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Аннотация. Изучена ответная реакция на глубокое замораживание в жидком азоте при темпера-

туре минус 196 °C семян 58 видов растений, собранных на островах Сахалин, Монерон и Курильских 
островах Кунашир, Парамушир, Уруп, Итуруп, Шикотан, Симушир, Черные Братья, Шумшу, Кетой, 
Шиашкотан, Харимкотан, Ушишир. Семена всех исследованных видов относятся к ортодоксальному 
типу (влажность не более 12%). Жизнеспособность семян после замораживания оценивали по лабора-
торной всхожести. Семена после замораживания не погибли, а морфология проростков не отличалась 
от контрольных. Для 70.4% изученных образцов всхожесть семян после замораживания оставалась 
на уровне контроля, для 19.7% –  была выше контрольной (что указывает на стимулирующее действие 
жидкого азота), для 9.9% образцов всхожесть была ниже, чем в контроле.

Ключевые слова: криоустойчивость семян, всхожесть, о. Сахалин, о. Монерон, Курильские 
острова.
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Abstract. We studied the response of seeds of 58 plant species to deep freezing in liquid nitrogen at a 

temperature of minus 196 °C. The seeds were collected on Sakhalin Island, Moneron Island and Kuril Islands: 
Kunashir, Paramushir, Urup, Iturup, Shikotan, Simushir, Chyornye Bratya, Shumshu, Ketoi, Shiashkotan, 
Kharimkotan, Ushishir. All studied seeds were of the orthodox type (seed moisture content was lesser than 
12%). Seed viability was assessed by laboratory germination. It was shown that the seeds did not die after 
freezing. For 70.4% of the studied samples the seed germination level after freezing remained at the control 
level, for 19.7% it was higher than in the control group (which indicates the stimulating eff ect of liquid 
nitrogen), for 9.9% of the samples the germination was lower than in the control group. The morphology of 
seedlings obtained from the seeds that had been frozen did not diff er from the control group.

Key words: seed cryoresistance, germination, Sakhalin Island, Moneron Island, Kuril Islands.

Введение
Проблема длительного хранения семян далека от разрешения и требует тщатель-

ного изучения ответных реакций семян каждого вида на действие того или иного 
фактора и прежде всего температуры. Наиболее надежным способом хранения семян, 
в сравнении со стандартными температурными режимами –  плюс 3–5 °C (Нико-
лаева и др. 1985), минус 18–20 °C (Lu et al. 2018; Whitehouse et al. 2018), считается 
криоконсервация при температуре минус 196 °C (Pence et al. 2020), как с регули-
руемой скоростью замораживания (Touchell, Dixon 1996), так и прямым быстрым 
погружением в жидкий азот (Kaviani 2010). Литературные данные утверждают, 
что глубокий холодовой анабиоз пригоден для ортодоксальных семян (влажность 
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которых не превышает 10–12%), как культурных (Lu et al. 2018), так и дикорастущих 
растений (Тихонова и др. 1997; Kholina, Voronkova 2012; Voronkova et al. 2018; Lin 
et al. 2022) в качестве режима долговременного хранения. Использование криокон-
сервации особенно актуально для семян редких, исчезающих, эндемичных растений 
с быстрой потерей всхожести (Воронкова, Холина 2010a; Popova et al. 2016; Hurdu et 
al. 2022). Замораживание в жидком азоте семян растений дикорастущей флоры пред-
ставляет значительные трудности по сравнению с семенами культурных растений, 
прежде всего, из-за наличия у большинства видов более глубокого покоя семян, 
требующего определённого режима проращивания. Это усложняет мониторинг лабо-
раторной всхожести во время долговременного хранения.

В то же время для многих видов (редких, исчезающих, эндемичных видов, 
быстро уничтожаемых в природе лекарственных растений и растений, подвергаю-
щихся риску на территориях активного природного и антропогенного пресса) крио-
консервация представляет реальный шанс сохранения для будущего. Прорастание 
семян –  самый ранний этап в развитии растения. Именно на этом этапе оценивается 
реакция семян конкретных видов на действие сверхнизких температур. Заморажи-
вание ортодоксальных семян, собранных непосредственно в Сахалинской области, 
и разработка режимов их проращивания для мониторинга лабораторной всхожести 
во время долговременного хранения продолжается более 20 лет, и ее результаты 
частично опубликованы (Воронкова и др. 2000; Воронкова 2007; Воронкова, Холина 
2010b).

Цель работы –  выявление видоспецифических особенностей прорастания семян 
после воздействия сверхнизких температур (минус 196 °C).

Материал и методы
В данном сообщении обобщены результаты предыдущих исследований и пред-

ставлены новые данные, касающиеся влияния криоконсервации на жизнеспособ-
ность семян для 58 видов растений из 27 семейств природной флоры Сахалинской 
области. Для некоторых видов с опубликованными данными проводилось повторное 
проращивание. Из нескольких изолированных популяций (островов) в разные годы 
были собраны одни и те же виды. Всего была изучена 71 популяция.

Замораживание семян проводили путем прямого погружения завёрнутых 
в алюминиевую фольгу или находящихся в пластмассовых ампулах семян в жидкий 
азот (минус 196 °C). Время экспозиции семян в жидком азоте меняли в проме-
жутке 1–60 суток, в отдельных случаях до восьми лет. Затем семена отогревали при 
комнатной температуре в течение двух часов и ставили на проращивание. Жизне-
способность семян оценивали по лабораторной всхожести. Контролем при прора-
щивании деконсервированных семян служили семена той же партии, хранившиеся 
в лабораторных условиях в те же сроки. Семена проращивали в чашках Петри 
на фильтровальной бумаге или в прокалённом песке в трех повторностях по 50 
семян в каждой. Исключение составляли семена охраняемых видов, а также крупные 
семена. В этих случаях в повторностях использовалось меньшее число семян, 
но не менее 25. Для семян с глубоким покоем проводили стратификацию при темпе-
ратуре плюс 2–5 °C в течение 1–4 месяцев, для некоторых видов и более длительную. 
Для семян с твердой кожурой использовали скарификацию серной кислотой с эмпи-
рическим подбором времени действия для каждого вида (5–60 мин) с последующим 
промыванием в проточной воде. Скарификации подвергали семена всех бобовых, 
имеющих твердую кожуру, т. к. известно, что их семена обладают физическим 
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покоем.  Всхожесть рассчитывали как отношение общего количества проросших 
семян к количеству заложенных на проращивание, выраженное в процентах. Энергия 
прорастания считается показателем качества семян и рассчитывается как процент 
прорастания за более короткий срок, чем итоговая всхожесть. В данном случае ее 
рассчитывали как всхожесть за пять суток. Результаты представлены в виде средних 
арифметических с их стандартными ошибками. Влажность семян в большинстве 
контрольных определений не превышала 10%. Невскрывающиеся плоды (семянки, 
мерикарпии, орешки и др.) как генеративные диаспоры в данной статье условно 
именуются семенами.

Результаты и обсуждение
Ответная реакция семян, выраженная как всхожесть семян после их хранения 

при ультранизких температурах, представлена в таблице 1. Некоторые образцы одних 
и тех же видов были собраны в разных популяциях. Результаты проращивания пока-
зали, что семена всех изученных видов после воздействия жидкого азота не погибли.

Для 70.4% изученных популяций всхожесть семян оставалась на уровне 
контроля. Среди них представлены 43 вида: на о-ве Сахалин –  Aquilegia fl abellata 
Siebold et Zucc., Arabis stelleri DC, Cardaminopsis petraea (L.) Hiit., Erysimum pallasii 
(Pursh) Fern. (2 популяции), Hedysarum sachalinense B. Fedtsch., Hemerocallis esculenta 
Koidz., Patrinia sibirica (L.) Juss., Picris japonica Thunb., Plantago camtschatica Link, 
Potentilla egedii Wormsk., P. nivea L., P. stolonifera Lhm. ex Ledeb., Rubus chamaemorus 
L., Saxifraga cherlerioides D. Don., Tephroseris kawakamii (Makino) Holub, Trollius 
riederianus Fisch. et C. A. Mey.; на о-ве Монерон –  Aquilegia fl abellata, Arabis glauca 
Boissieu, Hemerocallis esculenta, Honckenya oblongifolia Torr. et Gray, Pedicularis 
schistostegia Vved., Picris japonica, Rhodiola sachalinensis Boriss., Vaccinium praestans 
Lamb., Veratrum grandifl orum (Maxim. ex Baker) Loes. fi l., Veronica schmidtiana Regel; 
на о-ве Уруп –  Arnica unalaschcensis Less., Cardaminopsis lyrata (L.) Hiit., Montia 
fontana L., Milium effusum L., Pedicularis oederi Vahl, P. schistostegia, Plantago 
camtschatica, Potentilla fragiformis subsp. megalantha (Takeda) Hult., Viola sacchalinensis 
Boissieu, V. selkirkii Pursh ex Goldie; на о-ве Кунашир –  Digitalis purpurea L., Iris 
pseudacorus L., Phalacroloma annuum (L.) Dummort.; на о-ве Харимкотан –  Cardamine 
regeliana Miq., Cochlearia offi  cinalis L., Stenotheca tristis (Willd. ex Spreng.) Schljakov; 
на о-ве Брат- Чирпоев (о-ва Чёрные Братья) –  Cardamine regeliana, Papaver miyabeanum 
Tatew.; на о-ве Шумшу –  Empetrum sibiricum V. Vassil., Potentilla fragiformis subsp. 
megalantha; на о-ве Симушир –  Coptis trifolia (L.) Salisb.; на о-ве Шикотан –  Luzula 
capitata (Miq.) Kom.; на о-ве Шиашкотан –  Primula cuneifolia Ledeb.

Для 19.7% популяций всхожесть семян при проращивании после криоконсер-
вации была выше контрольной. Среди них –  следующие виды: на о-ве Сахалин –  
Anemonastrum sachalinensis (Juz) Starodub., Hedysarum austrokurilense (N. S. Pavlova) 
N. S. Pavlova, Lathyrus japonicus Willd.; на о-ве Монерон –  Angelica ursina (Rupr.) 
Maxim., Myosotis sachalinensis M. Pop.; на о-ве Уруп –  Rhododendron aureum Georgi; 
на о-ве Итуруп –  Arnica unalaschcensis, Scrophularia grayana Maxim. et Kom., Veronica 
americana (Raf.) Schwein ex Benth.; на о-ве Кунашир –  Veronica americana; на о-ве 
Парамушир –  Oxytropis retusa Matsum.; на о-ве Симушир –  Fragaria yezoensis Hara; 
на о-ве Рыпонкича –  Draba hyperborean (L.) Desv.

Всхожесть семян ниже контрольной имели семена семи образцов, что соста-
вило 9.9% от числа всех исследованных популяций: на о-ве Сахалин –  Hemerocallis 
esculenta, Plantago lanceolata L.; на о-ве Монерон –  Cardamine impatiens L., Urtica 
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Табл. 1. Влияние криоконсервации на прорастание семян представителей флоры Сахалин-
ской области.
Table 1. The infl uence of cryopreservation on seed germination of representatives of fl ora of the Sakhalin 
Oblast.

Семейство
Family

Число исследованных …
Number of studied …

Реакция на криоконсервацию:
число образцов, у которых всхожесть 

…
Reaction to cryopreservation:

the number of samples that have 
germination …

родов
genera

видов
species

популяций
populations

на уровне 
контроля

at the 
control 

level

выше 
контроля
above the 

control

ниже 
контроля 
below the 

control

Brassicaceae 6 9 11 9 1 1
Asteraceae 5 5 7 6 1
Scrophulariaceae 4 6 8 5 3
Rosaceae 4 6 7 6 1
Ranunculaceae 4 4 5 4 1
Fabaceae 3 4 4 1 3
Ericaceae 2 2 2 1 1
Plantaginaceae 1 2 3 2 1
Hemerocallidaceae 1 1 3 2 1
Violaceae 1 2 2 2
Papav raceae 1 1 2 1 1
Primulaceae 1 1 2 1 1
Apiaceae 1 1 1 1
Boraginaceae 1 1 1 1
Caryophyllaceae 1 1 1 1
Crassulaceae 1 1 1 1
Empetraceae 1 1 1 1
Iridaceae 1 1 1 1
Juncaceae 1 1 1 1
Melanthiaceae 
(Colchicaceae) 1 1 1 1

Onagraceae 1 1 1 1
Poaceae 1 1 1 1
Polygonaceae 1 1 1 1
Portulacaceae 1 1 1 1
Saxifragaceae 1 1 1 1
Urticaceae 1 1 1 1
Valerianaceae 1 1 1 1
Итого
Total 48 58 71 50 (70.4%) 14 (19.7%) 7 (9.9%)

platyphylla Wedd.; на о-ве Кунашир –  Epilobium cephalostigma Hausskn., Persicaria 
maculata (Rafi n.) S. F. Gray; на о-ве Симушир –  Papaver miyabeanum.

В ходе исследования были обнаружены межпопуляционные различия реакции 
семян на действие сверхнизких температур. Так, всхожесть деконсервированных 
семян ниже контроля была обнаружена у Hemerocallis esculenta только в одной попу-
ляции из трех, а у Papaver miyabeanum –  в одной из двух обследованных  популяций, 
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в остальных популяциях этих видов всхожесть была на уровне контроля. При повы-
шении всхожести после замораживания также были выявлены межпопуляционные 
различия. Например, семена из двух популяций Arnica unalaschcensis имели всхо-
жесть на уровне контроля или выше. Подобную ситуацию, когда семена одного 
вида из разных популяций по-разному реагируют на глубокое замораживание, мы 
наблюдали неоднократно и для других видов, а также для видов других территорий 
Дальнего Востока России (п-в Камчатка, Приморье) (Воронкова, Холина 2008). 
Сходные результаты были получены и другими авторами в других регионах при 
работе с семенами различных видов растений, т. е. криоконсервированные семена 
из разных популяций показывали, как более высокую, так и более низкую всхо-
жесть (Тихонова 1999; Lu 2018). Такие же различия демонстрировали и система-
тически близкие виды. Поэтому невозможно предсказать заранее, даже на основе 
родственных связей, как поведут себя семена при проращивании после криоконсер-
вации. В качестве причин изменчивости реакции семян на замораживание некоторые 
авторы указывают на экофизиологические факторы, на генетические различия семян, 
а также на различную степень зрелости и влажности семян (Тихонова 1999; Das et al. 
2021). Очевидно, что для определения криоустойчивости каждого отдельного вида 
необходимо исследование максимально возможного числа популяций.

Соотношение видов, по-разному реагирующих на криогенное воздействие, 
варьирует по отдельным регионам (табл. 2).

Табл. 2. Влияние криоконсервации на прорастание семян из разных регионов Сахалинской 
области.
Table 2. Impact of cryopreservation on germination of seed collected from diff erent regions of the 
Sakhalin Oblast.

Места сбора
Seed collection sites

Доля популяций (в %), в которых всхожесть …
Percentage of samples with germination …

на уровне контроля
at the control level

выше уровня контроля
above the control

ниже уровня 
контроля

below the control
Курильские о-ва 
Kuril Islands 66 26 8

о. Сахалин 
Sakhalin Island 77 14 9

о. Монерон 
Moneron Island 72 14 14

Так, на Курильских островах среди исследованных видов самая высокая доля 
образцов с увеличением всхожести и, соответственно, самая низкая доля с ее сниже-
нием. Самая высокая доля популяций со снижением всхожести показана для о-ва 
Монерон. В целом число образцов, семена которых не реагируют отрицательно 
на воздействие жидкого азота (всхожесть на уровне контроля и выше), составляет 
ряд: Курильские острова –  92%, о. Сахалин –  91%, о. Монерон –  86%.

В таблице 3 в качестве типичных примеров представлены некоторые данные, 
характеризующие ответную реакцию семян на воздействие сверхнизких температур. 
При любых сроках хранения семян в жидком азоте энергия их прорастания прак-
тически не менялась и зависела только от первоначальной всхожести. Семена же, 
находящиеся в лабораторных условиях без воздействия жидкого азота, при больших 
сроках хранения со временем либо снижали всхожесть, либо полностью теряли ее. 
Семена с физическим покоем, имеющие твердую кожуру, обладали, как правило, 
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низкой первоначальной всхожестью, зависящей от степени твердосемянности. 
Например, у семян Oxytropis retusa (сем. Fabaceae) с о-ва Парамушир, имеющих 
высокую степень твердосемянности (первоначальная всхожесть 9%), после воздей-
ствия жидкого азота всхожесть значительно повысилась (до 41.3%). При хранении 
в лабораторных условиях всхожесть была высокой только после скарификации семян 
серной кислотой. Возможно, сверхглубокое замораживание, так же как и скарифи-
кация, нарушает целостность кожуры семян, открывая доступ влаге.

Визуальный и морфометрический анализ показал, что отклонений в развитии 
проростков из криоконсервированных семян ряда изученных видов флоры Сахалин-
ской области, так же как и видов других территорий, не отмечено, это подтверждают 
и ранее полученные данные (Воронкова, Холина 2003, 2010а; Popov et al. 2004).

Заключение
Таким образом, резистентность семян исследованных видов к глубокому 

замораживанию в жидком азоте довольно высока и обеспечивает возможность 
для хранения семенного материала с максимальной гарантией. Варьирование 
ответной реакции семян на криогенное воздействие объясняется не только видовой 
спецификой, но и местоположением популяции в пределах ареала. Полученные 

Табл. 3. Показатели прорастания семян при разных условиях хранения.
Table 3. Germination rates of seeds under diff erent storage conditions.

Вид
Species

Хранение в жидком азоте
Storage in liquid nitrogen

Хранение в лабораторных 
условиях

Storage in laboratory conditions
длительность хранения

storage period
прорастание (%)
germination (%)

прорастание (%)
germination (%)

Draba cinerea 
Adams 8 лет 89.3 ± 1.8** 0*

Minuartia verna 
(L.) Hiern 8 лет 93.3 ± 2.0** 0*

Epilobium 
hornemanii 
Reichenb.

8 лет 16.7 ± 3.1** 0*

E. maximowiczii 
Hausskn. 8 лет 93.0 ± 0.9** 0*

Sagina crassi-
caulis S. Wats. 8 лет 38.0 ± 2.1** 0*

Picris japonica 50 суток 80.7 ± 5.7* 80.0 ± 4.0*
Hemerocallis 
esculenta 40 суток 50.7 ± 1.3* 41.3 ± 5.3*

Myosotis 
sachalinensis 30 суток 24.0 ± 2.3* 21.3 ± 3.5*

Digitalis 
purpurea 1 сутки 92.9 ± 0.3* 98.7 ± 0.3*

Oxytropis retusa 30 суток 41.3 ± 6.4**
(9.0 ± 1.0)

0*
67.0 ± 2.0***

Примечание. Показатели прорастания: среднее значение ± стандартная ошибка, * –  энергия прораста-
ния, ** –  итоговая всхожесть, *** –  всхожесть после скарификации серной кислотой в течение 20 мин, 
в скобках –  первоначальная всхожесть семян без скарификации.

Note. Parameters of germination: average value ± standard error, * –  germination energy, ** –  fi nal germination, 
*** –  germination after scarifi cation with sulfuric acid for 20 min, in parentheses –  initial germination of seeds 
without scarifi cation.
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 экспериментальные данные могут быть использованы при создании низкотемпе-
ратурных банков семян. Однако при создании репрезентативной коллекции семян 
в таких банках следует учитывать не только криоустойчивость семян отдельных 
видов, но и межпопуляционную изменчивость реакции семян на действие глубокого 
замораживания в жидком азоте. Для максимально полного сохранения генофонда 
вида необходимо привлечение семян из наибольшего числа местообитаний.
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