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Сохранение лесных генетических ресурсов 
является актуальной проблемой современности. 
В этой связи ФАО (FAO, Food and Agriculture 
Organization) призывает все страны к расшире-
нию исследований по сохранению и устойчи-
вому управлению мировыми лесными генети-
ческими ресурсами, которые в последние годы 
подвергаются все возрастающему давлению со 
стороны антропогенных, климатических и дру-

гих факторов1. Генетическое разнообразие лес-
ных древесных растений имеет большое биоло-
гическое значение, в частности, для повышения 
их устойчивости и адаптационной способности, 
и в практической деятельности ‒ для селекции и 
улучшения качества лесных видов. Международ-
ный институт генетических ресурсов растений2 

координирует работу научных центров по сохра-
нению культур.

Список сокращений: ½ MS – среда Мурасиге-Скуга с половинным содержанием макро-солей; 6-БАП – 6-бензиламинопурин.
1Состояние лесных генетических ресурсов в мире. Комиссия по генетическим ресурсам растений для производства продо- 
 вольствия и ведения сельского хозяйства, CGRFA/WG-FGR-1/11/2 / ФАО, 2014. http://www.fao.org/3/a-i3827r.pdf
2International Plant Genetic Resources Institute. Global Strategy for Plant Conservation http://www.bgci.org.uk/files/7/0/global_strategy.pdf
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Описана технология долгосрочного хранения in vitro (не менее 27 лет) ценных генотипов березы 
в стандартных условиях культивирования (25 °С, 2,0 клк, 16 ч день/8 ч ночь) и при пониженной 
положительной температуре (+4 °С, 0,5 клк, 6 ч день/18 ч ночь) с использованием питательных 
сред без гормонов. Впервые исследовано влияние условий хранения коллекционных клонов Betula 
pubescens и B. pendula var. сarelica (на примере шести генотипов) на регенерационную способность 
коллекционных образцов, адаптивный потенциал растений-регенерантов и на рост посадочного 
материала in vitro и ex vitro. Установлено, что оба режима хранения обеспечивают стабильно 
высокую выживаемость культур (82‒100%), регенерационную способность (коэффициент 
мультипликации 4,2‒6,3, ризогенная активность 90‒100%) микрочеренков in vitro. Отмечено 
сохранение особенностей роста клонов в высоту в условиях in vitro и ex vitro, их внутриклоновая 
однородность по росту, отсутствие признаков сомаклональной изменчивости. На этапах 
мультипликации и перевода растений в теплицу выявлены значительные межвидовые различия. 
Наиболее высокий процент адаптированных растений (75‒98% в зависимости от генотипа клона) 
получен при прямой высадке микрорастений в теплицу, которая упрощает технологию и делает ее 
менее затратной при выращивании посадочного материала. 
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К современным технологиям сохранения 
(консервации ex situ) и воспроизводства носите-
лей ценного генофонда относится лесная биотех-
нология, которая нашла широкое применение во 
всем мире, в том числе в России [1‒6], и поддер-
живается рядом программных документов Рос-
сийской Федерации3. В плане мероприятий на 
2018‒2020 гг. «Развитие биотехнологий и ген-
ной инженерии»4 (дорожная карта) особое внима-
ние уделяется созданию коллекций in vitro лесных 
древесных растений. Формирование биоколлек-
ций базируется на завершенных технологиях кло-
нального микроразмножения и осуществляется с 
помощью различных подходов. Образцы (изоли-
рованные клетки, ткани, отдельные органы, ми-
кропобеги или микрорастения) могут храниться в 
виде нормально растущей коллекции, в условиях 
замедленного роста при пониженной температу-
ре, с добавлением в питательную среду веществ, 
лимитирующих ростовые процессы или при пол-
ной остановке роста (криосохранение). 

Такие коллекции формируют также с целью 
воспроизводства (ускоренного массового клони-
рования in vitro и получения посадочного мате-
риала) экономически ценных и уникальных ге-
нотипов; проведения методических, прикладных 
и фундаментальных исследований в области лес-
ной генетики, селекции и биотехнологии.

Одна из первых в России коллекция in vitro 
клонов ценных генотипов лесных древесных рас-
тений начала формироваться нами (в виде ми-
крорастений) в 1991 г. К настоящему времени 
она включает >60 клонов быстрорастущих, про-
дуктивных, устойчивых и декоративных гибри-
дов, сортов и полиплоидов березы, тополя, оси-
ны и ивы [7‒9]. Длительность хранения образцов 
в коллекции – от 4 до 27 лет. Большинство из них 
трудно размножаются обычным черенкованием, а 
отдельные генотипы по разным причинам уже от-
сутствуют в природе. Ежегодно коллекция попол-
няется новыми клонами с расширением видового 
и породного состава. В 2014 г. коллекция получи-
ла официальный статус, а в 2018 г. была зареги-
стрирована на сайте «Научно-технологическая 
инфраструктура Российской Федерации» (http://
ckp-rf.ru/usu/569228/). Кроме того, на базе ФГБУ 
«ВНИИЛГИСбиотех» в 2013 г. создан «Центр 

лесных биотехнологий», одна из основных за-
дач которого – поддержка работ, направленных 
на сохранение лесных генетических ресурсов, в 
том числе селекционных достижений (http://www.
vniilgisbiotech.ru).

Коллекции клонов in vitro элитных генотипов 
лесных древесных растений позднее были созда-
ны и в других институтах России [10‒12].

Несмотря на значительные успехи в этой об-
ласти, еще недостаточно изучено влияние усло-
вий хранения in vitro живой коллекции лесных 
древесных растений на регенерационную способ-
ность коллекционных образцов, адаптивный по-
тенциал растений-регенерантов при переводе их в 
нестерильные условия (ex vitro) после длительно-
го хранения. Изучение этого вопроса очень важно 
для разработки эффективной технологии долго-
срочного сохранения коллекции различных гено-
типов in vitro, пригодной для выращивания поса-
дочного материала и создания лесных культур це-
левого назначения.

Цель настоящего исследования ‒ оценка влия-
ния способа хранения in vitro коллекционных об-
разцов клонов ценных генотипов березы на их ре-
генерационную способность, адаптивный потен-
циал in vitro и ex vitro.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Растительный материал 
Исходным материалом для проведения опы-

тов in vitro служили береза пушистая (Betula pu-
bescens Ehrh.) и береза карельская (Betula pendu-
la Roth var. carelica (Mercklin) Hämet-Ahti). Выбор 
объектов обусловлен тем, что отобранные кло-
ны березы пушистой (2пш, 3пш, 6пш) отличают-
ся быстрым ростом и высокой продуктивностью, 
а клоны карельской березы (Ia, 18к, Ап) – деко-
ративной узорчатой текстурой древесины. Кроме 
того, карельская береза, являющаяся разновид-
ностью березы повислой (Betula pendula Roth), в 
настоящее время находится на грани исчезнове-
ния, поэтому проблема сохранения ее генетиче-
ских ресурсов, а также вегетативного размноже-
ния наиболее ценных форм стоит особенно остро 
[10, 13, 14].

3Комплексная программа «Развитие биотехнологий в Российской Федерации на период до 2020 года» (БИО 2020). Поста- 
 новление Правительства РФ №1853п-П8 от 24 апреля 2012 г. http://economy.gov.ru/wps/wcm/connect/2c9d7d804b0988f09b2a9b 
 a338dd8a95/biotechdevelopcomprog_2020.pdf?MOD=AJPERES&CACHEID=2c9d7d804b0988f09b2a9ba338dd8a95
4План мероприятий («дорожная карта») «Развитие биотехнологий и генной инженерии». Распоряжение Правительства РФ 
 №337-р от 28 февраля 2018 г. http://static.government.ru/media/files/v6MiUgQdmSRpmUebtv8Aqzk2KdmZ76CI.pdf
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ТЕХНОЛОГИЯ ДОЛГОСРОЧНОГО ХРАНЕНИЯ В КУЛЬТУРЕ in vitro

Получение клонов in vitro, их длительное 
хранение и микроразмножение

Экспланты исходных взрослых деревьев 
(35‒40 лет) были однократно, но в разные годы 
введены в культуру in vitro. Из них, по разрабо-
танной методике [7, 8], регенерировали растения, 
которые затем длительно поддерживали in vitro в 
различных климатических режимах.

В работе использовали по 20‒30 регенеран-
тов для каждого из шести клонов березы, поддер-
живаемые в составе коллекции in vitro двумя спо-
собами: в стандартных условиях культивирова-
ния (при температуре 25±2 °С, фотопериоде 16 ч 
день/8 ч ночь, освещенности 2,0 клк) и при по-
ниженной положительной температуре (+4±1 °С), 
слабой освещенности (0,5 клк), коротком фотопе-
риоде (6 ч день/18 ч ночь). Длительность хране-
ния in vitro клонов составила 4 года (2пш, 3пш, 
6пш), 20 лет (Ап) и 27 лет (Ia, 18к).

Регенерацию растений в культуре in vitro осу-
ществляли путем прямой выгонки пазушных по-
бегов из одноузловых стеблевых сегментов или 
через каллусные культуры (для клонов Iа и 18к 
березы карельской). В обоих случаях в качестве 
индуктора морфогенеза использовали 6-бензила-
минопурин (6-БАП) в концентрации 0,5‒1 мг/л. 
Инициацию развития пазушных побегов осу-
ществляли на питательной среде MS [15] с до-
бавлением 0,7% агара (AppliChem, США), 2% са-
харозы (Panreac, Испания), 5 мг/л глицина (Век-
тон, Россия), 10 мг/л глутамина (Acros Organics, 
США), 100 мг/л мезо-инозита (Panreac, Испания), 
2 мг/л тиамина, 0,5 мг/л аскорбиновой кислоты, 
0,5 мг/л никотиновой кислоты и 0,5 мг/л пири-
доксина. Укоренение микропобегов, многолетнее 
хранение клонов in vitro и их последующее ми-
кроразмножение проводили на безгормональной 
питательной среде MS с половинным содержани-
ем макросолей (½ MS). На всех указанных этапах 
культивирования и хранения in vitro использовали 
биологические пробирки (21×200 мм), в которые 
высаживали по одному микропобегу.

Для хранения клонов при различных условиях 
климатического режима отбирали предваритель-
но укорененные микропобеги высотой 1,5‒2 см.

При стандартных условиях культивирования 
(I способ хранения) осуществляли относитель-
но редкое субкультивирование микрорастений на 
основе пролиферации пазушных меристем с ин-
тервалом один раз в 3‒6 мес. согласно ранее раз-
работанной методике [7]. При пониженной поло-
жительной температуре хранения (II способ хра-

нения) проводили субкультивирование с более 
редким интервалом (до 12 мес) на той же пита-
тельной среде ½ MS без гормонов, но с повышен-
ным содержанием аскорбиновой кислоты (2 мг/л) 
[16]. После хранения при пониженной температу-
ре возобновление роста и развития культур осу-
ществляли в стандартных условиях культивиро-
вания в течение 1,5‒2 мес. Сохранность (выжи-
ваемость) микрорастений после хранения in vitro 
определяли как процент жизнеспособных культур 
к общему числу высаженных.

Для получения посадочного материала про-
водили многократное микрочеренкование расте-
ний соответствующего клона с более коротким 
интервалом (раз в 1,5‒2,0 мес против 3‒12 мес 
при долгосрочном хранении) на безгормональ-
ной питательной среде ½ MS, дополненной акти-
вированным углем (2%), в стандартных условиях 
культивирования.

Влияние различных способов хранения in vitro 
одних и тех же клонов березы на эффективность 
микроразмножения и получение посадочного ма-
териала оценивали по проценту микрочеренков, 
образовавших побеги и корни in vitro, а также по 
росту побегов в высоту и их мультипликационной 
активности.

Внутриклоновую однородность оценивали 
по росту растений в высоту, а также по косвен-
ным показателям – коэффициенту мультиплика-
ции (который зависит от высоты растений, длины 
междоузлий), коэффициенту вариации. Коэффи-
циент мультипликации, характеризующий реге-
нерационный потенциал коллекционных образ-
цов, рассчитывали как количество микрочеренков 
от одного побега in vitro. Оценку сомаклональной 
изменчивости у микрорастений, возобновивших-
ся после хранения в условиях in vitro, и у расте-
ний-регенерантов в теплице (ex vitro) проводили 
визуально по морфологическим признакам (хло-
роз, аномалии листьев (изменение формы, разме-
ра, цвета), аномальные и некротические побеги, 
отсутствие корней и др.).

Адаптация микроклональных растений 
березы к условиям ex vitro

Испытаны два способа адаптации расте-
ний-регенерантов к условиям теплицы (ex vitro): 
поэтапный, с предварительным их выращивани-
ем в условиях лаборатории (1-й способ) и прямой, 
с высадкой микрорастений непосредственно в те-
плицу (2-й способ). В обоих случаях сначала про-
водили предварительную акклиматизацию мик
рорастений к условиям климатической камеры 
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в течение 2‒3 сут на агаровой среде в откры-
тых культуральных сосудах с добавлением в них 
1,0‒1,3 мл дистиллированной нестерильной воды.

При поэтапной адаптации растения выса-
живали в пластиковые контейнеры объемом 1 л 
(по  10  растений в каждый), наполовину запол-
ненные субстратом на основе верхового нейтра-
лизованного торфа – торф с перлитом или торф 
с вермикулитом в соотношении 1:1. Для преду-
преждения развития инфекции поверхность суб-
страта присыпали песком, прокаленным при 
200  °С. Условия выращивания – температура 
20±2 °С, фотопериод 16 ч, интенсивность освеще-
ния 1,5 клк. Состав почвенного субстрата на гряд-
ках теплицы – песок : верховой нейтрализован-
ный торф (Велторф, Россия) в соотношении 1 : 1. 
Субстрат перед посадкой обрабатывали слабым 
раствором перманганата калия.

Для высадки в грунт отбирали микрорасте-
ния с хорошо развитой корневой системой, пря-
мым стволиком, высотой от 3 до 5 см. При высад-
ке растений в грунт из контейнеров или из про-
бирок корни обрабатывали мелкоизмельченным 
активированным углем. Высадку осуществляли в 
мае-июне в теплицу без туманообразующей уста-
новки. Повышенную влажность (80‒90%) обе-
спечивали дополнительным временным укрыти-
ем (дуги, покрытые полиэтиленом, высотой до 
40  см), которое одновременно удешевляло дан-
ную процедуру. Через 10‒14 дней укрытие сни-
мали, постепенно переходили на более редкий 
полив. Приживаемость растений-регенерантов 
учитывали через четыре недели после высадки в 
грунт как процент прижившихся растений к об-
щему числу высаженных. Высоту растений изме-
ряли в конце вегетационного сезона.

Статистический анализ 
Статистическую обработку экcпeримeнталь-

ных данных оcущecтвляли c иcпользованиeм па-
кета программ «Stadia – 7.0». Достоверность раз-
личий средних значений определяли по критерию 
Стьюдента. Представлены средние значения из 
трех опытов, каждый из которых включал не ме-
нее 20 культур на вариант.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Определенные нами ранее режимы хранения 
коллекции in vitro (стандартные условия культи-
вирования или пониженная температура) доста-
точно универсальны и воспроизводимы, что обе-
спечило их успешное использование для разных 

генотипов березы. Их апробация на 11 клонах бе-
резы (карельской, повислой, далекарлийской и 
пушистой) подтвердила эффективность сохран-
ности при долгосрочном хранении in vitro [17].

Следует отметить, что в целом сохранность 
(выживаемость) микрорастений при обоих режи-
мах хранения была стабильно высокой (82‒100%) 
и существенно не изменялась по годам исследо-
ваний. Однако интервал субкультивирования ми-
крорастений в режиме «хранение» в значительной 
степени зависел от их генотипических особенно-
стей (в частности, видовой принадлежности кло-
нов). Так, все три клона карельской березы (18к, 
Ап и Iа) в стандартных условиях культивиро-
вания выдерживали относительно редкое (один 
раз в 5‒6 мес) субкультивирование, демонстри-
руя высокие показатели сохранности (89‒100% 
жизнеспособных растений). Для достижения та-
ких же высоких значений выживаемости для кло-
нов березы пушистой (2пш, 3пш, 6пш), интер-
вал субкультивирования должен быть сокращен 
до 3‒4 мес. Аналогичная тенденция прослежива-
лась для тех же клонов при хранении в услови-
ях пониженной температуры. Оптимальный бес-
пересадочный интервал хранения микрорастений 
березы карельской составил 12 мес (100%-ная со-
хранность растений, способных к полному вос-
становлению в стандартных условиях), а березы 
пушистой – не более 6 месяцев (сохранность рас-
тений 80‒100%). 

В настоящей работе клоны березы карель-
ской и березы пушистой, находящиеся в виде ми-
крорастений, были протестированы в различных 
условиях хранения на эффективность их микро-
размножения in vitro и адаптивную способность 
ex vitro с целью выращивания качественного по-
садочного материала. 

Долгосрочное хранение культур можно счи-
тать успешным, если их ростовые особенности, 
жизнеспособность, регенерационный потенци-
ал сохраняются и при микроразмножении in vitro. 
Независимо от способа хранения микрорастений 
березы в культуре in vitro на этапе микроразмно-
жения микрочеренки имели высокую ризоген-
ную активность in vitro (укореняемость составила 
90‒100%), нормальное развитие (87‒95% одноуз-
ловых эксплантов сформировали хорошо разви-
тый основной пазушный побег), не имели призна-
ков сомаклональной изменчивости микрорасте-
ния (рис. 1a‒d).

В условиях проведенного эксперимента ви-
довые особенности березы оказали более суще-
ственное влияние на рост и мультипликационную 
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активность растений в культуре in vitro по сравне-
нию с особенностями изученных клонов в преде-
лах вида (рис. 2).

Это позволило нам усреднить данные от-
дельно для березы карельской и березы пуши-
стой (табл. 1). Число укорененных микрочеренков 
учитывали через 1 мес., а высоту побегов – че-
рез 1,5 мес культивирования. Микрорастения кло-
нов березы пушистой характеризовались в усло-
виях in vitro более интенсивным ростом побегов 
в высоту (в 1,4‒1,5 раза), чем карельской березы 
(табл.  1). Так, после хранения березы пушистой 
при пониженной температуре средняя высота 
растений через 1,5 мес. микрочеренкования со-
ставила 6,3 см (с варьированием от 5,3 до 9,3 см 
у отдельных растений), а у березы карельской 
4,2 см (3,1‒6,1 см) соответственно. Причем, кло-
ны стабильно сохраняли свои ростовые особен-
ности при повторных циклах микрочеренкования  

Рис. 2. Высота 1,5-месячных микрорастений различ-
ных клонов березы пушистой и березы карельской на 
этапе микроразмножения после хранения в стандарт-
ных условиях культивирования (1) и при понижен-
ной температуре (2). Обозначения клонов см. в тексте

Fig. 2. The height of 1.5-month-old micro plants of dif-
ferent clones of B. pubescens and B. pendula var. careli-
ca at the stage of micropropagation after in vitro storage 
under normal conditions (1) and at low temperature (2)
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Рис. 1. Общий вид 2-месячных микрорастений 
березы пушистой (а, c) и березы карельской (b, 
d) на этапе микроразмножения после хранения в 
стандартных условиях культивирования (a, b) и 
при пониженной температуре (c, d) и особенно-
сти корневой системы карельской березы (клон 
18к) на питательной среде ½MS с активирован-
ным углем (e) и без него (f) 

Fig. 1. General view of 2-month-old micro plants of 
B. pubescens (а,c) and B. pendula var. carelica (b,d) 
at the stage of micropropagation after in vitro storage 
under normal conditions (a,b) and at low temperature 
(c,d); root system structure of Karelian birch (clone 
18k) on a ½ MS nutrient medium with (e) and with-
out (f) activated carbon

a b c d

e f
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(субкультивировании). При обоих способах хране-
ния коллекционных образцов отмечены внутрикло-
новая однородность по росту (коэффициент вариа-
ции 12‒18%) и нормальный морфотип растений.

Для снижения вероятности микробной кон-
таминации культур и повышения их сохранно-
сти при долгосрочном хранении, возобновлении 
и первых циклах клонирования in vitro в качестве 
культуральных сосудов использовали биологиче-
ские пробирки, в которые высаживали по одному 
микрочеренку. Микрорастения были хорошо раз-
виты и имели выраженные междоузлия (рис. 1), 
что благоприятно для микрочеренкования побегов. 
Это позволило нам заготавливать для укоренения 
микрочеренки со всего побега, а не только верхуш-
ки побегов, как это часто делают при мультипли-
кации густо посаженных и истонченных растений 
в пластиковых контейнерах [18]. Коэффициент 
мультипликации составил в зависимости от гено-
типических особенностей клонов от 4,2 до 6,3, что 
находится в пределах нормы для березы [18].

Нередко для хранения и укоренения микропо-
бегов в питательную среду добавляют регуляторы 
роста ауксиновой природы [2, 19]. Однако, как по-
казывают наблюдения, длительное использование 
ауксинов нежелательно из-за большой вероятно-
сти образования каллусной ткани у основания ми-
кропобегов, наличие которой препятствует успеш-
ному укоренению для последующего перевода 
растений в нестерильные условия (ex vitro). Кроме 
того, даже оптимальный уровень растительных 

гормонов при их продолжительном использова-
нии часто приводит к сомаклональной (в том чис-
ле эпигенетической) изменчивости растений [20].

В наших исследованиях безгормональная пи-
тательная среда ½МS, дополненная активирован-
ным углем (2%), обеспечивала высокий уровень 
спонтанного укоренения (80‒100% в зависимо-
сти от клона) и хороший рост побегов в высоту 
(рис.  1e). Однако на питательных средах без ак-
тивированного угля качество корневой систе-
мы (развитие корней первого и второго порядка) 
было заметно выше (рис. 1f), что благоприятно 
сказывалось на адаптации растений ex vitro. Учи-
тывая это, перед высадкой растений в почву, акти-
вированный уголь, включающий нерастворимые 
в воде механические частицы, уплотняющие ага-
ризованную питательную среду, исключали, что, 
по-видимому, увеличивало аэрацию и способ-
ствовало формированию корней второго порядка.

Таким образом, что оба режима хранения 
(стандартные условия культивирования и пони-
женная температура) в условиях in vitro были эф-
фективны, имели сходные результаты: стабиль-
но высокую сохранность культур и регенераци-
онную способность растительного материала 
длительного срока хранения, особенности ро-
ста клонов в высоту и внутриклоновую однород-
ность по росту.

Перевод растений из асептических условий 
в почву является одним из уязвимых и трудоем-
ких этапов выращивания посадочного материала.  

Та бл и ц а  1
Эффективность микрочеренкования культур березы на безгормональной питательной  
среде ½ MS при различных способах их хранения in vitro

Efficiency of micrografting of betula on hormone-free ½ MS macro salt nutrient medium depending  
on in vitro storage method

Вид
Количество микрочеренков, % Высота побега, см Коэффициент 

мультипликацииобразовавших побег укорененных среднее (min‒max) с.v., %
I способ хранения

B. pubescens 91,7±5,3 96,3±3,2 6,5±0,1* (5,0–7,8) 12,4 5,8±0,3*
B. pendula var. carelica 86,7±5,6 94,2±2,1 4,7±0,1 (3,8–5,8) 12,1 4,2±0,1

II способ хранения
B. pubescens 95,3±1,0 94,3±1,0 6,3±0,2* (5,3–9,3) 18,4 6,3±0,2*
B. pendula var. carelica 92,3±1,0 93,3 1,0 4,2±0,1 (3,1–6,1) 13,8 4,2±0,1

Примечание: для каждого вида березы представлено среднее значение из трех клонов. Количество укорененных микрочерен-
ков учитывали через 1 мес., а высоту побегов – через 1,5 мес культивирования; c.v. – коэффициент вариации.
*Различия с B. pubescens достоверны при р<0,001

Note: For each birch species we took the average value for the three clones. The number of successful micrografts was registered after 
one month, the shoots height – after 1,5 months of cultivation. (с.v.), stands for coefficient of variation. 
(*), the differences with B. pubescens are statistically significant at р<0,001.
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Это обусловлено целым рядом причин. В условиях 
in vitro формируется специфический культураль-
ный фенотип, отличающийся анатомическими и 
физиологическими характеристиками от обыч-
ных растений и носящий приспособительный ха-
рактер (снижение транспирации, слабое развитие 
сосудистой системы, обезвоживание корней на 
агаре, нарушение водного баланса и др.) [18, 21, 
22]. Тонкий восковой налет (вплоть до его отсут-
ствия), нарушение функций устьиц увеличивают 
скорость потери воды регенерантами в теплице в 
3 раза [22]. Кроме того, успех адаптации микро-
растений ex vitro во многом зависит от их геноти-
пических особенностей, состава почвенного суб-
страта, температуры, влажности и др. [19, 22‒24]. 
Трудности процесса адаптации объясняются и от-
сутствием универсальных технологий для аккли-
матизации, и низкой выживаемостью растений в 
течение периода акклиматизации [25]. Адаптацию 
клонированного in vitro материала лесных древес-
ных растений чаще всего проводят в теплице с ту-
манообразующей установкой, обеспечивающей 
высокую влажность (80‒90%), с использованием 
смесей торфа с перлитом, песком, вермикулитом, 
почвой в различных соотношениях [23, 24, 26, 27]. 

Нами испытано два варианта перевода микро-
растений березы в теплицу: поэтапный, с пред-
варительной акклиматизацией растений в лабо-
раторных условиях, и прямой, с высадкой ми-
крорастений из культуральных сосудов сразу в 
теплицу (рис. 3).

При поэтапной высадке использовано два типа 
субстрата: торф + перлит (рис. 3a, слева) и торф+вер-
микулит (рис. 3a, справа) Показано, что оба вари-
анта субстрата пригодны для предварительной ак-
климатизации растений в условиях лаборатории. 
Независимо от способа хранения коллекции in vitro 
приживаемость культур была высокой (100%). 
Пористая структура перлита (или вермикулита) 
способствовала нормализации водного баланса в 
субстрате, повышала его аэрацию, что положитель-
но сказывалось на приживаемости и росте растений 
и давало сходные результаты для разных клонов 
(рис. 4). При обоих способах хранения коллекцион-
ных образцов отмечена высокая внутриклоновая од-
нородность растений по росту (коэффициент вари-
ации 11,8‒14,2%). Причем, значимые различия по 
высоте растений (при p<0,001) установлены на ви-
довом уровне. Растения березы пушистой характе-
ризовались более интенсивным ростом (в среднем 
8,1 см с варьированием от 6.5 до 10,5 см) по сравне-
нию с березой карельской (6,1 см, 4‒8 см).

Прямая высадка микрорастений в почву теплицы 
является более простым и менее затратным спосо-
бом их адаптации (отсутствует промежуточный этап 
акклиматизации, не используются дорогостоящие 
установки искусственного тумана). Эффективность 
прямой адаптации микрорастений, при которой ча-
стота акклиматизации была выше и составляла 
80‒100%, была подтверждена нами ранее на разных 
породах (береза, тополь, осина, ольха), видах и гено-
типах лиственных древесных растений [7‒9, 28].

Рис. 3. Акклиматизация растений-регенерантов березы пушистой (клон 3пш) в условиях ex vitro после их длитель-
ного хранения in vitro: а ‒ предварительная высадка в лаборатории; b ‒ прямая высадка растений из культуральных 
сосудов в теплицу

Fig. 3. Acclimatization of in vitro propagated plants of B. pubescens (clone 3) to ex vitro conditions after  long-term in vitro 
storage: provisional (in the lab, а), and direct (straight from a test tube to the greenhouse, b)

a b
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Независимо от способа хранения коллек-
ции in  vitro клоны березы в целом демонстриро-
вали высокую (70‒98%, в зависимости от геноти-
па) приживаемость в теплице (табл. 2). При этом 
наблюдалась сходная тенденция. Процент адапти-
рованных растений-регенерантов при прямой вы-
садке был выше (79,4‒96,6%, у отдельных клонов 
75–98%), чем при поэтапной (71,9‒90,4%, у от-

дельных клонов от 70 до 92%). Наблюдаемые раз-
личия достоверны при p<0,01. Возможно, это свя-
зано с легкой структурой субстрата, содержащем 
перлит или вермикулит, в результате чего при по-
этапном способе пересадки (из культуральных со-
судов в субстрат, а затем в теплицу) почвенный ком 
распадался и растения дважды испытывали стресс 
из-за повреждения корней. Растения-регенеранты 

Рис. 4. Высота (1,5-месячных растений) клонов бе-
резы пушистой и березы карельской при предвари-
тельной адаптации в контейнерах в условиях ла-
боратории. Состав субстрата: торф + перлит (1), 
торф + вермикулит (2). ср. – среднее 

Fig. 4. The height of 1.5-month-old clones of B. pubes-
cens and B. pendula var. carelica at the stage of provi-
sional adaptation in plant boxes under laboratory con-
ditions. The substrate composition: peat + perlite (1), 
peat+vermiculite (2). (ср), stands for mean value
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Та бл и ц а  2
Приживаемость и высота клонов березы в зависимости от способа их хранения  
в культуре in vitro и адаптации ex vitro
Survival rate and height of birch clones in the greenhouse depending on their in vitro storage  
method and ex vitro adaptation method 

Способ адаптации 
в теплице

B. pubescens B. pendula var. carelica
2пш 3пш 6пш Ср. 18к Ап Ia Ср.

I способ хранения 
Поэтапный 

приживаемость, % 90,0 92,5 88,8 90,4±0,7* 70,5 72,7 72,4 71,9 ± 0,4
высота, см 10,2±0,5 11,9±0,7 10,6±0,7 10,9±0,4* 6,8±0,3 6,5±0,3 6,2±0,2 6,5±0,2
с.v., % 15,6 19,1 19,9 18,2 15,7 16,3 10,0 13,8

Прямой
приживаемость, % 93,8 97,7 98,3 96,6±0,9* 83,3 75,0 80,0 79,4 ± 1,5
высота, см 12,1±0,6 12,6±0,6 11,8±0,7 12,2±0,3* 6,9±0,3 7,5±0,3 6,4±0,3 6,9±0,2
с.v., % 19,4 17,4 19,3 18,7 12,7 13,4 15,0 13,7

II способ хранения
Поэтапный

приживаемость, % 89,5 90,0 90,6 90,0 ± 0,2 73,4 70,6 83,9 76,0 ± 1,5
высота, см 9,3±0,4 9,8±0,4 9,6±0,4 9,7±0,3* 7,4±0,3 6,2±0,2 6,3±0,3 6,6±0,2
с.v., % 19,9 15,3 19,1 18,1 17,4 19,7 17,2 18,1

Прямой 
приживаемость, % 93,0 90,8 91,7 91,8 ± 0,4 93,1 91,1 91,6 91,9 ± 0,4
высота, см 9,4±0,5 10,0±0,5 10,4±0,4 9,9±0,3* 7,7±0,3 8,2±0,3 7,9±0,2 7,9±0,2
с.v., % 15,3 14,4 19,3 16,3 18,1 19,2 19,4 18,9

Примечание: Ср. – среднее, с. v. – коэффициент вариации.
*Различия между B. pubescens и B. pendula var. carelica достоверны в пределах каждого способа хранения и с прямой высадкой 
растений при р<0,01.
Note: (ср.), stands for mean value, (s. v.), coefficient of variation.
(*), differences between B. pubescens and B. pendula var. carelica within each method of storage and with direct planting are statisti-
cally significant at р<0,01.
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не только хуже приживались, но и несколько от-
ставали в росте по сравнению с прямой высадкой.

Независимо от способа хранения коллекции 
in vitro высаженные в теплицу растения характе-
ризовались хорошим ростом и внутриклоновой 
однородностью (коэффициент вариации соста-
вил 10‒20%) (табл. 2). Видовые особенности кло-
нов оказали существенное влияние на рост рас-
тений. Причем, в теплице (ex vitro) сохранилась 
тенденция межвидовых различий, выявленная в 
условиях in vitro. Клоны быстрорастущих геноти-
пов березы пушистой к концу вегетационного пе-
риода в 1,2‒1,7 раз превосходили среднюю высо-
ту клонов березы карельской (9,7‒12,2 см против 
6,5‒7,9 см).

Результаты наших исследований показали, что 
оба способа длительного хранения коллекцион-
ных образцов in vitro могут быть использованы 
для сохранения ценных генотипов березы (кон-
сервации ex situ) и получения на их основе поса-
дочного материала с целью создания плантацион-
ных культур целевого назначения. При I способе 
хранения (стандартные условия) микрорастения 
не испытывают стресс, в частности от понижен-
ной температуры, как при II способе хранения 
[29]. Полное исключение гормонов из состава пи-
тательной среды снижает вероятность возникно-
вения сомаклональной изменчивости и появление 
аномально развитых растений при длительном 
культивировании. Это обеспечивает получение 
качественного посадочного материала с сохране-
нием у него хозяйственной и генетической ценно-
сти материнских деревьев. Понижение температу-
ры и снижение интенсивности света (до полного 
его отсутствия) при II  способе хранения приво-
дят к значительному замедлению физиологиче-
ских процессов, торможению роста растений, что 
позволяет увеличить интервал беспересадочного 
хранения. Добавление в питательную среду в по-
вышенной концентрации (2,0 мг/л вместо 0,5 мг/л 
в норме) мощного антиоксиданта – аскорбиновой 
кислоты – повышает выживаемость длительно 
хранящихся при пониженной температуре куль-
тур и обеспечивает их полное восстановление (ак-
тивный рост и развитие). В литературе имеются 
сведения о том, что развитие проростков гречихи 
в темноте способствовало накоплению в них фе-
нольных соединений (в том числе, фенилпропа-
ноидов), которые являются компонентами антиок-
сидантной защиты клеток от различных стрессо-
вых воздействий. Это, по мнению авторов, могло 
способствовать поддержанию жизнеспособности 
проростков в период их темнового развития [30].

Таким образом, разработанная нами техноло-
гия, включающая два способа долгосрочного хра-
нения in vitro коллекционных образцов (стандарт-
ные условия культивирования и пониженная темпе-
ратура), показала свою эффективность для разных 
генотипов березы карельской и березы пушистой. 
Основными условиями технологии являются: 
1) использование безгормональных питательных 
сред на этапах хранения и получения посадочного 
материала, что снижает вероятность возникнове-
ния сомаклональной изменчивости и способствует 
сохранению генетической ценности клонируемого 
материала; 2) редкое субкультивирование (в зави-
симости от генотипических особенностей, 1 раз в 
3‒6 мес при I способе и в 6‒12 мес при II спосо-
бе) и регенерация на основе пазушных меристем; 
3) снижение интенсивности света (0,5 клк, фото-
период  6  ч) и добавление в питательную среду 
аскорбиновой кислоты в повышенной концентра-
ции (2,0 мг/л вместо 0,5 мг/л в норме) при II спосо-
бе хранения, что повышает выживаемость культур 
при пониженной температуре и способствует их 
полному восстановлению. Экспериментально по-
казано, что оба способа хранения коллекционных 
образцов обеспечивают стабильно высокую выжи-
ваемость и регенерационную способность куль-
тур in vitro. Сохраняются особенности роста кло-
нов в высоту в условиях in vitro и ex vitro, их вну-
триклоновая однородность по росту. Всего в грунт 
теплицы было переведено более 1 тыс. микрорас-
тений березы. Наиболее высокий процент адапти-
рованных растений (75‒98%, в зависимости от ге-
нотипических особенностей) получен при прямой 
высадке микрорастений в теплицу. Такой способ 
упрощает технологию и делает ее менее затратной 
при выращивании посадочного материала.

Результаты исследований подтверждают, что 
использование биотехнологических коллекций 
in  vitro существенно повышает эффективность 
ex  situ-консервации лесных генетических ресур-
сов и воспроизводства ценных и уникальных ге-
нотипов березы.
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Abstract–A technique for the long-term (up to 27 years) in vitro storage of valuable birch genotypes 
under normal (25 °C, 2.0 klx, 16-h day and 8-h night) and low temperature (4 °C, 0.5 klx, 6-h day and 
18-h night) growing conditions on hormone-free media has been described. The study explored for the 
first time the influence of different strategies to store the clones of Betula pubescens and B. pendula var. 
сarelica (6 genotypes) on the regenerative capacity of collection samples, adaptive potential of regenerated 
plants and plant production by the in vitro and ex vitro techniques. It was established that both storage 
strategies provided a persistently high survival rate (82‒100%) and regenerative capacity of in vitro shoots 
(the multiplication coefficient of 4.2‒6.3 and rhizogenic activity of 90‒100%). The clones retained their 
characteristics of height growth under the in vitro and ex vitro conditions, and demonstrated intraclonal 
homogeneity and lack of signs of somaclonal variability. The plants showed substantial interspecific 
differences at the stage of multiplication and transfer to the greenhouse. The highest percentage of 
acclimated plants (75‒98% depending on the clone genotype) was obtained after planting of micro plants 
straight in the greenhouse, which simplified the technology and made plant production less costly.

Key words: long-term in vitro storage, birch, species, genotype, micropropagation, ex vitro adaptation, 
plant material
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