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Аннотация. Лесные экосистемы играют решающую роль в сохранении и воспроизводстве генети-
ческих ресурсов лесных растений и биоразнообразия в целом. Однако в течение уже многих лет суще-
ствуют проблемы с поддержанием биоразнообразия в лесных экосистемах из-за различных негативных 
факторов природного и антропогенного происхождения: чрезмерная эксплуатация лесных ресурсов, 
различные катастрофические явления (пожары, наводнения, ураганы и т. д.). Эти негативные факторы 
вызывают изменения в структурах лесных экосистем, что приводит к уменьшению и потере определен-
ных генотипов растений и биоразнообразия. Одной из наиболее перспективных и эффективных тех-
нологий сохранения генетических ресурсов растений является криоконсервация. В статье приводятся 
сведения об особенностях различных методов криоконсервации: сушка, инкапсуляция-сушка, витрифи-
кация, инкапсуляция-витрификация и витрификация капель. Данные методы криоконсервации расти-
тельного материала играют важную роль в сохранении генетических ресурсов лесных растений, а также 
в предотвращении заражения растений патогенами, что очень важно для устойчивого лесопользования. 
Широкий спектр возможных направлений применения криоконсервации позволил добиться значитель-
ного прогресса в размножении различных видов лесных растений. Особенно там, где важно сохранить 
определенные генотипы растений или семена, не выдерживающие сушку, а также семена, трудно про-
растающие после длительного хранения. Технология криоконсервации способна значительно упростить 
задачу сохранения генетических ресурсов лесных растений, что позволит эффективно решать проблемы 
сокращения биоразнообразия лесов. Однако использование потенциала такой технологии требует инве-
стиций в исследования и разработки, человеческий капитал, инфраструктуру и потоки знаний. Целью 
данной статьи является обзор зарубежной литературы по вопросу криоконсервации.
Ключевые слова: криоконсервация, технология, биоразнообразие, генетические ресурсы, лесные 
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Abstract. Forest ecosystems play a crucial role in the conservation and reproduction of genetic resources 
of forest plants and biodiversity in general. However, for many years there have been problems with 
maintaining biodiversity in forest ecosystems due to various negative factors of natural and anthropogenic 
sorigin: overexploitation of forest resources, various catastrophic phenomena (fi res, fl oods, hurricanes, etc.). 
These negative factors cause changes in the structures of forest ecosystems, which leads to a decrease and 
loss of certain plant genotypes and biodiversity. Cryopreservation is one of the most promising and effective 
technologies for the conservation of plant genetic resources. The article provides information about the features 
of various cryopreservation methods: drying, encapsulation-drying, vitrifi cation, encapsulation-vitrifi cation and 
vitrifi cation of droplets. These methods of cryopreservation of plant material play an important role in preserving 
the genetic resources of forest plants, as well as in preventing infection of plants with pathogens, which is very 
important for sustainable forest management. A wide range of possible applications of cryopreservation has 
made it possible to achieve signifi cant progress in the reproduction of various types of forest plants. Especially 
where it is important to preserve certain plant genotypes or seeds that cannot withstand drying, as well as seeds 
that are diffi cult to germinate after long-term storage. Cryopreservation technology can signifi cantly simplify 
the task of preserving the genetic resources of forest plants, which will contribute to an effective solution to 
the problem of reducing forest biodiversity. However, harnessing the potential of such technology requires 
investments in research and development, human capital, infrastructure and knowledge fl ows. The purpose of 
this article is to review foreign literature on cryopreservation.
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Введение
Известно, что из-за обезлесе-

ния около 21 % от общего чис-
ла видов растений (примерно 
390  900 видов) на земле нахо-
дятся под угрозой исчезновения 
главным образом из-за индустри-
ализации, урбанизации, засоле-
ния почв и потепления климата 
(Thorn, 2016). Очевидно, что во-
прос о сохранении биоразнообра-
зия лесов стоит довольно остро. 
При этом подходы для сохране-
ния генетических ресурсов могут 

быть разными. Виды растений, 
размножающиеся семенами, мо-
гут быть сохранены в банках 
семян (Seed yield and protein…, 
2017), в то время как виды, раз-
множающиеся вегетативно, мож-
но сохранить в полевых коллек-
циях ex situ (вне их естественных 
мест обитания) (Strategies and 
priorities…, 2017). Полевые кол-
лекции, как один из старейших 
и наиболее важных подходов 
к сохранению генетических ре-
сурсов лесных растений, име-

ют ряд ограничений, например 
зависимость от климатических 
условий, необходимость защиты 
коллекций от вредителей и болез-
ней, потребность в больших пло-
щадях земель и высоких затратах 
на их обслуживание (Engelmann, 
1997; Panis, Lambardi, 2006; 
Hä ggman et. al., 2008). Из-за та-
ких ограничений возможность 
сохранения генетических ресур-
сов лесных древесных растений 
довольно затруднена, а созда-
ние надежных условий для их 
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сохранения является актуаль-
ной проблемой (Engelmann, 
Engels, 2002; Uosukainen et. al., 
2007). Хранение in vitro (в про-
бирке) при низких температурах 
(4–10  °C) может быть рассмо-
трено для среднесрочного сохра-
нения генетических ресурсов, 
обычно до одного года. Однако 
эта стратегия отнимает много 
времени и сопряжена с риском 
потери хранящихся материалов 
из-за загрязнения и человеческой 
ошибки (In vitro technology…, 
2016). В то же время хранение 
семян с применением техноло-
гии криоконсервации является 
одним из передовых и иннова-
ционных методов, поскольку 
обеспечивает организованный 
и благоприятный способ со-
хранения зародышевой плазмы 
растений (Linington, Pritchard, 
2001). С середины двадцатого 
века было успешно предприня-
то несколько новаторских по-
пыток сохранить генетические 
ресурсы древесных пород рода 
Pinus путем воздействия на се-
мена или их части сверхнизкими 
температурами (Engstrom, 1966). 
Также имеются сведения об эф-
фективном и успешном приме-
нении протоколов криоконсер-
вации для семян таких растений, 
как Myracrodruon urundeuva А. 
(Medeiros, Cavallari, 1992), Bletilla 
striata (Cryopreservation…, 
2005), Fraxinus excelsior L. 
(Chmielarz, 2009a), Prunus 
avium L. (Chmielarz, 2009 b), 
Betula pendula R. (Chmielarz, 
2010), Salix sp. и Populus sp. 
(Systematic overestimation…, 
2013), Mimusops sp. (Differential 
responses…, 2013), Parkia sp. 

(Sinniah, Gantait, 2013) и Populus 
nigra L. (Desiccation tolerance…, 
2015). Различные методы крио-
консервации для многих видов 
растений продолжают разви-
ваться в сторону защиты поса-
дочного материала; повышения 
плодородия и предотвращения 
истощения почвы за счет сниже-
ния химического стресса, а также 
улучшения почвенной микробио-
ты и сокращения отходов.

Криоконсервация
Криоконсервация основана 

на хранении образцов биоло-
гического посадочного матери-
ала при сверхнизких темпера-
турах, обычно в жидком азоте 
(LN, –196 °C), где все клеточные 
деления и метаболические про-
цессы становятся неактивными. 
Криоконсервация была признана 
идеальным методом надежного 
и экономически эффективного 
сохранения зародышевой плаз-
мы различных видов растений 
в течение длительного периода 
времени без каких-либо измене-
ний (Panis, Lambardi, 2006; Tsai, 
Hubscher, 2004; Benson, 2008; 
Potential applications…, 2014). 
По сравнению с традиционны-
ми методами криоконсервация 
требует минимального объема 
и ограниченного обслуживания 
хранящегося материала и сни-
жает риск множества небольших 
генетических мутаций, а также 
является относительно дешевой 
технологией (Panis, Lambardi, 
2006; Benson, 2008; Potential 
applications…, 2014; Harding, 
2004).
Недавнее исследование, про-

веденное Garcia-Mendiguren 

с соавторами (Environmental 
Conditions…, 2016) для сосны 
лучистой (Pinus radiata D. Don), 
показало, что более низкая тем-
пература инициации (18  °C) 
способствует процессу  сомати-
ческого эмбриогенеза (SE) по 
сравнению с таковой для культур, 
инкубированных при 28  °C, что 
указывает на то, что стадия ини-
циации имеет долгосрочный эф-
фект эмбриогенеза у этого вида. 
Скорость инициирования была 
самой высокой при 18  °C (17 %) 
и не отличалась от контрольно-
го варианта при 23  °C (13 %), 
но была значительно ниже при 
28  °C (4 %). Пролиферация эм-
бриональных масс, начавшаяся 
при 18 и 23  °C (54 %), была выше 
по сравнению с 28  °C (15 %). Бо-
лее того, самый высокий процент 
эмбриогенных клеточных линий 
был получен при этих более низ-
ких температурах по сравнению 
с 28  °C. Ранее Montalbán с соавто-
рами (Cold Storage…, 2015) про-
демонстрировали, что хранение 
колбочек в холодильнике более 
1 мес. увеличивает частоту ини-
циации соматического эмбриоге-
неза (SE). Gao с соавторами (Key 
Techniques…, 2000) доказали, что 
успех стадии индукции у некото-
рых видов сосны также зависит 
от происхождения семейства и 
даты сбора эксплантов.
В настоящее время криокон-

сервация применима для хране-
ния водорослей, мохообразных, 
папоротников, дедифференци-
рованных клеточных культур, 
эмбриогенных культур, выре-
занных эмбрионов и эмбрио-
нальных осей, спящих почек, 
меристем и кончиков побегов, 
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кончиков корней, пыльцы 
и семян (Benson, 2008; Reed, 
2008). Организованные расти-
тельные ткани, такие как ве-
точки, спящие почки или про-
ростки, размноженные in vitro 
(в пробирке), разрастающиеся 
скопления меристем, верху-
шечные и пазушные кончики 
побегов, кончики побегов, узлы 
и почки, обычно предпочти-
тельны при криоконсервации 
вегетативно размноженных рас-
тений (Cryopreservation…, 2007; 
Technical Guidelines…, 2004). 
Криоконсервация спящих почек 
была принята в качестве метода 
криоконсервации плодовых де-
ревьев в холодном климате, где 
можно использовать естествен-
ное закаливание почек от холода. 
В Северной Америке был разра-
ботан стандартный протокол для 
спящих почек яблони и внедрен 
в больших масштабах в услови-
ях холодного континентального 
климата в Отделе генетических 
ресурсов растений в штате Фло-
рида, США (Cryopreservation…, 
2004). Этот метод оказался при-
менимым также к сортам, вы-
ращенным в более мягком дат-
ском морском зимнем климате 
(Toldam-Andersen, et. al., 2007).
Целью процедур криоконсер-

вации является удаление замер-
зающей воды из тканей путем 
физического или осмотического 
обезвоживания с последующим 
сверхбыстрым замораживани-
ем. Наиболее распространенны-
ми криозащитными веществами 
являются диметилсульфоксид 
(DMSO), полиэтиленгликоль 
(PEG), сахароза, сорбит и маннит. 
Эти вещества обладают осмо-

тическим эффектом и способны 
проникать в клетки и защищать 
целостность клеток во время 
криоконсервации (Rajasekharan, 
2006).

Экспланты 
для криоконсервации

Способность биологических 
материалов лесных деревьев 
выдерживать криоконсервацию 
зависит от их физических и био-
логических особенностей. Наи-
более часто используемыми для 
криоконсервации тканями яв-
ляются кончики побегов (апи-
кальная меристема побега). Та-
кой эксплант обычно размером 
0,5–2,0 мм, имеет верхушечную 
почку и 5–6 зачатков листьев 
(LPs) (Potential applications…, 
2014). Почки растений также 
могут служить в качестве экс-
планта, они содержат меристе-
му побега и более старые ткани. 
Размер такого экспланта состав-
ляет 2,0–10,0 мм, что значитель-
но больше, чем размер кончи-
ков побегов. Кончики побегов 
и почки предпочтительны для 
использования при сохранении 
генетических ресурсов вегета-
тивно размножаемых растений, 
поскольку они генетически более 
стабильны, чем другие эксплан-
ты, такие как клетки и эмбрио-
генные ткани (Tsai, Hubscher, 
2004; Potential applications…, 
2014). Использование кончиков 
побегов и соматических эмбрио-
нов требует систем культивиро-
вания тканей с установленными 
режимами микроразмножения 
(In vitro technology…, 2016; 
Bell, Reed, 2002; Ex situ conser-
vation…, 2002; Conservation in 

vitro…, 2006). Некоторые гене-
тические ресурсы, воспроизво-
димые путем клонирования, со-
храняются in vitro (в пробирке) 
и могут быть использованы для 
криоконсервации (Reed et. al., 
2013).
Растительная ткань от здо-

ровых растений должна быть 
отобрана для криоконсервации, 
чтобы выжить после процедуры. 
Маленькие, молодые, богатые 
цитоплазмой меристематические 
клетки, как правило, выжива-
ют лучше, чем более крупные, 
сильно вакуолизированные клет-
ки. Предварительное культиви-
рование или предварительный 
рост включает культивирование 
зародышевой плазмы на среде, 
дополненной криопротекторами, 
такими как сахароза или глюкоза, 
перед воздействием жидкого азо-
та. Во время предварительного 
культивирования генетические 
ресурсы растений упаковывают 
в криотрубку и добавляют кри-
опротекторы. Упакованные об-
разцы постепенно охлаждают от 
–20 до –100 °C с помощью про-
граммируемой морозильной 
камеры или этанольных ванн. 
Частичное обезвоживание тка-
ней может быть достигнуто с по-
мощью осмотически активно-
го соединения для повышения 
устойчивости растений к стрес-
су. После замораживания образ-
цов до заданной температуры 
замерзания их погружают в жид-
кий азот (LN). Замороженные 
клетки/ткани хранят при темпе-
ратуре от –70 до –196 °C. Дли-
тельное хранение лучше все-
го проводить при температуре 
–196 °C (Daisuke, 2012).
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Методы криоконсервации
Современные методы криокон-

сервации включают клеточную 
дегидратацию. Эту процедуру 
проводят непосредственно перед 
введением эксплантов в интен-
сивный криозащитный раствор 
и/или их сушат на воздухе до тех 
пор, пока большая часть заморо-
женного льда не будет удалена из 
клеток, что приводит к витрифи-
кации и отделению воды и таким 
образом предотвращает образо-
вание внутриклеточного льда. 
Как правило, стадия обезвожи-
вания проводится путем прямого 
погружения эксплантов в жидкий 
азот (LN). Этот метод больше 
подходит для составных органов, 
таких как кончики побегов, эм-
брионы или эмбриональные оси. 
Это особенно важно для крио-
консервации зародышевой плаз-
мы деревьев тропических лесов, 
которую применяют в тропиче-
ских странах, при условии нали-
чия основных средств для куль-
тивирования тканей и надежного 
источника жидкого азота (LN). 
Как правило, практикуются пять 
специфических методов крио-
консервации, а именно сушка, 
инкапсуляция-сушка, витрифи-
кация, инкапсуляция-витрифика-
ция и витрификация капель.
Сушка. Удаление избытка 

воды из биологической ткани 
перед обработкой называется 
сушкой, или обезвоживанием. 
Избыток свободной воды вы-
зывает образование кристаллов 
льда. Таким образом, избегая 
вредного образования кристал-
лов льда, соблюдают процедуру 
сушки (Sinniah, Gantait, 2013). 
Для достижения наилучших ре-

зультатов обезвоживания можно 
использовать различные мето-
ды, включая выдерживание об-
разцов в течение определенных 
периодов времени в стерильном 
потоке воздуха (из камеры с ла-
минарным воздушным потоком), 
эксикаторах, силикагеле или су-
шильных растворах. Чаще всего 
ткани растений сушат стериль-
ным потоком воздуха в шкафу 
с ламинарным потоком воздуха. 
В то же время отсутствует кон-
троль за температурой и влажно-
стью воздуха, что существенно 
влияет на скорость испарения. 
Способ сушки на воздухе облада-
ет большей воспроизводимостью 
благодаря использованию фик-
сированного количества силика-
геля, содержащегося в закрытых 
флаконах (Uragami et. al., 1990).
Инкапсуляция-сушка. Ин-

капсуляция-сушка, или инкапсу-
ляция-обезвоживание, представ-
ляет собой комбинацию двух 
подходов: методов инкапсуля-
ции и обезвоживания (Cryopre-
servation of oil…, 2020). Это очень 
эффективный метод криокон-
сервации, разработанный Fabre 
и Dereuddre (Fabre, Dereuddre, 
1990). В этом способе экспланта-
ты сначала предварительно куль-
тивируют в среде, содержащей 
сахарозу, затем инкапсулируют 
альгинатом кальция, а затем об-
рабатывают концентрированным 
раствором сахарозы. Затем ин-
капсулированные образцы обез-
воживают в камере с ламинар-
ным потоком или в эксикаторах 
с последующим охлаждением 
в жидком азоте (LN) для ультра-
замораживания (Johnson, 2002). 
Существует несколько критиче-

ских факторов, определяющих 
рост и выживаемость растений 
после криоконсервации, а имен-
но продолжительность сушки, 
скорость и тип осмозащитных 
агентов.
Витрификация. Это наибо-

лее часто используемый метод 
криоконсервации, и его также 
называют методом предотвраще-
ния замерзания, или стекловани-
ем. Перед непосредственным 
воздействием на ткани растений 
образцы обрабатывают высоко-
концентрированными криопро-
текторами. При очень низких 
температурах высококонцентри-
рованные водные криопротекто-
ры становятся вязкими, так что 
они затвердевают в стекловид-
но-аморфное состояние без об-
разования каких-либо кристал-
лов льда (Sinniah, Gantait, 2013; 
Tapiwa, 2019). Основной прин-
цип витрификации заключается 
в том, что она защищает клет-
ки от внутренних повреждений 
из-за образования льда и устра-
няет замерзание воды путем 
осмотического обезвоживания 
или физического процесса, по-
скольку клетки обрабатывают-
ся высококонцентрированными 
криопротекторами с последую-
щим сверхбыстрым заморажи-
ванием (Kaviani, 2011; Effect of 
loading…, 2012). Прямое по-
гружение биологического мате-
риала в LN вместо медленного 
охлаждения материалов (двух-
ступенчатое замораживание) 
способствует достижению наи-
лучших результатов. Другими 
словами, экспланты подверга-
ются воздействию чрезвычай-
но высококонцентрированных 



 № 4 (83), 2022 г.            Леса России и хозяйство в них                                    61

криопротекторов и быстро по-
гружаются в жидкий азот (LN) 
(Sakai, Engelmann, 2007).
Инкапсуляция-витрифика-

ция. Это процесс, включающий 
как методы инкапсуляции, так 
и витрификации. В этом мето-
де эксплантаты инкапсулируют 
шариками альгината кальция, 
а затем выполняют тот же про-
токол витрификации. Этот метод 
менее вреден для эксплантов, 
чем витрификация, поскольку 
инкапсулированные экспланты 
не вступают в прямой контакт 
с растворами для витрификации. 
Широкий спектр видов растений, 
принадлежащих к различным 
родам, положительно отреаги-
ровали на этот метод с момента 
открытия этого метода (Sakai 
et al., 2008). Silayoi (2001) сооб-
щил, что инкапсулированные ме-
ристемы, высушенные в каплях 
раствора для витрификации рас-
тений (PVS) при 25  °C в течение 
25 мин, привели к самой высо-
кой регенерации и пролифера-
ции побегов (85 %).
Витрификация капель. Ви-

трификация капель аналогична 
процессу витрификации; однако 
в случае первого метода протокол 
погружения в раствор отличает-
ся (Improved cryopreservation…, 
2015). В этом методе перед по-
гружением в жидкий азот (LN) 
отдельные эксплантаты поме-
щают на алюминиевую фольгу 
и к каждому экспланту добавля-
ют капли раствора для витрифи-
кации растений (PVS). Этот спо-
соб позволяет получить очень 
высокие скорости охлаждения 
при замораживании и очень 
высокие температуры нагрева 

при оттаивании, поскольку экс-
плант помещают в минималь-
ное количество криозащитной 
среды (Sakai, Engelmann, 2007; 
Cryoconservation methods…, 
2017).

Восстановление 
растительных материалов 
после криоконсервации

Восстановление для сохра-
нения генетических ресур-
сов растений становится важ-
ной формой оценки во время 
посткриоконсервации заро-
дышевой плазмы растений 
(Cryopreservation of forest…, 
2016). Скорость экстракции за-
висит от выбора растительно-
го материала, предварительной 
обработки, воздействия жид-
кого азота (LN) и надлежащего 
размораживания растительного 
материала после обработки жид-
ким азотом (LN). Криогенные 
процедуры включают в себя не 
только замораживание в жид-
ком азоте (LN), но и другие эта-
пы, такие как предварительное 
культивирование и обезвожива-
ние. Все эти стадии вызывают 
серьезные нагрузки на образцы 
и могут привести к генетичес-
ким вариациям в регенерантах, 
извлеченных из криоконсер-
вации (Harding, 2004; Benson, 
2008). Оценка генетической 
стабильности с использовани-
ем простых повторов последо-
вательностей (SSR) в растениях 
Picea abies, полученных после 
витрификации на основе рас-
твора для витрификации расте-
ний (PVS), не выявила никаких 
полиморфных полос по срав-
нению с таковыми на контроле, 

который не подвергался крио-
консервации (Survival and genetic 
stability…, 2013). Fernandes и др. 
(Cryopreservation of Quercus…, 
2008) сообщили, что SSR не вы-
явил полиморфных полос в реге-
нерантах, полученных из крио-
консервированных соматических 
эмбрионов путем инкапсуляци-
и-дегидратации у Quercus suber, 
но некоторые незначительные 
вариации генетической стабиль-
ности были обнаружены с по-
мощью проточной цитометрии 
(FCM) и полиморфизма длины 
амплифицированного фрагмента 
(AFLP). Эти различия были вы-
званы степенью обезвоживания, 
и их можно было бы избежать, 
если бы образцы были обезво-
жены до 35 % содержания воды, 
но не до 25 % (Cryopreservation 
of Quercus…, 2008). Следователь-
но, необходимо оценить гене-
тическую стабильность регене-
рантов, полученных в результате 
криогенных процессов (Harding, 
2004; Benson, 2008; Potential 
applications…, 2014).
Использование растительных 

тканей, таких как кончики побе-
гов, для криоконсервации может 
значительно поддерживать ге-
нетическую стабильность у ре-
генерантов после криоконсерва-
ции, в то время как тщательные 
манипуляции с растениями, 
подлежащими криоконсерва-
ции, могут помочь сохранить их 
генетическую стабильность по-
сле криоконсервации у лесных 
деревьев (Tsai, Hubscher, 2004; 
Harding, 2004; Benson, 2008; 
Potential applications…, 2014; 
Cryopreservation as a tool…, 
2009).
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Заключение
Достижения в области науки и 

техники имеют решающее значе-
ние для устойчивого управления 
лесным хозяйством, чтобы удов-
летворить потребности растуще-

го населения во всем мире. Се-
годня в лесном хозяйстве активно 
идет внедрение инновационных 
технологий, благодаря которым 
уже достигнут значительный 
прогресс. Однако использование 

потенциала такой технологии 
требует инвестиций в исследова-
ния и разработки, человеческий 
капитал, инфраструктуру и пото-
ки знаний.
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