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На примере быстростареющих семян Allium fistulosum отмечено, что хранение при температурах 
+4, –6 и –18 °C, вне зависимости от применяемых газовых сред, не вызывает изменений лаборатор-
ной всхожести, митотической активности, частоты хромосомных аберраций и отставаний в росте 
апикальной меристеме корешков проростков по сравнению с контролем. Показано, что наиболее 
оптимальными для хранения семян являлись условия: +4 °C (аргон, диоксид углерода), –6 °С (воз-
дух, аргон, азот, диоксид углерода) и –18 °C (воздух), при которых отмечена наименьшая частота 
встречаемости микроядер в клетках корешков их проростков. 

Ключевые слова: семена Allium fistulosum, низкотемпературное хранение, жизнеспособность семян, 
многолетнемерзлые грунты, газовые среды.
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Сокращение мировых генетических ресур-
сов растений создает угрозу продовольственной 
безопасности планетарного масштаба. Так, по 
прогнозам Международного союза охраны при-
роды (МСОП) и Международного фонда охраны 
природы (МФОП), к середине XXI в. 60 тыс. 
видов высших растений, т. е. 1/4 общего числа 
видов в мире, могут оказаться под угрозой ис-
чезновения или серьезной генетической эрозии. 
В этой связи возросла актуальность в обеспече-
нии надежного сохранения генетических ресур-
сов растений ex situ. Относительно безопасным 
и недорогим вариантом является длительное 
хранение семян при низких температурах (Фи-
липенко, 2007), особенно в условиях подземных 
хранилищ (глубина 8–25 м) в толще многолетне-
мерзлых пород (Кершенгольц и др., 2008, 2012). 
Одним из первых в 1920–1930-е годы начал 
сбор и изучение генетического многообразия 
культурных растений академик Н.И. Вавилов 
(1987), усилиями которого была собрана одна из 
богатейших коллекций генетических ресурсов 
растений в мире.

Известно, что основными факторами, влияю-
щими на длительность хранения семян растений, 
являются температура, влажность, парциальное 
давление кислорода, а также исходная всхожесть 
семян (Roberts, 1972; Хорошайлов, 1981). Пра-
вильное регулирование вышеперечисленных 
параметров позволяет добиться долгосрочно-
го сохранения жизнеспособности коллекций 
семян в условиях генных банков (Хорошайлов, 
1981).

Цель работы – исследовать влияние различ-
ных условий хранения быстро стареющих семян 
лука-батуна на лабораторную всхожесть и цито-
генетические характеристики их проростков.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В качестве тест-объекта был выбран лук-ба-
тун (Allium fi stulosum Regel) сорта Ладож ский 
(лабораторная всхожесть – 97 %, сортовая 
чистота – 99,9 %), семена которого относятся 
к микробиотикам, т. е. срок их хранения без пе-
ресевов составляет не более 3 лет (Ewart, 1908). 
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Семена репродукции 2009 г. в том же году были 
заложены на хранение в воздушной среде при 
комнатной температуре ≈ +20 °C и холодильнике 
при +4 °C в Институте биологических проблем 
криолитозоны СО РАН (г. Якутск); при –6 °С – 
в Институте мерзлотоведения им. П.И. Мель-
никова СО РАН (г. Якутск) в условиях толщи 
многолетнемерзлых грунтов на глубине 12 м и 
при –18 °C – в морозильной камере Института 
горного дела Севера им. Н.В. Черского СО РАН 
(г. Якутск). Для исследования влияния раз-
личных газовых сред (Ar, N2 и CO2) на дли-
тельность хранения семян A. fi stulosum были 
выбраны температуры +4 °C и –6 °С. В течение 
3 лет семена хранились в герметично закрытых 
стеклянных сосудах объемом 100 см3. Перед 
закладкой семян на хранение их влажность не 
превышала 6 %.

Снятые перед закладкой на хранение исход-
ные показатели репродукции A. fi stulosum 2009 г. 
(лабораторная всхожесть семян и цитогенети-
ческие характеристики их проростков) были 
приняты в качестве контроля.

Семена проращивали по ГОСТу 12038-84 
в чашках Петри на фильтровальной бумаге 
в темноте при температуре 20 °С по 50 шт. в 
4 повторностях. Лабораторная всхожесть опре-
делялась на 12-й день наблюдения. Исследова-
ние по определению частоты патологических 
митозов и микроядер проводилось на корешках 
не менее 10 проростков для каждого образца, ко-
торые фиксировали смесью 96 %-го этилового 
спирта и ледяной уксусной кислоты в соотно-
шении 3 : 1 в течение 12 ч и далее окрашивали 
ацетоорсеином. Препараты просматривали под 
световым микроскопом «Axiostar plus» фирмы 
«Carl Zeiss» (Германия). Частоту встречаемости 
хромосомных аберраций (мосты и фрагменты) 
и нарушений клеточных делений (отставание 
хромосом) учитывали анателофазным методом. 
Частоту микроядер (МЯ) определяли как отно-
шение числа клеток с микроядрами к общему 
числу просмотренных клеток. Для определения 
активности деления клеток исполь зовали пока-
затель митотического индекса (МИ), который 
определяли отношением числа клеток, находя-
щихся в митозе, от их общего числа (Пау шева, 
1974).

Результаты экспериментов представлены 
в виде средней арифметической величины и 

ее стандартной ошибки. Сравнение средних 
значений выборок проводили методом однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA), зна-
чимость отличий от контроля определяли с по-
мощью критерия Даннета для множественных 
сравнений при уровне p ≤ 0,05. Расчет прово-
дился с помощью пакета AnalystSoft, StatPlus – 
программа статистического анализа, v.2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно международному стандарту, 
раз работанному FAO (Food and Agronomi-
cal Organization of the United Nations) и PGRI 
(International Plant Genetic Resources Institute), 
для обеспечения более длительного сохранения 
коллекции генетических банков растений необ-
ходимо поддерживать постоянную температуру 
около или ниже 0 °С и влажностью семян 3–7 % 
(в зависимости от вида растения), при этом наи-
более предпочтительной является температура 
–18 ± 3 °С (Genebank Standards, 1994).

В результате проведенного исследования по 
изучению хранения семян A. fi stulosum в воз-
душной среде при различных температурных 
режимах было показано, что только у семян, 
хранившихся в течение 3 лет при комнатной 
температуре (≈ +20 °C), наблюдалось значимое 
снижение, до 64,7 %, лабораторной всхожести 
по сравнению с контролем (аналогичные зна-
чения, полученные перед закладкой семян на 
хранение – 97,0 %; рис. 1, а).

В работе K. Chauhan и M. Swaminathan (1984) 
показано, что в процессе хранения семян клетки 
их проростков могут постепенно терять способ-
ность к делению. В связи с этим до закладки и 
после третьего года хранения семян нами иссле-
дована митотическая активность клеток апикаль-
ной меристемы корешков их проростков. Уста-
новлено, что во всех вариантах опыта данный 
показатель не отличался от исходного значения 
митотического индекса (МИ) (рис. 1, а).

Считается, что увеличение частоты обра-
зования различных хромосомных аберраций и 
отставаний (ХА + отставания), а также форми-
рования МЯ – ацентрических фрагментов, воз-
никших в результате структурных нарушений 
хромосом, может свидетельствовать о начале 
процессов старения длительно хранившихся 
семян растений (Roberts, 1972; Villiers, 1974; 
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Kumar, Rai, 2006). Так, были обнаружены клет-
ки с патологическими митозами (мосты и фраг-
менты, отстающие  хромосомы) и микроядрами 
в апикальной меристеме корешков проростков 
A. fi stulosum (рис. 2).

Показано, что после трех лет хранения се-
мян частота ХА + отставание была в 2,4 раза 
выше исходной только при температуре ≈ +20°. 
Также выявлено, что при температурах  ≈ +20° 
и +4 °C частота встречаемости МЯ была в 
7,3 и 4,2 раза выше контроля соответственно 
(рис. 1, а, б). Отмечено, что неглубокое замора-
живание семян A. fi stulosum в воздушной среде 
при температурах –6° и –18 °C не приводит 
к увеличению частоты встречаемости МЯ в 

клетках корешков их проростков в сравнении 
с исходными показателями.

Таким образом, существенное снижение (в 
1,5 раза) лабораторной всхожести семян, хра-
нившихся в воздушной среде при температуре 
≈ +20 °C в течение 3 лет, вероятно, связано с 
возросшей частотой встречаемости ХА + отста-
вание и МЯ в клетках тканей корешков пророст-
ков по сравнению с контролем и обусловлено 
более быстрым старением семян. Необходимо 
отметить, что при хранении семян в течение 3 
лет при температурах  –6° и –18 °C наблюдалась 
мéньшая по сравнению с вариантами ≈ +20° 
и +4 °C частота образования МЯ в тканях ко-
решков их проростков. Полученные результаты 

Рис. 1. Лабораторная всхожесть семян, митотический индекс (МИ), частота хромосомных аберраций (а) 
и микроядер (б) в апикальной меристеме корешков проростков Allium fistulosum после трех лет хранения 
в воздушной среде.

1 – лабораторная всхожесть; 2 – МИ; 3 – частота ХА + отставания. К (контроль) – начальные физиологические и ци-
тологические характеристики, полученные перед закладкой семян на хранение. * Различия, статистически значимые 
по сравнению с контролем при p ≤ 0,05.

Рис. 2. Хромосомные аберрации, отставания и клетки с микроядрами в апикальной меристеме корешков 
проростков A. fistulosum (Об. 100×, окуляр 16).

а – мост и хромосома на «экваторе» в телофазе; б – отстающие хромосомы в ранней телофазе; в – клетки с микро-
ядрами. 
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указывают на то, что температуры –18° и –6 °C 
при хранении семян A. fi stulosum в воздушной 
среде являются наиболее оптимальными для 
замедления процессов старения семян.

Известно, что при повышении парциального 
давления кислорода в газовой среде наблюда-
ется снижение жизнеспособности семян, обус-
ловленное процессами свободнорадикального 
перекисного окисления мембранных липидов, 
вызванного образованием активных форм кис-
лорода (Roberts, 1972; Wilson, McDonald, 1986; 
McDonald, 1999). В связи с этим появляется 
необходимость применения альтернативных 
анаэробных газовых сред, которые в сочетании 
с низкотемпературными режимами хранения 
семян могут продлить период их жизнеспособ-
ности (Roberts, 1972).

Для исследования были выбраны газовые 
среды Ar, N2 и CO2, не поддерживающие про-
цесс дыхания семян, при постоянных около-
нулевых температурах +4 °C и –6 °C. Выбор 

температур обусловлен тем, что бóльшая часть 
коллекции семян в подземном хранилище 
«Кубанского генетического банка» филиала 
ВНИИР хранится при температуре +4 °C, а 
при –6 °C осуществляется перспективное дли-
тельное хранение семян в толще многолетней 
мерзлоты (Филипенко, 2007; Кершенгольц и 
др., 2012).

Установлено, что трехлетнее хранение се-
мян A. fi stulosum в различных газовых средах 
при температурах +4 °C и –6 °C не вызывает 
изменений лабораторной всхожести, митоти-
ческой активности и частоты ХА + отставание 
в апикальной меристеме корешков проростков 
по сравнению с контролем (рис. 3, а, в). Между 
тем частота встречаемости микроядер в клетках 
корешков проростков из семян, хранившихся 
только в условиях +4 °C в среде воздуха и N2, 
увеличивалась в 4,3 и в 4,8 раз по сравнению 
с контролем соответственно (рис. 3, б, г). При 
этом механизм «аномального» увеличения час-

Рис. 3. Лабораторная всхожесть семян, митотический индекс, частота хромосомных аберраций и отставаний 
(а, в), а также микроядер (б, г) в апикальной меристеме корешков проростков Allium fistulosum после 3 лет 
хранения при температурах +4 °C и –6 °C в различных газовых средах.

1 – лабораторная всхожесть; 2 – МИ; 3 – частота ХА + отставания. К (контроль) – начальные физиологические и цито-
логические характеристики, полученные перед закладкой семян на хранение; Воз. – воздух. * различия, статистически 
значимые по сравнению с контролем при p ≤ 0,05.
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тоты МЯ в среде N2 в литературе не описан и 
требует дальнейшего изучения.

Таким образом, снижение лабораторной 
всхожести семян A. fi stulosum после 3 лет хра-
нения при температуре ≈ +20 °C в воздушной 
среде, вероятно, связано с возросшей часто-
той встречаемости хромосомных аберраций 
и отставаний, а также микроядер в клетках 
апикальной меристемы корешков проростков. 
Показано, что наиболее оптимальными услови-
ями для хранения семян A. fi stulosum в воздуш-
ной среде являлись температуры –6° и –18 °C, 
при которых отмечена наименьшая частота 
встречаемости микроядер в клетках корешков 
их проростков по сравнению с температурами 
≈ +20 °C и +4 °C. 

Использование различных газовых сред (Ar, 
N2 или CO2) при температурах +4 °C и –6 °C 
не вызывает изменений лабораторной всхожести, 
митотической активности, частоты хромосом-
ных аберраций и отставаний в апикальной ме-
ристеме корешков их проростков по сравнению 
с контролем. Между тем при хранении семян в 
условиях температуры +4 °C в средах воздуха 
и N2 частота образования микроядер была выше 
в 4,3 и 4,8 раз по сравнению с контролем соот-
ветственно.

В целом на примере быстростареющих семян 
A. fi stulosum показано, что из всех исследован-
ных условий хранения наиболее эффективными 
являлись температуры: +4 °C (Ar, CO2); –6 °С 
(воздух, Ar, N2, CO2) и –18 °C (воздух), однако 
с позиций энергосбережения вне зависимости 
от внешних источников энергии) и надежности 
хранения (при различного рода природных и 
техногенных катаклизмах) целесообразнее ис-
пользовать естественный хо лод круглогодично 
стабильных температур (–6 °С) многолетнемерз-
лых грунтов Центральной Якутии.

Работа выполнена при поддержке меж-
дисциплинарных интеграционных проектов 

СО РАН № 122 «Криосфера как среда жизне-
обеспечения и сохранения биоразнообразия» 
на 2009–2011 гг. и № 7 «Разработка научных 
основ технологии длительного хранения семян 
сельскохозяйственных, редких, исчезающих, 
древесных и других хозяйственно ценных и 
перспективных видов растений в толще много-
летнемерзлых пород» на 2012–2014 гг.
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Summary

By the example of fast-ageing Allium fistulosum seeds, it is shown that the storage temperature of +4, –6 
and –18 °C, regardless of the used gas atmosphere does not affect laboratory germination, mitotic activity, 
or the frequency of chromosome aberrations and lags in the apical meristem of seedling roots in comparison 
to the control. The conditions best for seed storage are: +4 °C (argon, carbon dioxide), –6 °C (air, argon, 
nitrogen, carbon dioxide) and –18 °C (air), as proven by the lowest frequency of micronuclei in root cells 
of seedlings. 

Key words: Allium fistulosum seeds, low-temperature storage, seed viability, permafrost, gas atmosphere.


