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ABSTRACT 

 

The southern and south-eastern regions of Kazakhstan have exceptionally favorable 

conditions for the cultivation of pear. However, in recent years, the areas occupied with 

this culture are gradually decreasing. Many foreign and domestic cultivars, valuable 

hybrids and local traditional cultivars of folk breeding carrying genes of high productivity 

and adaptability have been lost in the field genebanks (orchards and nurseries). It is 

necessary to study, collect and preserve valuable genotypes that have important economic 

and biological characteristics to restore and prevent further loss of the gene pool. 

Conservation of plant genetic resources in the field is associated with significant 

financial costs for the care of plantations, as well as the risk of loss of cultivars due to 

disease, pests and adverse environmental factors. The most promising and effective 

approach to solve this problem is the cryopreservation of plant germplasm in liquid 

nitrogen. 

Studies on optimization of cryopreservation protocols for pear meristematic tissues 

were carried out based on vitrification method with 0.3 M sucrose. It has been established 

that the viability of meristematic tissues after cryopreservation depends on the duration of 

hardening, the method of thawing, the type of cryoprotectant and genotype. Optimum 

duration of hardening by variable temperatures (8 h, 22°C, light 5.9 lx, then 16 h, –1°C, 

dark) is 3-4 weeks, and the best cryoprotectant in preparing apical meristems for 

cryopreservation is PVS2. An effective way for viability recovery is thawing in water at a 

temperature of +45°C, and then at +25°C followed by planting on a nutrient medium. 

Keywords: pear, biotechnology, gene pool, genetic resources, meristematic tissues, 

cryopreservation, cryobank. 
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АБСТРАКТ 

 

В южных и юго-восточных регионах Казахстана сложились исключительно 

благоприятные условия для выращивания груши. Однако в последние годы 

занимаемые культурой площадипостепенно сокращаются. В полевых генбанках 

(садах и питомниках) были утеряны многие зарубежные и отечественные сорта, 

ценные гибриды и местные стародавние сорта народной селекции, несущие гены 

высокой продуктивности и адаптивности. Для восстановления и предупреждения 

дальнейшей потери генофонда необходимо изучить, собрать и сохранить ценные 

генотипы,обладающие важными хозяйственно-биологическими признаками.  
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Сохранение генетических ресурсов растений в полевых условиях сопряжено 

созначительными финансовыми затратами по уходу за насаждениями, а также 

риском утраты сортообразцов в результате поражения болезнями, вредителями и 

неблагоприятными факторамисреды произрастания.Наиболее перспективный и 

эффективный подход к решению этой проблемы – криоконсервация гермоплазмы 

растений в жидком азоте.  

Проведены исследования по оптимизации протоколов криосохранения 

меристематических тканей груши на основе метода витрификации с 0,3М сахарозой. 

Установлено, что жизнеспособность меристематических тканей после 

криосохранения зависит от продолжительности закаливания, способа 

размораживания, вида криопротектора и генотипа. Оптимальной длительностью 

закаливания переменными температурами (8 час, 22°С, освещенность 5,9 lx, затем 16 

час, –1°С, без освещения) являются 3-4 недели, а лучшим криопротектором при 

подготовке апикальных меристем к криоконсервации – PVS2. Эффективным 

способом восстановления жизнеспособности является размораживаниев воде при 

температуре +45°С, а затем при +25°С с последующей посадкой на питательную 

среду.  

Ключевые слова: груша, биотехнология, генофонд, генетические ресурсы, 

меристематические ткани, криоконсервация, криобанк. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Генетические ресурсы груши Казахстана представляют собой огромную научную и 

практическую ценность, включая дикорастущие виды и их уникальные формы, а также 

районированные сорта отечественной и зарубежной селекции, стародавние сорта 

народной селекции и гибридный материал.В последнее время утеряны многие сорта и 

гибриды груши, площади, занимаемые грушей, сокращаются. Одной из основных причин 

сокращения площадей является гибель саженцев груши при поражении болезнями, 

особенно бактериальным ожогом, а также вследствие повреждений заморозками.  

Недостатки традиционных приемов сохранения генетических ресурсов обусловили 

необходимость разработки технологии сохранения генофонда с использованием 

биотехнологических методов, преимущества которых – экономия труда и площади 

культивирования, независимость от погодных условий и возможность длительного 

хранения в стерильных условиях.Наиболее перспективный и эффективный подход к 

решению этой проблемы – криоконсервация гермоплазмы растений в жидком азоте (–

196°С). Использование этого метода позволяет неограниченно долго сохранять 

жизнеспособность и регенерационную способность растений, ограждает коллекции от 

воздействия экстремальных факторов среды, сводит к минимуму вероятность появления 

генетических изменений, требует меньших затрат по сравнению с традиционными 

методами, облегчает интродукцию растений из карантинных регионов, а также 

обеспечивает надѐжный международный обмен [1]. В мире давно проводятся 

исследования по криоконсервации и хладохранению гермоплазмы и создаются криобанки 

растений. Чаще всего для криосохранения используют апикальные меристемы, 

изолированные из растений, культивируемых в условиях in vitro[2]. 

Для подготовки растений к глубокому замораживанию, их выращивают при низких 

температурах в течение одной или нескольких недельв условиях короткого светового дня, 

схожих с условиями зимнего сезона, как запуск природных механизмов устойчивости 

растений к низким температурам [3].Применение предобработки закаливанием растений к 

холоду перед криоконсервацией приводит к значительному повышению 

жизнеспособности меристем после криосохранения [4].Так, например, процент 

регенерации апексов 5 сортов яблони после 3 недель адаптации к холоду при 5°С возрос 

до 70-92% [5]. Адаптация к холоду малины в течение 1 недели в переменном режиме (8 

часов день при +25°С и 16 часов ночь при –1°С) позволила повысить 

жизнеспособностьмеристем от 43% до 62-75% [6],а для некоторых сортов до 82% [7]. 

Для повышения жизнеспособности перед замораживанием используются различные 

смеси криопротекторов. В Японии группой Sakai разработана серия растворов-

криопротекторов PVS (plant vitrification solution) [8], которые сейчас успешно 

применяются для криоконсервирования апексов более 200 видов растений [9]. Так, 

эмбриогенные ткани дикой вишни (Prunus aviumL.) были успешно криоконсервированы с 

помощью раствора PVS2 [10]. А меристемы, изолированные из выращенных in vitro 



побегов земляники (Fragaria xananassa Duch. cv.Redcoat) и проростков гороха (Pisum 

sativumL. cv. Century), обработанные криопротекторами, сохраняли жизнеспособность в 

жидком азоте с 1979 г. по 2007 г. [11]. 

Целью наших исследований являлась оптимизация протоколов криоконсервации 

гермоплазмы груши для обеспечения высокой степени выживаемости меристематических 

тканей при глубоком замораживании для создания криобанка дикорастущих видов, 

произрастающих в Казахстане,и наиболее ценных сортов и гибридов.   

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

Объектами исследований служилисорта и гибриды груши из коллекционных 

насаждений Помологического сада КазНИИ плодоводства и виноградарства. 

Асептические побеги размножали в течение 3 недель в светокультуральной комнате при 

23-25°С, освещенности 25 μmolm
-2

s
-1

, 16-часовом фотопериоде. Изучали влияние 

длительности закаливания пробирочных растений на восстановление роста 

криосохраненных меристем. Для этого через 3 недели растения помещали в 

климатическую камеру «Lab-LineEnvironette» при режиме: 8 час, 22°С, освещенность 5,9 

lx, затем 16 час, –1°С, темнота. Длительность закаливания составляла 1-6 недель. 

Контролем служили неакклиматизированные побеги in vitro. После акклиматизации 

выделяли меристематические части побегов с 2-3 листовыми примордиями (в дальнейшем 

меристемы). Криосохранение проводили методами витрификации с 0,3М сахарозой и 5% 

ДМСО[12-14]. Для предобработки перед криосохранением испытывали влияние 

различных криопротекторов: PVS2 (30% глицерин+15% ЭГ+15% ДМСО+0,4М сахароза); 

PVS3 (50% глицерин+50% сахароза); PVS4 (35% глицерин+20% ЭГ+0,6М сахароза) и 

раствор Towill (35% глицерин+10% ДМСО+10% ПЭГ-8000+0,4М сахароза), а также 

криопротектор, состоящий из 50% глицерина и 50% глюкозы. С целью оптимизации 

режимов вывода растений груши из состояния глубокого замораживания и регенерации из 

них целых растений изучали влияние способов размораживания.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

 

Оптимизация закаливания растений груши перед криоконсервацией 

Известно, что предварительная адаптация к холоду растений приводит к запуску 

природных механизмов устойчивости растений к низким температурам [15, 16]. Способы 

и продолжительность акклиматизации к холоду играют исключительно большую роль при 

замораживании меристем в жидком азоте. Для предварительной акклиматизации растений 

используют как низкую положительную температуру (4-5°С), постоянную в течение всего 

периода акклиматизации [17], так и переменную в течение суток [18]. Поэтому для 

повышения эффективности криосохранения и подготовки меристематических клеток 

растений к воздействию сверхнизкой температуры оптимизировали этап закаливания к 

холоду. 

Устанавливали способы и время акклиматизации асептических растений груши. Для 

чего испытывали влияние переменных, чередующихся температур 8 час+22°С и 16 час –

1°С.Длительность акклиматизации варьировала от 1 до 6недель. Контролем служили 

побеги in vitro, не прошедшие адаптацию к холоду. Меристемы замораживали методом 

витрификации с 0,3М сахарозой (рис. 1). 

 

 



 

Рис. 1.Влияние времени акклиматизации на жизнеспособность меристем груши 
 

Fig. 1.The effect of acclimatization timeon the viability of pear meristems  

 

Оценку жизнеспособности меристем груши после криосохранения проводили в 

конце каждого месяца, контролем служили меристемы, не подвергавшиеся 

замораживанию в жидком азоте. 

Результаты экспериментов показали, что растительные ткани без предварительной 

акклиматизации после криоконсервации не выживают, закаливание в течение 1 недели 

приводит к выживаемости у сортов Нагима – 12%,Талгарская Красавица – 17%, 

XiangshuiLi– 10%, OldHome– 8%, Млина– 5%. Акклиматизация в течение 3 и 4 недель при 

переменной температуре повышает жизнеспособность меристем после криосохранения у 

сортовНагима 88 и 84% соответственно, Талгарская Красавица – 79 и73%,XiangshuiLi– 

63,3 и 59%, OldHome– 85 и 80%, Млина– 60 и 58%.После5-ти недель акклиматизации 

жизнеспособность меристем начинает снижаться (рис. 1).  

Таким образом,установлено, что оптимальной длительностью закаливания растений 

груши переменными температурами перед криоконсервацией являются 3-4 недели. 

 

Определение оптимального состава криопротектора для криоконсервации 

меристем груши в жидком азоте 

Перед криоконсервацией меристематических тканей растений, для предотвращения 

разрушения клеток образующимися при замораживании кристаллами льда и 

осмотического шока, вызываемого повышенной концентрацией солей внутри клетки при 

удалении воды, применяют криопротекторы. Криопротекторы на этапах замораживания и 

размораживания максимально уменьшают повреждение клеток от осмотического и 

механического стресса [19]. В связи с этим для подбора оптимального состава 

криопротектора проводили эксперименты с известными криопротекторами PVS2, 

PVS3,PVS4 и раствором Towill (рис.2). 

 

 

 

Рис. 2. Влияние предобработки криопротекторами при криоконсервации груши в жидком азоте  

 

Fig. 2.The effect of pretreatments by cryoprotectants while cryopreservation of pear in liquid nitrogen 

 

 

Результаты исследований показали, что при обработке раствором Towill 

выживаемость меристем груши очень низкая, они не выживают илирегенерируютне более 

11,0%(сорт OldHome). При обработке меристем криопротекторами PVS3 и PVS4 

выживаемость несколько выше и максимально достигает52,0% (сорта Нагима). После 

обработки криопротекторомPVS2 достигнут максимальный уровень выживаемости, 

который для сортов Нагима составил 76,3%, Талгарская Красавица – 82,1%, XiangshuiLi –

63,3%, а для сорта OldHome– 85,0% (рис. 2). 

Результаты исследований также показали, что жизнеспособность меристем груши 

после криосохранения зависела как от предобработки, так и от генотипа (рис. 3). 



 

Рис. 3. Влияние предобработок на жизнеспособность криоконсервированных меристем 

груши 

Fig. 3. The effect of pretreatments on the viability of cryopreserved pear meristems 

 

Так, при криоконсервации методом витрификации с 0,3М сахарозой у груши сорта 

XiangshuiLi жизнеспособность меристематических тканей составляет 63,3%, у сорта 

OldHome – 85,0%, а у сорта Млина – 60,0%. При исключении обработки с 2М глицерином, 

жизнеспособность меристем сорта XiangshuiLi– 95,0%, у сорта OldHome – 60,0%, а у 

сорта Млина– 16,7%. Использование криопротектора 50% глицерина+50% глюкозы 

снижает жизнеспособность меристем после криосохранения у всех исследуемых сортов и 

составляетлишь 13,3-30,0% в зависимости от сорта. 

С целью оптимизации режимов вывода меристематических тканей груши из 

состояния глубокого замораживания и регенерации из них целых растений проводили 

исследования по влиянию способов размораживания на жизнеспособность меристем, 

замороженных в жидком азоте (–196ºС). 

Исследования показали, что при использовании метода витрификации наиболее 

эффективным способом вывода меристем груши из состояния глубокого охлаждения 

оказалось размораживание в воде в течение 1мин. сначала при температуре +45°С, а затем 

при +25°С. Выживаемость меристем сорта Нагима составила 76,3%, Талгарская Красавица 

– 82,1%, Карындас и Любимица Клаппа – 95%. При оттаивании в воде температурой 

+45°С в течение 1 мин. регенерация тканей сорта Нагима и Любимица Клаппа составила 

70%, Карындас – 65%. При оттаивании в воде при температуре +25°С в течение 1 мин. 

регенерация тканей снизилась до 25-45% в зависимости от генотипа. При размораживании 

в потоке стерильного воздуха в ламинар-боксе при температуре +25°С в течение 5 мин. 

выживаемость составила от 10 до 20%.  

Данные наших исследований соответствуют результатам, полученным Chang Y. и 

др., где высокий процент жизнеспособности был получен при использовании раствора 

PVS2 для предобработки тропических культур, а использование этапа адаптации к холоду 

побегов груши приводило к повышению жизнеспособности меристем после 

криоконсервации [20, 21]. Для криосохранения меристематических тканей чѐрной 

смородины, малины и мяты, также, как и в нашем эксперименте, чередование 

температуры при акклиматизации было более эффективным, по сравнению с постоянной 

низкой температурой[4, 7, 22].  

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Таким образом, оптимальной длительностью закаливания переменными 

температурами (8 час, 22°С, освещенность 7 μmolm
-2

s
-1

, затем 16 час, –1°С, без освещения) 

для растений груши перед криоконсервацией являются 3-4 недели. Лучшим 

криопротектором при подготовке апикальных меристем к замораживанию в жидком азоте 

является PVS2. Эффективным способом восстановления развития меристем после 



глубокого охлаждения является размораживание в воде в течение 1 мин. сначала при 

температуре +45°С, а затем при +25°С. 

На основе проведѐнных исследований создан криобанк гермоплазмы груши с 

использованием метода витрификации с 0,3М сахарозой, состоящий из сортов и 

дикорастущих форм, отобранных с комплексом биологических и хозяйственно-ценных 

признаков (продуктивность+скороплодность+низкорослость+иммунность+адаптивность) 

и гибридных форм с максимальным уровнем выраженности селектируемого признака. 

Криогенная коллекция в настоящее время насчитывает 16 генотипов груши: Xiangshuidi, 

OldHome, Krylov, OHxF69, Млина, Айдана, Жаздык, Керим, Kieffer, Лесная Красавица, 

PaiLi, Млеевская Зимняя, Карындас, Moonglow и дикорастущие формы: груша Регеля 

(Pyrusregelii Rehder) и груша лесная (Pyrus pyrasterL.).  
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ТҤЙІН 

 

Қазақстанның оңтҥстік және оңтҥстік-шығыс аудандары алмҧртты өсіруге 

ерекше қолайлы жағдайлар тудырады. Дегенмен соңғы жылдары осы дақылдың 

алқаптары біртіндеп азайып жатыр. Далалық генбанктерде (бау-бақшалар мен 

тәлімбақтарда) жоғары өнімділік пен бейімділікке ие көптеген отандық сҧрыптар, 

бағалы гибридтер мен халықтық сҧрыптаудың жергілікті ежелгі сҧрыптары 

жойылып кетті. Генқорын қайта қалпына келтіру және ары қарай жойылып 

кетпеуін ескерту мақсатында маңызды шаруашылық-биологиялық белгілері бар 

бағалы генотиптерді зерттеу, жинау және сақтау қажет.  

Өсімдіктердің генетикалық ресурстарын далалық жағдайларда сақтау 

көшеттерді кҥтіп-баптауға байланысты едәуір қаржы шығындарымен, сондай-ақ 

сҧрыптардың аурулармен, зиянкестермен және өсу ортасының қолайсыз 

жағдайларымен зақымдану нәтижесінде жойылу қаупімен тҥйіндесіп жатыр. Осы 

мәселені шешудің едәуір перспективті және тиімді әдісі сҧйық азотта өсімдіктердің 

гермоплазмасын криосақтау болып табылады. 

0,3М сахарозасы бар витрификация тәсілінің негізінде алмҧрттың 

меристемалық ҧлпаларын криосақтаудың хаттамаларын оңтайландыру бойынша 

зерттеулер жҥргізілді. Меристемалық ҧлпалардың криосақтаудан кейінгі 

өміршеңдігі шынықтырудың ҧзақтығы, ерітудің тәсілі, криопротектор мен 

генотиптің тҥріне байланысты екені анықталды. Ауыспалы температурада (8 сағ, 

22°С, жарық 5,9 lx, одан кейін 16 сағ, –1°С, қараңғы) шынықтырудың тиімді 

ҧзақтығы 3-4 апта болып табылса, апикальды меристемаларды криосақтауға 

дайындау барысында ең жақсы криопротектор болып PVS2 болып табылды. 

Өміршеңдікті қалпына келтірудің оңтайлы тәсілі суда +45°С температурада еріту, 

содан кейін +25°С температурада қоректік ортаға кезекті отырғызу болып 

табылады. 

Негізгі сөздер: алмҧрт, биотехнология, генқоры, генетикалық ресурстар, 

меристемалық ҧлпалар, криосақтау, криобанк. 
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