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СОХРАНЕНИЕ В КРИОБАНКЕ ОБРАЗЦОВ ГРЕЦКОГО ОРЕХА  
ИЗ НЕСКОЛЬКИХ ПОПУЛЯЦИЙ САЙРАМ-УГАМСКОГО 

 ГОСУДАРСТВЕННОГО НАЦИОНАЛЬНОГО ПРИРОДНОГО ПАРКА

Грецкий орех (Juglans regia L.) является одной из наиболее экономически важных орехоплодных 
культур. В Казахстане дикорастущая популяция грецкого ореха зарегистрирована на юге страны 
и охраняется на территории Сайрам-Угамского государственного национального природного 
парка. В результате экспедиций 2018-2019 г.г. проведено описание 136 образцов Juglans regia по 
дескрипторам Международного института изучения генетических ресурсов растений (Interna-
tional Plant Genetic Resources Institute), собраны плоды 73 образцов грецкого ореха, отличающиеся 
высоким разнообразием по размеру, форме и массе орехов, выходу ядра, окраске и текстуре 
скорлупы и другим параметрам. Для сохранения биоразнообразия Juglans regia был разработан 
эффективный метод криоконсервации изолированных зародышевых осей. После поверхностной 
дезинфекции 0,1% раствором сулемы и промывания стерильной дистиллированной водой, 
зародышевые оси высушивали в потоке стерильного воздуха в ламинар-боксе в течение 1 часа 
до относительной влажности 12,1%, помещали в криопробирки и погружали в сосуд Дьюара с 
жидким азотом. У 72,4% зародышевых осей после криогенного хранения отмечена регенерация 
растений на питательной среде Драйвера-Куньюки с 1 мг/л 6-бензиламинопурина и 0,01 мг/л 
индолилмасляной кислоты. Создана криогенная коллекция 73 образцов грецкого ореха. Впервые 
генетический материал Juglans regia, произрастающий в Казахстане, сохранен в криогенном банке 
при температуре -196°С.

Ключевые слова: Juglans regia L., орех грецкий, криоконсервация, криобанк, изолированные 
зародышевые оси
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Сайрам-Өгем мемлекеттік ұлттық табиғи паркінің  
бірнеше популяцияларынан алынған грек 

 жаңғақ үлгілерін криобанкте сақтау

Грек жаңғағы (Juglans regia L.) – экономикалық маңызды жаңғақ культурасының бірі болып 
табылады. Қазақстанда жабайы өсетін грек жаңғағының популяцияны еліміздің оңтүстігінде 
тіркелген және Сайрам-Өгем мемлекеттік ұлттық табиғи паркінің аумағында қорғауға алынған. 
Экспедициялардың нәтижесінде 2018-2019 ж. Халықаралық өсімдіктердің генетикалық ресурстар 
институтының (International Plant Genetic Resources Institute) дескрипторлары бойынша Juglans 
regia-ның 136 түрі сипатталды, жаңғақтардың мөлшері, пішіні мен салмағы, ядро шығымдылығы, 
қабықтың түсі мен құрылымы бойынша өте әртүрлі грек жаңғағының 73 түрінің жемістері 
жиналды. Juglans regia биоәртүрлілігін сақтау үшін оқшауланған ұрықтық осьтерді эффективті 
криоконсервациялау әдісі әзірленді. 0,1% сулема ерітіндісімен бетін дезинфекциялап, стерильді 
дистилденген сумен шайғаннан кейін ұрықтық осьтерді ламинар бокстің ішінде стерильді 
ауа ағынында 1 сағат бойы 12,1% салыстырмалы ылғалдылыққа дейін кептірілді сосын 
криопробиркаға салып сұйық азоты бар дьюар сауытына батырылды. Ұрықтық осьтердің 72,4% 
криогенді сақтаудан кейін Драйвер-Кунюки қоректік ортада 1 мг/л 6-бензиламинопурин және 
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0,01 мг/л индолилмай қышқылы бар өсімдік регенерациясы байқалды. 73 грек жаңғақ үлгісінің 
криогендік коллекциясы жасалды. Қазақстанда өсетін Juglans regia тұқымының генетикалық 
материалы алғаш рет криогендік банкте -196°С температурада сақталды.

Түйін сөздер: Juglans regia L., грек жаңғағы, криоконсервация, криобанк, оқшауланған 
ұрықтық осьтер
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Preservation in a cryobank of Juglans regia L.  
accession from several populations  

in the Sairam-Ugam State National Natural Park

Persian walnut (Juglans regia L.) is one of the most economically important nut crops. In Kazakhstan, 
the wild-growing population of Juglans regia is registered in the south of the country and is protected on 
the territory of the Sairam-Ugam State National Natural Park. As a result of expeditions in 2018-2019 
136 accessions of Juglans regia were described according to the descriptors of the International Plant 
Genetic Resources Institute, fruits of 73 accessions of walnuts were collected, which are highly diverse 
in terms of size, shape and weight of nuts, kernel yield, color and texture of the shell and other param-
eters. To conserve the biodiversity of Juglans regia, the efficient cryopreservation technique has been 
developed for isolated embryonic axes. After surface disinfection with 0.1% mercuric chloride solution 
and rinsing with sterile distilled water, the embryonic axes were desiccated under laminar flow 1 hour 
to moister content of 12.1%, placed in cryovials, and immersed in a Dewar vessel with liquid nitrogen. 
In 72.4% of embryonic axes after cryogenic storage, plant recovery was noted on the Driver-Kuniyuki 
walnut medium with 1 mg/l 6-benzylaminopurine and 0.01 mg/l indolylbutyric acid. A cryogenic collec-
tion of 73 Juglans regia accessions has been established. For the first time, the genetic material of Juglans 
regia, growing in Kazakhstan, has been stored in a cryogenic bank at -196°C.

Key words: Juglans regia L., walnut, cryopreservation, cryobank, isolated embryonic axes

Введение

Орех грецкий – Juglans regia L. относится к 
семейству Ореховые (Juglandaceae A. Rich. Ex 
Kunth.), распространен в умеренных и субтро-
пических регионах северного полушария. Вид 
сохранился в диком состоянии в Западном Тянь-
Шане [1-3], в Киргизии реликтовые леса J. regia 
до сих пор занимают значительные территории 
– около 47 000 га, хотя в последние десятилетия 
отмечается заметное сокращение ареала этого 
вида [4]. В Казахстане орех грецкий охраняется 
на территории Сайрам-Угамского государствен-
ного национального природного парка, где на-
ходится дикорастущая популяция в пойме реки 
Угам (Угамский очаг). Здесь Juglans regia не об-
разует крупных зарослей, деревья формируют 
небольшие группы площадью 0,6-8 га и сосредо-
точены в наиболее влажных местах [3, 5].

Орех грецкий отличается высоким полимор-
физмом, разнообразие форм проявляется прежде 
всего в морфологических признаках плодов: раз-
мерах, форме, окраске и толщине скорлупы, вы-
ходу ядра, а также содержанию жира и других хи-
мических соединений [6]. Большое разнообразие 

по многим морфологическим характеристикам, 
в том числе размеру и форме орехов, толщине 
и текстуре скорлупы, массе ядра было отмечено 
при обследовании Угамской популяции [5]. Вы-
сокий уровень генетического разнообразия был 
выявлен на основе использования 8 микросател-
литных ДНК-маркеров (SSR-маркеров) в 11 ис-
следованных природных популяциях Киргизии 
[4]. Формы ореха грецкого также различаются 
по срокам цветения, устойчивости к болезням, 
урожайности, регулярности плодоношения и 
др. На основе обширных молекулярно-генети-
ческих и морфометрических исследований 44 
природных популяций евразийского континен-
та наиболее высокое генетическое разнообразие 
было выявлено в популяциях грецкого ореха в 
Пакистане и Индии, что дало возможность пред-
положить, что эти южноазиатские популяции 
содержат предположительно предковые формы 
орехов [7, 8].

Важность сохранения генетического разноо-
бразия дикорастущего грецкого ореха обуслов-
ливается фактом, что селекция этой орехоплод-
ной культуры часто осуществляется методом от-
бора высокоурожайных и устойчивых к стресс-
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факторам растений из природных популяций. 
Высокое разнообразие морфологических при-
знаков у грецкого ореха Угамской популяции 
свидетельствует о чрезвычайной важности этого 
генетического материала для селекции ценной 
орехоплодной культуры и необходимости его 
надежного сохранения.

В настоящее время криоконсервация счи-
тается единственным методом долгосрочно-
го сохранения ценных генетических ресурсов 
растений [9, 10]. Для многих важных сельско-
хозяйственных культур, таких как злаки, хра-
нение семян представляет собой достаточно 
рутинную задачу. Продовольственная и сель-
скохозяйственная организация Объединенных 
Наций (The Food and Agriculture Organization of 
the United Nations, ФАО) разработала стандар-
ты сохранения таких ортодоксальных семян, 
хорошо переносящих обезвоживание. Образцы 
семян подсушивают в контролируемых усло-
виях при температуре 5-20°С до 10-25% отно-
сительной влажности, в зависимости от вида, 
и помещают на долгосрочное хранение при 
температуре -18 ± 3°С (базовые коллекции). 
Активные коллекции семян сохраняют в ус-
ловиях среднесрочного хранения при низких 
положительных температурах 5-10°С и отно-
сительной влажности 15 ± 3°С [11]. В отличие 
от семян, вегетативно размножаемые культуры 
гораздо труднее сохранить в течение длитель-
ного времени. По мнению международного 
научного сообщества, криоконсервация – это 
единственный способ долгосрочного сохране-
ния многих ценных плодовых, ягодных, овощ-
ных и орехоплодных культур, размножаемых 
вегетативно [12-15]. Незаменим этот метод при 
необходимости сохранить на долгий срок ко-
роткоживущие семена, например, грецкого или 
лесного орехов, у которых после одного-полу-
тора лет хранения существенно снижается жиз-
неспособность [16]. Орехи целиком невозмож-
но сохранить в жидком азоте из-за их большого 
размера и высокого содержания жира. Однако 
зародышевые оси, изолированные из семян, 
оказались подходящим эксплантом для крио-
консервации [17]. Для успешной криоконсерва-
ции изолированных зародышевых осей требу-
ется их подсушивать в асептических условиях 
ламинар-бокса до оптимальной относительной 
влажности [18-19].

Целью настоящей работы явилась разработ-
ка протокола криоконсервации изолированных 
зародышевых осей и создание криобанка образ-

цов грецкого ореха, отобранных из нескольких 
популяций Сайрам-Угамского государственного 
национального природного парка.

Материалы и методы

Морфологическое описание образцов грецко-
го ореха (деревья, листья, плоды) было проведе-
но с использованием дескрипторов, рекомендо-
ванных Международным институтом изучения 
генетических ресурсов растений (International 
Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) [20]. В 
полевых условиях координаты участков произ-
растания орехов на местности фиксировались с 
помощью GPS-навигатора ETREX (Garmin).

Собранные в Сайрам-Угамском государ-
ственном национальном парке орехи до нача-
ла экспериментов хранились при температуре 
+10±2°С. Для изолирования зародышевых осей 
орехи промывали в мыльном растворе и осво-
бождали ядро (зародыш) от скорлупы. В асепти-
ческих условиях ламинар-бокса из ядер орехов 
выделяли зародышевые оси с прилегающей ча-
стью семядолей, поверхностно дезинфициро-
вали в 0,1% растворе сулемы в течение 7 мин, 
после чего трижды промывали стерильной дис-
тиллированной водой. Исследовали влияние вы-
сушивания изолированных зародышевых осей 
на их жизнеспособность и регенерацию расте-
ний после криоконсервации в жидком азоте. По 
10 зародышевых осей помещали в чашки Петри 
и подсушивали в потоке стерильного воздуха в 
ламинар-боксе в течение 0, 1 или 2 час, затем пе-
реносили в криопробирки и погружали в сосуды 
Дьюара на 1 час. Размораживали криопробирки 
при температуре +4°С, после чего изолирован-
ные зародышевые оси помещали в пробирки с 
питательной средой Драйвера и Куньюки (DKW) 
[21] с добавлением 0,1 мг/л 6-бензиаминопури-
на (БАП); 0,01 мг/л индолилмасляной кислоты 
(ИМК); 4 г/л агара; 1,75 г/л джелрайта, 20 г/л 
сахарозы, рН 5,7. Повторность экспериментов 
трехкратная, количество зародышевых осей в 
каждом варианте опыта составляло 30 шт.

Для определения относительной влажности 
по 10 зародышевых осей в трехкратной повтор-
ности, подсушенных ламинар-боксе в течение 0, 
1 и 2 час, помещали в стеклянные бюксы с при-
тертыми крышками и выдерживали в сухожаро-
вом шкафу при температуре 103°С в течение 16 
час. Относительную влажность определяли как 
разницу между сырой и сухой массой [22] по 
следующей формуле 1:
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% относительной влажности =
– [(СырМ – СухМ) / (СырМ)] х 100%    (1)

где СырМ – сырая масса изолированных зароды-
шевых осей;

СухМ – сухая масса изолированных зароды-
шевых осей;

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием стандартных 
методов. Для сравнительной оценки средних 
величин был использован t-критерий Стьюдента 
[23]. Статистически значимыми считались раз-
личия при Р<0,05.

Результаты и обсуждение

В результате научной экспедиции в сентябре 
2019 г. было проведено обследование насажде-
ний и сбор растительного материала грецкого 
ореха на территории Сайрам-Угамского госу-
дарственного национального природного парка 
в Тюлькубасском филиале в ущельях Кокбулак и 
Машат. В начале 50-х годов прошлого столетия 
была произведена посадка в этих ущельях грец-
кого ореха семенами из природных популяций.

Все исследованные деревья были пронуме-
рованы и, в соответствии с дескрипторами [20], 
было описано 65 деревьев (образцов) грецкого 
ореха (рисунок 1). 

Обследованные популяции находятся в уще-
лье Кокбулак на высоте 778-860 м над уровнем 
моря и в ущелье Машат – 647-671 м. У 34 об-
разцов были собраны орехи для изучения мор-
фологических характеристик плодов и сохране-
ния в криогенном банке. Растительность в месте 

сбора представлена в основном разреженным 
лесом (61,5%), иногда густым лесом (23,1%), ку-
старниковыми зарослями (10,8%), травянистой 
растительностью с редкими деревьями и кустар-
никами (4,6%) (рис. 1 а, б). Грецкий орех в ос-
новном представлен молодыми жизнеспособны-
ми сильными одно- (53,8%), реже двух- (27,7%), 
трех- (12,3%) и четырехствольными деревьями 
(6,2%). В среднем диаметр основного ствола со-
ставляет 137,9±53,2 см, диаметр второго ствола 
– 110,7±31,3 см, третьего – 111,5±50,2 см. Воз-
раст деревьев 60-70 лет (72,3%), реже более мо-
лодые деревья (27,7%). Форма кроны – вытяну-
тая (38,5%) и раскидистая (35,4%), чуть в мень-
шей степени округлая (26,2%) (рис. 1 б). Прева-
лируют высокие деревья (более 20 м – 72,3%), 
деревья высотой от 10 до 20 м составляют 24,6%, 
низкорослых деревьев менее 4%. Побеги неопу-
шенные, цвет молодых однолетних побегов – зе-
леные, более старых – коричневые, главный че-
решок – зеленого цвета. Длина сложного листа 
варьировала от 23,4 до 59,9 см, среднее значе-
ние – 39,15±4,39 см; ширина – от 13,2 до 44,1 см; 
среднее значение – 26,05±3,07 см. На сложном 
листе расположено 5, 7 или 9 простых широко-
эллиптических листочков c цельнокрайними 
краями пластинки. Длина простых коротких 
листочков колеблется от 2,0 до 13,3 см, среднее 
значение – 6,14±1,76; длина простых длинных 
листочков колеблется от 8,2 до 30,7 см, среднее 
значение – 15,68±2,74. Ширина узких коротких 
простых листочков находится в диапазоне от 1,0 
до 11 см, среднее значение – 3,8±0,87; ширина 
широких листочков колеблется от 5,7 до 17,2 см, 
среднее значение – 9,94±1,41. 

а, б – взрослые плодоносящие деревья, образцы № 20 и 54; в – плоды 
Рисунок 1 – Орех грецкий в Сайрам-Угамском государственном национальном природном парке,  

Тюлькубасский филиал, ущ. Кокбулак
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Плодоношение в основном слабое, отмече-
но у 63,1% образцов, у 23,1% – отсутствует, 
тип плодоношения в основном верхушечный. 
Орехи различались по массе, размеру, форме и 
окраске скорлупы. Плоды в основном округлой 
(86,0%), реже коротко- (12,0%) и удлиненно-
трапецевидной (2,0%) формы (рис. 1 в). Дли-
на орехов варьировала от 24,9±2,1 до 40,1±3,1 
мм; ширина составляла от 20,9±1,6 до 33,8±2,2 
мм. Текстура скорлупы орехов очень грубая, 
неровная (78,0%), редко средняя (14,3%), еще 
реже шероховатая (7,1%). Цвет скорлупы тем-
ный (42,0%) и очень темный (36,0%) редко 
средний (14,0%) и светлый (8,0%). Масса оре-
хов со скорлупой варьировала от 6,2±1,2 до 
13,1±2,7 г. Масса ядра – от 1,53±0,7 до 6,8±2,1 
г; выход ядра составил 24,9-65,8%. Для ком-
мерческих сортов грецкого ореха имеются 
определенные требования в отношении ка-
чества плодов. Так, масса орехов должна на-
ходиться в пределах 12-18 г, при этом, выход 
ядра должен быть не менее 50% [24, 25]. В ис-
следованных дикорастущих популяциях были 
выявлены образцы, соответствующие вышеу-
казанным параметрам. 

В процессе разработки протокола криокон-
сервации изолированных зародышевых осей 
изучали влияние относительной влажности / 
длительности высушивания осей в потоке сте-
рильного воздуха в ламинар-боксе на их выжи-
ваемость после криоконсервации. Рассчитанная 
относительная влажность зародышевых осей без 
высушивания составляла 16,3±0,4%; после одно-
го часа высушивания снижалась до 12,1±0,9%; 
после двух часов – до 7,1±0,6%. Жизнеспособ-
ность зародышевых осей после замораживания 
в жидком азоте существенно зависела от дли-
тельности высушивания их в ламинар-боксе. 
Так, без высушивания только 60% зародышевых 
осей выживали после криоконсервации; высу-
шивание в течение 1 час достоверно повышало 
процент жизнеспособных осей, развивающих-
ся в растения, до 72,4% (рис. 2). Высушивание 
в течение двух часов снижало посткриогенную 
жизнеспособность осей в среднем до 56,7%, при 
этом до 36,7% возрастала доля некротизирован-
ных эксплантов, не способных к дальнейшему 
развитию, по сравнению с вариантами без вы-
сушивания или высушиванием в течение 1 часа 
(рис. 2).

 
 

  Рисунок 2 – Результаты криоконсервации зародышевых осей грецкого ореха 
 после различной длительности высушивания в ламинар-боксе.  

Данные, обозначенные различными буквами, достоверно отличаются при Р<0,05. (ЖА – жидкий азот)



77

С.В. Кушнаренко и др.

Таким образом, оптимальная длительность 
высушивания зародышевых осей в течение 1 
часа до достижения ими 12,1% относительной 
влажности позволила получить высокий про-
цент регенерации растений после криоконсерва-
ции. В среднем 72,4% зародышевых осей после 
цикла замораживания-оттаивания оставались 
жизнеспособными и на питательной среде фор-
мировали полноценные растения (рис. 3). Этот 

процент жизнеспособности зародышевых осей 
вполне соответствует данным литературы. Так, 
от 70 до 90% проростков различных культур 
были получены из криоконсервированных за-
родышевых осей с относительной влажностью 
7,8-11,5% [18, 19]. В работе американских ис-
следователей сообщается о сохранении 75-96% 
жизнеспособности после криоконсервации за-
родышевых осей различных видов Corylus [17]. 

а – изолирование зародышевой оси (показано стрелкой) с прилегающей частью семядолей;  
б – подсушивание зародышевых осей в потоке стерильного воздуха в ламинар-боксе;  

в – криоконсервация зародышевых осей в сосуде Дьюара; г-е – развитие растений после помещения 
зародышевых осей на питательную среду DKW с 0,1 мг/л БАП и 0,01 мг/л ИМК (г), 

 через одну неделю (д) и один месяц (е). Шкала увеличения 1 см.
Рисунок 3 – Этапы криоконсервации изолированных зародышевых осей грецкого ореха
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В криогенный банк на длительное хранение 
были помещены 73 образца, отобранные из раз-
личных популяций Сайрам-Угамского государ-
ственного национального природного парка, в 
том числе 39 образцов, собранных в 2018 году 
в пойме реки Угам в ущелье Бак-Шелпек (Угам-
ский филиал) [5] и 34 образца – из насаждений 
в ущельях Кокбулак и Машат (Тюлькубасский 
филиал). Создана криогенная коллекция, состоя-
щая из 73 образцов дикорастущего Juglans regia 
(411 зародышевых осей).

Заключение

Дикорастущая популяция Juglans regia в 
Казахстане, охраняемая на территории Сайрам-
Угамского государственного национального 
природного парка, представляет собой самую 
северную часть естественного ареала грецко-
го ореха. В работе представлены результаты 
по описанию и сбору дикорастущих образцов 
грецкого ореха, отличающихся высоким по-
лиморфизмом по размеру, форме и массе оре-
хов, выходу ядра, окраске и текстуре скорлупы, 
а также другим параметрам. Для сохранения 
этого ценного генетического материала раз-
работан эффективный метод криоконсервации 
зародышевых осей, изолированных их семян 

грецкого ореха. Разработанный протокол кри-
оконсервации позволяет сохранить в среднем 
72,4% жизнеспособных зародышевых осей, по-
сле размораживания способных формировать 
полноценные растения на питательной среде. 
Создана криогенная коллекция 73 дикорасту-
щих образцов Juglans regia. Ценный генетиче-
ский материал грецкого ореха, произрастающе-
го на территории Казахстана, впервые сохранен 
на длительное время в криогенном банке Ин-
ститута биологии и биотехнологии растений 
при температуре -196°С.
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