

времени значительные усилия по созданию генбанков 
семян касались, в первую очередь сельскохозяйствен-
ных культур, включая злаки, бобовые и др. В итоге 
глобальных усилий в мировом масштабе было созда-
но свыше 1300 генбанков, поддерживающих пример-
но 6.1 млн образцов (FAO, 1996). Так как большинство 
семян пищевых растений относятся к ортодоксаль-
ным, т. е. могут быть обезвожены до низкого содержа-
ния влаги (от 3 до 7 % в зависимости от вида), они 
успешно хранятся длительное время при низких тем-
пературах (–18 °С) или в уcловиях криоконсервации 
(Roberts, 1973; Engelmann, 2011). Однако существуют 
другие виды растений, в том числе редкие и исчезаю-
щие, для которых хранение семян проблематично. 
Некоторые из них не продуцируют семян или имеют 
стерильные семена, поэтому размножаются вегета-
тивно. Другие формируют неортодоксальные или ре-
кальцитратные семена, для которых обезвоживание 
до уровня, необходимого для хранения при низких 
температурах, невозможно (Roberts, 1973). Их хранят 
во влажных, теплых условиях ограниченное время. 
Существует большая группа растений, формирующих 
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семена “промежуточного” типа (Ellis et al., 1991), тра-
диционным методом сохранения которых является 
создание полевых коллекций. Поскольку семена дико-
растущих видов мало исследованы, их рекомендуют 
хранить при 4 °С и содержании влаги 7–8 %. Согласно 
стандартам, разработанным IPGRI, последователь-
ность процедур при создании банка семян следую-
щая: сбор, подготовка семян, сушка, упаковка, хране-
ние, периодические испытания всхожести, регенера-
ция семян, повторное хранение и документация на 
каждом этапе деятельности (FAO/IPGRI, 1994).

Несмотря на большие преимущества банков се-
мян по сравнению с другими методами сохранения ex 
situ, следует отметить, что их содержание затратно из-
за высоких расходов на электроэнергию для холо-
дильных установок и на обслуживание (регулярное 
тестирование на всхожесть, регенерация семян и др.). 
К тому же существует риск полной или частичной по-
тери коллекций при воздействии экстремальных фак-
торов среды. Недавний пример: гибель почти полови-
ны банка семян в Японии из-за цунами в 2011 г. Как 
альтернатива в РФ рассматривается создание Феде-
рального криобанка семян культурных, редких и ис-
чезающих видов растений объемом более 100 тыс. 
сортообразцов, расположенного в толще многолет-
немерзлых пород Якутии со стабильными температу-
рами не выше –4 °С. По мнению ученых, затраты на 
хранение семян в таком криохранилище могут быть 
существенно снижены за счет оптимизации темпера-
турно-влажностных и газовых условий, отсутствия 
расходов на электроэнергию и др. (Кершенгольц и др., 
2008). 

Полевые генные банки или “живые” коллекции 
являются основной стратегией для охраны долгожи-
вущих многолетников, рекальцинтратных и вегета-
тивно размножающихся видов, особенно древесных. 
В некоторых случаях они служат единственным до-
ступным вариантом для сохранения зародышевой 
плазмы (Ramsay et al., 2000). Поскольку “живые” кол-
лекции создаются и поддерживаются главным обра-
зом в ботанических садах, где исследователи старают-
ся сохранять множество декоративных, лекарствен-
ных, пищевых видов растений, они характеризуются 
высоким межвидовым генетическим разнообразием 
и низким внутривидовым (Engelmann, Engels, 2002). 
Полевые банки служат основой для проведения мор-
фологических, биохимических, онтогенетических ис-
следований дикорастущих и культурных растений, 
широко используются в просветительских и образо-
вательных целях. Однако они чрезвычайно уязвимы 
из-за процессов случайного дрейфа генов, искус-
ственного отбора и накопления мутаций, заражения 
патогенами и поражения насекомыми (Hamilton, 
1994).

Некоторые редкие виды из-за их особых требова-
ний к условиям произрастания невозможно вырас-
тить в условиях интродукции (Семенова, 2007). Кро-

ме того, возможности обмена генофондом ограни-
чены из-за риска передачи болезней. Создание и 
хранение гермоплазмы в полевых генных банках вы-
соко затратны, требуют больших площадей, тщатель-
ного и своевременного ухода с использованием руч-
ного труда (Withers, Engels, 1990). 

Дополнительные коллекции ex situ – банки пыль-
цы и банки ДНК – вносят определенный вклад в со-
хранение биоразнообразия растений (см. рис. 1). Со-
хранение пыльцы может быть полезным для базовых 
коллекций видов, которые не продуцируют ортодок-
сальных семян. Сбор и хранение пыльцы чрезвычай-
но важны в селекционном процессе для проведения 
скрещиваний в определенное время, а также для кон-
троля опыления. Однако при этом способе хранения 
могут быть потеряны некоторые цитоплазматические 
гены. Поскольку информация о параметрах хранения 
пыльцы дикорастущих видов фрагментарна, этот ме-
тод используют главным образом для некоторых ди-
корастущих сородичей сельскохозяйственных сортов, 
для лекарственных и древесных видов (Eberhart et al., 
1991).

 Создание сети банков ДНК (ДНК-банка-Net) в 
дополнение к другим коллекциям ex situ является 
сравнительно новым способом хранения генетичес-
ких ресурсов в стабильном состоянии. Сохраняемые 
образцы ДНК идеальны для использования в двух 
 целях (Frankel et al., 1998). Это прежде всего удобный 
экспериментальный материал, готовый для проведе-
ния исследований, например, в молекулярной фило-
генетике и систематике таксонов, для оценки био-
разнообразия растений и введения новых генов в 
другие виды растений в селекционных целях и др. 
(Adams, 1997). В то же время это – своебразная “кап-
сула времени” для длительного и надежного хранения 
гермоплазмы, без затрат на регенерацию материала 
(Frankel et al., 1998). Однако использование допол-
нительной опции для сохранения редких и исчезаю-
щих видов невозможно, так как при хранении ДНК 
удается восстановить отдельные гены, а не геномы 
или целые растения, поэтому этот подход не может 
заменить другие технологии сохранения ex situ (бан-
ки семян, живые коллекции или коллекции in vitro) 
(Там же).

 Возможность создания банка культур in vitro для 
длительного хранения генофонда растений является 
важнейшим достижением биотехнологии (Новикова 
и др., 2008; Новикова, Дорогина, 2010; Fay, 1992; Ben-
son et al., 2000; Sarasan et al., 2006). В качестве объек-
тов используются: редкие или исчезающие виды рас-
тений; рекальцитратные виды, имеющие проблемы с 
семенным или вегетативным размножением; элитные 
генотипы растений или растения, полученные с по-
мощью генетической инженерии (Engelmann, 2011). 
Технологии in vitro позволяют одновременно достичь 
высокого уровня мультипликации растительного ма-
териала и освобождения от вирусных, бактериальных 
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и грибных заболеваний (Бутенко, 1999). Миниатюриза-
ция эксплантов значительно экономит рабочие про-
странства, затраты на труд для поддержания коллек-
ций. Протоколы микроразмножения, разработанные 
для нескольких тысяч растений, включая редкие и ис-
чезающие, служат основой для успешного введения в 
культуру, размножения и сохранения в банке культур 
in vitro новых образцов (Fay, 1992; George et al., 2008). 
Так, в коллекции Королевского ботанического сада 
(Кью, Великобритания) в банке in vitro поддерживает-
ся свыше 3 тыс. таксонов, большинство из которых 
редкие и исчезающие виды (Sarasan et al., 2006).

Согласно Е.Е. Бенсон, биотехнологические мето-
ды сохранения гермоплазмы должны быть интегри-
рованы как дополнительная опция в существующие 
программы по сохранению биоразнообразия (Benson, 
2002). На первом этапе оценивается необходимость 
сохранения того или иного таксона, срочность при-
нимаемых мер. Далее выбирается подходящая техно-
логия для сохранения с учетом стоимости затрат. На-
пример, если уже используется сохранение в банке 
семян, то замена на технологии сохранения in vitro не-
целесообразна. Биотехнологические подходы не 

должны вытеснять успешно работающие традицион-
ные технологии. Если выбранный таксон относится к 
объектам биотехнологии (см. выше), то оценивается 
пригодность того или иного подхода для его сохране-
ния, стоимость затрат, наличие опыта, необходимость 
долговременного хранения. Разработка эффективных 
протоколов размножения и сохранения таксонов поз-
воляет включать эти технологии в программы сохра-
нения ex situ на регулярной основе. Далее рассматри-
вается возможность расширения сферы применения 
разработанных методов к другим видам, сортам, гиб-
ридам и пр. Регулярно проводится оценка эффектив-
ности биотехнологического подхода по сравнению с 
другими методами сохранения ex situ и in situ (Benson, 
2002).

Хотя главным в понятии сохранения гермоплаз-
мы с помощью методов культуры ткани является “хра-
нение”, но это целый процесс, включающий ряд тех-
нологий: сбор материала с использованием методов 
in vitro, разработку методов микроразмножения, 
оценку генетической “чистоты” полученных регене-
рантов, поддержание клонов в условиях замедленно-
го роста или криоконсервации (Withers, 1995). 

Рис. 2. Включение технологий in vitro в сохранение биоразнообразия ex situ (по L.A. Withers, 1995, с модификациями).

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ТЕХНОЛОГИЙ IN VITRO
ДЛЯ СБОРА ЗАРОДЫШЕВОЙ ПЛАЗМЫ РЕДКИХ ВИДОВ И ВВЕДЕНИЯ В КУЛЬТУРУ

Сбор растительного материала является первым 
шагом в получении растительной зародышевой плаз-
мы растений (рис. 2). Технологии in vitro могут суще-
ственно увеличить эффективность сбора за счет спе-
циальных приемов инициации культуры ткани в по-
левых условиях (Pence, 2005). Поскольку в некоторых 
случаях в природных местообитаниях сохранилось 
лишь несколько особей редких видов, то сбор матери-

ала in vitro может быть менее инвазивным, чем изъ-
ятие целых растений из природных местообитаний. 
Кроме того, этот прием является эффективным для 
сбора большого количества образцов, когда семена 
или не созрели на момент экспедиции, или имеют на-
рушения в развитии (Reed et al., 2011). В теории, бла-
годаря тотипотентности растительных клеток, почти 
все клетки растений способны дать начало целому ор-
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ганизму под влиянием благоприятных факторов. По-
этому в качестве исходного материала для введения 
в культуру ткани могут быть использованы зиго-
тические эмбриоиды или вегетативные части расте-
ний, такие как почки, побеги, луковицы, листья и др. 
(Engelmann, 2011). 

Сложности сбора материала in vitro связаны с 
тем, что работы проводятся в полевых условиях и 
растительные объекты неизбежно подвергаются за-
ражению воздушной инфекцией. Освобождение от 
бактериальной и грибной инфекций является кри-
тическим фактором, влияющим на успешность этой 
технологии (Pence, Sandoval, 2002). Известно, что бак-
терии и грибы быстро развиваются как сапрофиты в 
культуральной среде, и поскольку их пищевые по-
требности в основном те же, что и у растений, то они 
конкурируют с растениями за питание, продуцируя 
фитотоксины, губительно действующие на раститель-
ные ткани и их рост. Разные факторы влияют на уро-
вень контаминации – возраст ткани (более зрелые 
ткани обычно наиболее заражены, чем молодые), ло-
ка лизация тканей (над или под землей) и загрязнен-
ность окружающей среды. Поверхностная стерили-
зация является первым шагом для получения асеп-
тических культур, который должен быть сделан на 
месте сбора или в лаборатории после того, как обра-
зец ткани помещен в среду для транспортировки. Для 
предотвращения бактериального или грибного зара-
жения в среду должны быть введены антибиотики и 
фунгициды. Список используемых препаратов приве-
ден в обзоре В.С. Пенса и Д.А. Сандовал (Pence, San-
doval, 2002). Однако следует учесть, что более пред-
почтительны короткие обработки антибиотиками 
(10 дней), чем длительное их применение при посто-
янном внесении в среды выращивания (Reed et al., 
1995). Загрязнение грибной инфекцией преодолева-
ется с помощью фунгицидов или при использова-
нии сред с высоким осмотическим давлением (Obeidy, 
Smith, 1990).

Успех введения в культуру in vitro во многом за-
висит от выбора подходящего экспланта и его разме-
ров, от эффективности стерилизации и последующего 
удаления стерилизующих веществ, от подбора пита-
тельных сред. Не менее важны физические факторы – 
свет, температура и влажность (Withers, 2002). Для 
успешного старта необходим поиск в литературе 
 протоколов введения в культуру родственных видов, 
так как количество исходного материала редких рас-
тений, как правило, ограниченно. Следует учитывать, 
что редкие и исчезающие виды могут иметь особые 
потребности в компонентах сред, поэтому необходи-
ма их модификация (Sarasan et al., 2006). 

Нередко барьером для успешной инициации 
культур является побурение тканей первичных экс-
плантов и сред за счет экссудации фенольных соеди-
нений из поверхности срезов. Для решения этой про-
блемы в состав сред вводят активированный уголь, 
поливинилпирролидон (ПВП), проводят предобра-
ботки эксплантов растворами антиоксидантов (ас-
корбиной кислотой, цистеином, нитратом серебра) 
или увеличивают частоту субкультивирования (Ben-
son et al., 2000; Panaia et al., 2000).

Одним из ключевых моментов является исполь-
зование растительного материала, идентифицирован-
ного специалистами-ботаниками. В паспортные дан-
ные необходимо внести информацию о месте сбора, 
включающую координаты GPS, фотографии зоны рас-
пространения и максимальные сведения о естествен-
ной среде (Reed et al., 2005). При возможности образ-
цы должны быть взяты из разных природных популя-
ций в количестве, достаточном для дальнейшей 
разработки протоколов сохранения in vitro (Ветчин-
кина и др., 2012). Паспортные данные образцов необ-
ходимы для формирования единого банка данных 
коллекций культур in vitro, что позволит не только ис-
пользовать полученные клоны для пополнения “жи-
вых” коллекций, но и включать их в программы меж-
дународного обмена (см. рис. 2).

СПЕЦИФИКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ИНСТРУМЕНТОВ РАЗМНОЖЕНИЯ
Следующий этап после успешной инициации 

культур in vitro – это индукция побегообразования 
и собственно размножение. Для некоторых редких 
видов, особенно это касается древесных, трудно сразу 
добиться максимального роста и размножения в 
культуре ткани. Для оптимизации стадии размноже-
ния используют различные питательные среды, под-
бирают концентрации и комбинации регуляторов 
роста, вводят в состав сред добавки. Культуры могут 
поддерживаться на агаризованных или в жидких пи-
тательных средах, в варьирующих условиях, завися-
щих от потребностей конкретных генотипов расте-
ний (Sarasan et al., 2006). 

Поскольку целью использования биотехнологий 
для редких или элитных генотипов является сохране-

ние гермоплазмы и поддержание ее в стабильном со-
стоянии, то после успешной инициации культур in 
vitro выбираются определенные методы микрораз-
множения, минимизирующие риск сомаклональных 
вариаций (Engelmann, 2011). К числу таких техноло-
гий относится прежде всего метод активации уже су-
ществующих в растении меристем (апекса стебля, па-
зушных почек), который в отличие от других типов 
микроразмножения считается надежным в плане ге-
нетической стабильности полученных регенерантов 
(Rani, Raina, 2000). Однако иногда микроклоны, полу-
ченые путем регенерации из апикальных или пазуш-
ных меристем, не идентичны материнским растениям. 
Это может быть связано с использованием регулято-
ров роста, особенно синтетических, других компо-
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нентов питательных сред или длительным субкульти-
вированием (Martin et al., 2006). К тому же для многих 
редких видов используются технологии регенерации 
через стадию каллусообразования (Sarasan et al., 
2006). Морфогистологические исследования позво-
ляют выявить пути морфогенеза в культуре in vitro 
(George et al., 2008). Обязательный этап работ по со-
хранению видов включает проверку генетической 
“чистоты” полученных регенерантов с помощью ана-
лиза фенотипов, проточной цитометрии, изофер-
ментных систем или молекулярных маркеров (RAPD, 
ISSR и др.) (Devarumath et al., 2002; Sarasan et al., 2006; 
Bhatia et al., 2011). 

Метод микроразмножения через апикальные 
 меристемы многие годы используется для элимина-
ции вирусов, которые могут присутствовать в тканях 
без каких-либо симптомов и передаваться при мас-

совом тиражировании (Faccioli, Marani, 1998). Техно-
логии базируются на неравномерном распределе-
нии вирусов в молодых тканях апексов побегов, при-
чем их концентрация значительно снижается в 
апикальной меристеме верхушки стебля, где клетки 
находят ся в состоянии постоянного деления (Wang, 
Valkonen, 2009). Поскольку, по мнению Б.В.В. Граут 
(Grout, 1990), только конус нарастания побега и пер-
вый  листовой примордий обычно свободны от ви-
русов, размеры изолируемой меристемы имеют ре-
шающее значение. Культивирование меристем в 
 комбинации с термотерапией дает положительные 
результаты, необходимые для массового размноже-
ния безвирусного материала, что существенно упро-
щает международный обмен гермоплазмой редких, 
исчезающих и ресурсных видов растений (Engelmann, 
2011).

ТЕХНОЛОГИИ ХРАНЕНИЯ КУЛЬТУР IN VITRO

Методические приемы, существующие на се-
годня, делятся на две группы. Одна из этих групп 
 основывается на хранении культур без нарушения 
процесса роста, тогда как вторая – на хранении ли-
бо при замедлении роста, либо при полной его ос-
тановке (криоконсервации) (см. рис. 2). Первый под-
ход является достаточно затратным, так как связан 
с частым субкультивированием растительного ма-
териала. 

Хранение в условиях замедленного роста позво-
ляет поддерживать биологический материал от не-
скольких месяцев до 2–3 лет без субкультивирования 
в зависимости от используемой технологии и вида 
растения (Cruz-Cruz et al., 2013). Замедление роста 
обычно достигается за счет модификации сред или 
условий культивирования. Модификации сред вклю-
чают разбавление минеральной основы, снижение 
содержания сахарозы, изменение концентраций или 
комбинаций регуляторов роста, добавление осмоти-
чески активных веществ (Engelmann, 2011). Из физи-
ческих факторов культивирования снижают темпера-
туру в комбинации с уменьшением интенсивности 
освещения, а иногда культуры хранят в полной тем-
ноте. Температуру при среднесрочном хранении 
обычно поддерживают от 4 °С до комнатной темпера-
туры (Tassy et al., 2006). Однако для тропических ви-
дов, чувствительных к низким температурам, исполь-
зуют диапазон от 15 до 20 °С и даже выше, поэтому 
для их поддержания без частых субкультивирований 
требуются модификации химического состава сред 
(Paunescu, 2009). Также на эффективность хранения в 
условиях замедленного роста влияют тип эксплантов, 
их физиологическое состояние, объем культуральных 
сосудов и др. По окончании периода хранения куль-
туры переносят на свежие среды, стимулируют их 
рост, а затем переводят в условия следующего цикла 
хранения (Engelmann, 2012).

Технологии хранения культур in vitro в условиях 
замедленного роста рутинно используются во многих 
лабораториях для увеличения интервалов между суб-
культивированиями, к тому же метод не требует до-
полнительного оборудования. Однако этот подход не 
решает главную проблему – высокую затратность тех-
нологий, к тому же возможен риск сомаклональных 
вариаций для некоторых видов (Blakesley et al., 1996).

Метод криоконсервации, позволяющий поддер-
живать живые клетки, ткани, культуры при ультра-
низких температурах (–196 °С), обеспечивает хране-
ние биологических материалов в течение длительного 
времени, так как при температуре жидкого азота 
 прекращаются метаболическая активность и деление 
клеток, поэтому в них не происходит генетических 
изменений. Кроме того, криоконсервация не требует 
больших помещений, образцы не подвергаются риску 
контаминации или ошибок оператора, что возможно 
при частых манипуляциях с растительным материа-
лом (Engelmann, 2004).

На сегодня криоконсервация считается един-
ственной приемлемой технологией для долговремен-
ного, надежного, низко затратного хранения различ-
ных категорий растительного материала, включая 
неортодоксальные семена, зиготические и соматичес-
кие эмбриоиды, суспензионные клетки, каллусы, про-
топласты, гаметы и меристемы (Engelmann, 2011). 
Специфика растительных клеток (большие размеры, 
значительная вакуолизация, высокое содержание 
воды, пластичность метаболизма), генетическая ва-
риабельность таксонов требуют различных техноло-
гических подходов, и протоколы для криоконсерва-
ции растительного материала не могут быть универ-
сальными, как в случае животных тканей и клеток. 

Во всех процессах криоконсервации удаление 
воды играет главную роль в предотвращении повреж-
дения материала кристаллами льда и поддержании 
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жизнеспособности растительного материала при по-
следующем оттаивании. Существуют два подхода к 
криоконсервации, которые различаются по физичес-
ким механизмам: классические процедуры криокон-
сервации, основанные на вызванном замораживани-
ем обезвоживании, и флэш-замораживание (витрифи-
кация), которая включает обезвоживание материала 
до его охлаждения (Gonzalez-Arnao et al., 2008).

Классические подходы включают криоконсерва-
цию с использованием различных криопротекторов в 
сочетании с предкультивированием на средах, содер-
жащих маннит, сорбит или аминокислоты (пролин, 
аланин, серин, аспаргин). Метод включает медленное 
охлаждение (0.5–2.0 °С/мин) до определенной темпе-
ратуры перед заморозкой (обычно около –40 °С) и 
быстрое погружение образцов в жидкий азот, хране-
ние, быстрое оттаивание и восстановление (Cruz-
Cruz et al., 2013). Эти технологии используют для 
 хранения недифференцированных каллусных или 
суспензионных клеток, апексов холодоустойчивых 
видов. 

Второй подход, основанный на витрификации, 
включает дегидратацию образцов перед охлаждением 
путем воздействия высококонцентрированным крио-
протекторным раствором и/или путем воздушной 
сушки, что препятствует формированию в дальней-
шем внутриклеточного льда. Витрификация – физи-
ческий процесс, определяемый как переход жидкой 
фазы в аморфное стеклоподобное состояние (Fahy et 
al., 1984). При этом подходе процедура дегидратации 
за счет охлаждения, характерная для классического 
подхода, исключена, и процесс постепенного пониже-
ния температуры заменен на ультрабыстрое охлажде-
ние подготовленных образцов. Протоколы, основан-
ные на витрификации, постоянно улучшаются. Так, 

разработана технология инкапсуляции–дегидратации 
для продуцирования искусственных семян: эксплан-
ты инкапсулируют в альгинатные шарики, подрастив 
их в жидкой среде, обогащенной сахарозой в течение 
1–7 дней, частично подсушивают в потоке воздуха в 
ламинаре или с помощью силикагеля и затем быстро 
погружают в жидкий азот. Этот подход дает стабиль-
ный положительный результат для долговременного 
хранения меристем многих видов (Gonzalez-Arnao et 
al., 2008), соматических зародышей хвойных (Engel-
mann 2011), ряда цитрусовых видов и сортов и др.

Оттаивание витрифицированной зародышевой 
плазмы после криоконсервации обычно выполняется 
в два этапа: первый медленный этап, как правило, при 
комнатной температуре, затем, для избежания появ-
ления льда, проводят быстрое согревание материала 
при температуре 45 °C (Benson et al., 2008). Для вос-
становления метаболической активности клеток и 
нормализации их водного баланса удаляют токсич-
ные криопротекторы с помощью специальных рас-
творов (Sakai et al., 1990). Поскольку процессы от-
таивания и регидратации могут сопровождаться 
всплеском активных форм кислорода, вызывающих 
повреждение белков, липидов и нуклеиновых кислот, 
то используют специальные обработки катодной во-
дой, растворами аскорбиновой кислоты, токоферола, 
обладающих высокой антиоксидантной активностью 
(Kaczmarczyk et al., 2012). 

В настоящее время имеется большое количество 
публикаций в научных журналах, например, в Cryo-
Letters, по криоконсервации меристематических и эм-
бриогенных тканей, спящих почек, протопластов и 
др., доказывающих перспективность подхода для со-
хранения генофонда многих редких и ресурсных ви-
дов растений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Использование биотехнологических подходов 
для сохранения биоразнообразия генетических ре-
сурсов растений не только развивается высокими 
темпами, но и имеет значительный потенциал на бу-
дущее. Успешность этих подходов обеспечивается 
 эффективным применением технологий in vitro в 
 процессах сбора материала, его освобождения от ин-
фекций, введения в культуру и микроразмножения, 
проведения оценки генетической чистоты получен-
ных регенерантов с помощью ДНК-маркеров и их 
хранения. Несомненный прогресс в настоящее вре-
мя отмечается в области криоконсервации как спосо-
бе долговременного хранения различных типов рас-
тительного материала (семян, меристем, эмбриоидов 
и др.). 

В каждом случае при выборе стратегии сохране-
ния in vitro конкретного таксона необходимо анали-

зировать его биологические особенности, оценивать 
возможности используемых подходов и их затрат-
ность. Привлечение широкого спектра методов сохра-
нения ex situ в ботанических садах, когда редкие и 
исчезающие таксоны сохраняются в дублирующих 
коллекциях (банке семян, живых коллекциях, банке 
культур in vitro), будет способствовать надежному со-
хранению генетических ресурсов.

Обмен информацией и материалом in vitro между 
биотехнологическими лабораториями ботанических 
садов и других исследовательских центров является 
важнейшим этапом успешной реализации программ 
по сохранению биоразнообразия растений.

Исследования выполнены при финансовой под-
держке Программы Президиума РАН № 30.3 “Сохра-
нение редких и исчезающих видов растений Сибири ex 
situ”.
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