
Изучение посткриогенного регенерационного потенциала 
сортов картофеля в разных условиях культивирования
Е.С. Беспалова1, Ю.В. Ухатова1, Н.Н. Волкова1, Е.В. Овэс2, Н.А. Гаитова2, Т.А. Гавриленко1, 3 

1 Федеральный исследовательский центр Всероссийский институт генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР), Санкт-Петербург, Россия
2 Всероссийский научно-исследовательский институт картофельного хозяйства им. А.Г. Лорха, Кусково, Москва, Россия
3 Санкт-Петербургский государственный университет, биологический факультет, Санкт-Петербург, Россия

 e-mail: tatjana9972@yandex.ru

Криоконсервация обеспечивает долгосрочное хранение генофонда селекционных сортов картофеля в криобанках 
при сверхнизких температурах. В настоящее время для криоконсервации сортов картофеля наиболее широко ис-
пользуется метод дроплет-витрификации, который постоянно совершенствуется с целью повышения регенераци-
онной способности сохраняемого растительного материала. В ведущих мировых генбанках картофеля использу-
ются различные модификации этого метода. В данной работе представлены результаты изучения влияния условий 
культивирования после замораживания – оттаивания апексов побегов и пазушных почек in vitro растений на их спо-
собность к посткриогенному восстановлению. Для криоконсервации был использован метод дроплет-витрифика-
ции, модифицированный в ВИР. Фактор «длительная темновая инкубация эксплантов» не оказывал существенного 
влияния на частоту посткриогенной регенерации изученных сортов, за исключением одного сорта (Крепыш), для 
которого отмечено достоверное (p < 0.05) увеличение частоты регенерации в варианте культивирования апексов 
микропобегов в темноте по сравнению с вариантом культивирования при фотопериоде 16/8 ч (свет/темнота). Факти-
чески у всех сортов частота посткриогенной регенерации апексов микропобегов была выше, чем у пазушных почек, 
однако достоверное превышение (p < 0.05) данного показателя для апексов побегов отмечено только в двух случа-
ях: для сорта Удача – культивирование эксплантов при фотопериоде 16/8 ч и для сорта Крепыш – культивирование 
в условиях темновой инкубации. Результаты двухфакторного дисперсионного анализа указывают на отсутствие зна-
чимого эффекта совместного действия двух факторов (темновая инкубация и тип экспланта) на способность сортов 
к посткриогенному восстановлению. С учетом полученных результатов дальнейшую криоконсервацию расширен-
ной выборки из девяти селекционных сортов проводили с использованием только одного типа эксплантов – апек-
сов микропобегов, которые после замораживания – оттаивания культивировали при фотопериоде 16/8 ч. Частота 
посткриогенной регенерации этих сортов варьировала от 30 до 60 %. Установлено достоверное влияние генотипа 
на регенерационную способность сортов после замораживания – оттаивания. Способность сортов к посткриогенно-
му восстановлению не связана со значениями морфогенетических показателей in vitro растений, которые использу-
ются в оригинальном семеноводстве картофеля. Возраст мериклона (2–4 года) не оказывал существенного влияния 
ни на показатели морфогенеза, ни на частоту посткриогенной регенерации сортов.  
Ключевые слова: картофель; Solanum tuberosum; длительное хранение; криоконсервация; условия in vitro культиви-
рования; морфогенез in vitro растений.
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Cryopreservation provides long-term storage of the gene pool of potato varieties in cryobanks at extremely low tempera-
tures. Currently, droplet vitrification is the most widely used method for cryopreservation of potato varieties, which is con-
stantly improving to increase the regeneration rates of the stored plant material. Different modifications of this method 
are used in the world’s leading potato genebanks. This paper presents the results of studying the effect of cultivation 
conditions after plunging into liquid nitrogen and thawing of shoots tips and axillary buds of in vitro plants on their post-
cryogenic recovery. The droplet-vitrification method modified at VIR was used for cryopreservation. The factor “prolonged 
dark incubation of explants” did not have a significant effect on the frequency of post-cryogenic regeneration of the stud-
ied varieties except for one variety (Krepysh), for which a significant increase in the regeneration rate was observed for the 
shoot tips cultivated in the darkness compared to the cultivation under the photoperiod 16/8 hours (light/darkness). The 
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Post-cryogenic regeneration of potato varieties 
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frequency of post-cryogenic regeneration of shoot tips was higher than that of the axillary buds for all varieties; however, 
these differences were significant (p < 0.05) only in two cases: for the variety Udacha (a photoperiod of 16/8 hours) and for 
the variety Krepysh (the dark incubation). The results of two-factor analysis of variance indicate that there is no effect of 
interaction of factor 1 (prolonged dark incubation) and factor 2 (explant type) on the ability of varieties to post-cryogenic 
recovery. Taking into account the obtained results, the further cryopreservation of an extended subset of 9 varieties was 
carried out using shoot tips, which, after freezing-thawing, were cultivated under the photoperiod of 16/8 hours. The fre-
quency of post-cryogenic regeneration of these varieties varied from 30 to 60 %. A significant effect of genotype on post-
cryogenic recovery has been established. The ability of varieties to regenerate shoots after freezing and thawing was not 
related to the values of morphogenic indices of in vitro plants. The age of the meriklons (2–4 years) did not significantly 
affect either the morphogenic indices or the frequency of post-cryogenic regeneration.
Key words: potato; Solanum tuberosum; long-term preservation; cryoconservation; in vitro cultivation conditions; in vitro 
morphogenesis.
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Введение
Важнейшей вегетативно размножаемой продовольствен­
ной культурой является возделываемый картофель Sola­
num tuberosum. Генофонд селекционных сортов картофеля 
сохраняется в полевых коллекциях, а также в дублетных – 
in vitro и криоколлекциях. Гарантированное сохранение 
обеспечивается при наличии в генбанке всех трех типов 
коллекций (Гавриленко и др., 2007; Филипенко, 2007; 
FAO, 2014; Niino, Valle Arizaga, 2015). Долгосрочное 
хра нение генофонда селекционных сортов картофеля в 
контролируемых условиях проводят при сверхнизких 
температурах в криобанках.

Для криоконсервации картофеля используют различ­
ные методы: витрификации, дроплет­замораживания, 
cryo plate, дроплет­витрификации (Kaczmarczyk et al., 
2011; Niino, Valle Arizaga, 2015; Ухатова, Гавриленко, 
2018). В настоящее время наиболее часто применяется 
метод дроплет­витрификации, разработанный Panis et al. 
(2005) для криоконсервации образцов банана. Данный 
метод был многократно модифицирован в разных лабора­
ториях и используется в крупнейших мировых генбанках 
для создания криоколлекций картофеля (Kim et al., 2006; 
Panta et al., 2015; Vollmer et al., 2016, 2017; Ухатова и 
др., 2017; Jenderek, Reed, 2017; Гавриленко и др., 2019). 
Подробное сравнение различных модификаций метода 
дроплет­витрификации проведено в нашей другой работе 
(Гавриленко и др., 2019).

Наиболее крупная по численности (1 533 образца) крио­
коллекция находится в Международном центре карто­
феля (CIP) в Перу (Vollmer et al., 2017). Первая в России 
криоколлекция селекционных и аборигенных сортов 
картофеля, насчитывающая 230 образцов, сохраняется в 
криобанке ВИР. Эта коллекция создается с использовани­
ем модифицированного в 2011 г. метода дроплет­витрифи­
кации (Дунаева и др., 2011; Shvachko, Gavrilenko, 2011).

Метод дроплет­витрификации, модифицированный в 
CIP, включает этап длительного (в течение одной недели) 
культивирования в темноте апексов in vitro растений после 
их замораживания – оттаивания. В генбанке NAC, NAAS, 
Кореи для криоконсервации используются и пазушные 
почки микрорастений. В модифицированном в ВИР мето­
де этап длительной темновой инкубации не применяется, 
культивирование эксплантов с момента размораживания –
оттаивания до получения полностью сформированных 

регенерантов проходит при фотопериоде 16/8 ч (свет/
темнота) (Дунаева и др., 2011; Гавриленко и др., 2019). 
Отметим, что работ по изучению влияния темновой ин­
кубации на индукцию и эффективность посткриогенной 
регенерации картофеля в доступной нам литературе нет.

Цель настоящей работы заключалась в изучении влия­
ния длительной темновой инкубации на эффективность 
посткриогенной регенерации различных типов эксплантов 
(апексов и пазушных почек in vitro растений). С учетом 
полученных результатов в дальнейшем проводились экс­
перименты по криоконсервации расширенной выборки 
селекционных сортов картофеля.

Материалы и методы
В качестве материала были использованы in vitro растения 
13 селекционных российских сортов картофеля, получен­
ных из Банка здоровых сортов картофеля (БЗСК) Всерос­
сийского НИИ картофельного хозяйства им. А.Г. Лорха: 
Антонина, Василек, Гулливер, Ильинский, Ирбитский, 
Крепыш, Кузнечанка, Любава, Накра, Удача, Тулеевский, 
Фрителла, Югана. Исходные in vitro растения выращивали 
три­четыре недели на питательной среде МS без гормонов 
для получения выровненных по физиологическому со­
стоянию микрорастений.

Для изучения влияния длительной темновой инкубации 
на посткриогенное восстановление эксплантов отобрали 
четыре сорта картофеля (Ильинский, Крепыш, Накра, 
Удача), контрастных по способности к посткриогенному 
восстановлению (Ухатова и др., 2017). У микрорастений 
этих четырех сортов вычленяли как апексы микропобегов, 
так и пазушные почки (из верхних двух междоузлий).

Криоконсервацию сортов картофеля проводили в от­
деле биотехнологии ВИР с использованием модифици­
рованного метода дроплет­витрификации (Дунаева и др., 
2011), детальное описание которого приведено в работе 
(Гаври ленко и др., 2019). Изолированные экспланты по­
мещали в жидкую среду MS, затем переносили в жидкую 
среду LS (MS с 0.4М сахарозой и 2М глицеролом) на 
20 мин, после чего экспланты помещали в раствор PVS2 с 
криопротекторами (MS с добавлением 3.26 М глицерола, 
2.42 М этиленгликоля, 1.9 М ДМСО и 0.4 М сахарозы) и 
оставляли на 30 мин на льду. Экспланты, погруженные в 
капли раствора PVS2, переносили в заполненные жидким 
азотом криопробирки, которые помещали на один час в 
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сосуд Дьюара с жидким азотом. Оттаивание материала 
проводили при комнатной температуре в жидкой среде RS 
(MS с добавлением 1.2 М сахарозы) в течение 15 мин. За­
тем экспланты переносили в чашки Петри со средой MSTo 
(MS c добавлением 0.5 мг/л зеатин рибозида, 0.5 мг/л 
ИУК, 0.2 мг/л ГК, 20 г/л сахарозы, 7 г/л агар­агара) и 
культивировали при фотопериоде 16/8 ч (свет/темнота) 
(Гавриленко и др., 2019).

В вариантах опыта с темновой инкубацией экспланты 
после замораживания – оттаивания переносили в чашки 
Петри со средой MSTo, которые плотно заворачивали 
алюминиевой фольгой и оставляли на тех же светоуста­
новках на 7 дней. Через одну неделю фольгу снимали и 
продолжали культивирование эксплантов при фотопе­
риоде 16/8 ч (свет/темнота).

В конце восьмой недели культивирования после замо­
раживания – оттаивания учитывали регенерационную спо­
собность эксплантов в каждом варианте опыта (число экс­
плантов, сформировавших побеги). Данные представляли 
в процентах к общему числу криоконсервированных экс­
плантов. Эксперименты выполняли в трех повторностях.

После получения результатов изучения влияния тем­
новой инкубации и типа эксплантов на посткриогенное 
восстановление была проведена еще одна серия экспе­
риментов по криоконсервации девяти дополнительных 
сортов (Антонина, Любава, Тулеевский, Фрителла, Югана, 
Ирбитский, Василек, Гулливер, Кузнечанка). В этой серии 
экспериментов в каждой повторности опыта изолировали 
по 20 эксплантов на сорт для контроля посткриогенной 
регенерации и дополнительно еще 30 эксплантов с по­
следующей их закладкой на длительное криохранение в 
биокриокомплекс ВИР.

Данные посткриогенного восстановления девяти сор­
тов сравнивали с четырьмя показателями морфогенеза 
растений в культуре in vitro (Овэс и др., 2018): 1) продол­
жительностью периода от черенкования до формирования 
микрорастениями двух­трех междоузлий; 2) продолжи­
тельностью периода от черенкования до формирования 
микрорастениями четырех­шести междоузлий; 3) продол­
жительностью периода активного роста микрорастений; 
4) продолжительностью всего вегетационного периода 
микрорастений – от черенкования до формирования ими 
микроклубней. Кроме того, учитывали «возраст мерикло­
на» – общую продолжительность пребывания данного 
клона в культуре in vitro.

Обработку полученных результатов и оценку достовер­
ности различий между вариантами опытов проводили с 
помощью методов вариационной статистики (t­критерий 
Стьюдента, коэффициент корреляции), а также компью­
терной программы STATISTICA 6.0 (модули одно­ и 
двухфакторного анализа).

результаты
Изучение влияния условий культивирования различ-
ных типов эксплантов на частоту их посткриогенной 
регенерации. Уже на третьей неделе после заморажива­
ния – оттаивания наблюдали появление первых регенеран­
тов и на апексах микропобегов, и на пазушных почках в 
двух вариантах опыта – культивирование эксплантов в 
темноте и при фотопериоде 16/8 ч (см. рисунок). К концу 

восьмой недели культивирования, когда проводился учет 
частоты посткриогенного восстановления, число регене­
рирующих эксплантов, как правило, возрастало.

В табл. 1 представлены результаты изучения влияния 
условий культивирования после замораживания – оттаи­
вания апексов микропобегов и пазушных почек in vitro 
растений на их способность к посткриогенному восста­
новлению. Длительная темновая инкубация эксплантов 
не оказывала существенного влияния на частоту пост­
криогенной регенерации изученных сортов, за исключе­
нием сорта Крепыш, для которого отмечено достоверное 
увеличение частоты регенерации в варианте культиви­
рования апексов микропобегов в темноте по сравнению 
с вариантом культивирования при фотопериоде 16/8 ч 
(свет/темнота) (tst = 2.8, p < 0.05) (см. табл. 1). В среднем 
по суммарным данным, полученным для всех четырех 
сортов, существенного влияния темновой инкубации на 
посткриогенное восстановление как апексов микропобе­
гов, так и пазушных почек выявлено не было (tst = 0.85, 
p > 0.05). Результаты однофакторного анализа подтверди­
ли отсутствие достоверного влияния фактора «темновая 
инкубация» на уровень посткриогенной регенерации 
изученных сортов ( р = 0.154). 

Влияние типа экспланта на уровень регенерации после 
оттаивания четырех сортов было статистически значимым 
( р = 0.002). Частота посткриогенной регенерации апексов 
микропобегов была достоверно выше ( p < 0.05), чем у 
пазушных почек, у сорта Удача (культивирование при 
фотопериоде 16/8 ч) и у сорта Крепыш (культивирование 
в условиях темновой инкубации) (см. табл. 1). Результаты 
двухфакторного дисперсионного анализа указывают на 
отсутствие значимого эффекта совместного действия 
двух факторов на способность сортов к посткриогенно­
му восстановлению. Отмечено статистически значимое 
влияние генотипа ( р = 0.039) на частоту посткриогенной 
регенерации. 

С учетом полученных результатов дальнейшую крио­
консервацию расширенной выборки из девяти селек­
ционных сортов проводили с использованием апексов 
микропобегов, которые после замораживания – оттаивания 
культивировали при фотопериоде 16/8 ч (свет/темнота).

Изучение показателей морфогенеза in vitro и способ-
ности к посткриогенному восстановлению у селек­
ционных сортов картофеля. В табл. 2 представлены 
данные по регенерационной способности апексов микро­
побегов девяти сортов картофеля после замораживания –
оттаивания. По уровню посткриогенной регенерации изу­
ченные сорта можно разделить на две группы: образцы с 
регенерационной способностью менее 40 % (сорта Люба­
ва, Тулеевский, Фрителла), и сорта, регенерационная спо­
собность которых была выше 40 % (Антонина, Ирбитский, 
Василек, Гулливер, Кузнечанка). Полученные результаты 
указывают на существенное ( p < 0.05) влияние генотипа 
на показатель посткриогенной регенерации, что отмеча­
ется и в большинстве работ по криоконсервации разных 
видов растений, включая картофель (Bamberg et al., 2016; 
Volk et al., 2016; Ухатова и др., 2017; Vollmer et al., 2017).

В нашей работе была изучена связь между различными 
морфогенетическими признаками – способностью сортов 
к посткриогенному восстановлению и показателями фаз 
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Formation of postcryogenic regenerants in Krepysh variety during the cultivation of shoot tips on MSTo nutrient medium, lighting 
schedule 16L:8D.  
(a) Explant in the first week after thawing; (b) emergence of a regenerant in the third week; (c) regenerant development in the eighth week 
of cultivation.

Table 1. Frequencies of postcryogenic regeneration in different conditions of cultivation of two types of explants  
(shoot tips and axillary buds) of potato varieties

Variety Variants of experiments

16L:8D Long dark incubation (1 week)

Shoot tips Axillary buds Shoot tips Axillary buds

Il’inskiy 33.3 ± 22.0 b 16.7 ± 11.0 bc 40.8 ± 15.8 ab 12.5 ± 7.2 bc

Krepysh 43.3 ± 6.7 b 36.7 ± 12.0 b 62.5 ± 1.4 a 30.0 ± 11.5 bc

Nakra 20.0 ± 10.0 bc 20.0 ± 10.0 bc 35.0 ± 5.0 b 17.5 ± 7.5 bc 

Udacha 30.0 ± 5.8 b 14.2 ± 3.0 c 46.7 ± 16.7 ab 17.5 ± 6.3 bc

X ± mx 31.7 ± 4.8 b 21.9 ± 5.9 bc 46.3 ± 5.9 b 19.4 ± 3.7 bc

Note:  Differences between values marked with different letters are significant at p < 0.05.

Table 2. Frequencies of postcryogenic regeneration of potato varieties  
and their morphogenetic indicators in micropropagation

Variety  Frequency  
of postcryogenic 
regeneration,  
%

Мorphogenetic parameters of microplants (the timing  
of development phases, days))

Age of the 
original 
mericlone

Phase of intense growth of microplants 3 4

1 2

Lyubava 30.0 ± 15.3 12–15 30–35 30–45 45–85 3

Tuleevskiy  35.0 ± 5.0 12–15 30–35 30–45 45–75 4

Fritella 35.0 ± 5.0 20–23 38–45 45–55 55–80 3

Yugana 40.0 ± 10.0 12–15 25–30 25–45 45–80 4

Antonina 41.7 ± 8.4 12–15 25–30 25–45 45–80 4

Irbitskiy 45.0 ± 5.0 20–23 38–45 45–55 55–80 4

Vasilek 45.0 ± 5.0 12–15 30–35 30–45 45–65 3

Гулливер 50.0 ± 16.7 12–15 25–30 25–45 45–80 2

Kuznechanka 60.0 ± 10.0 15–20 30–35 30–65 65–90 4

Notes :  Designations of morphogenetic parameters: 1, time from grafting to the formation of two or three internodes in the plants; 2, time from grafting to the 
formation of four to six internodes; 3, time of intense growth; 4, duration of the whole vegetation period of microplants, from grafting to microtuber formation.
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роста и развития in vitro растений в процессе их микро­
размножения (см. табл. 2). Данные морфогенетические 
показатели применяются при выращивании микрорасте­
ний с целью дальнейшего получения мини­клубней и в 
настоящее время начинают использоваться в коммерче­
ских компаниях, производящих микрорастения картофеля 
в больших объемах (Овэс и др., 2018).

Три сорта из девяти (Гулливер, Югана,  Антонина) ха­
рактеризовались ускоренным протеканием фаз интенсив­
ного роста микрорастений (показатели 1 и 2), поэтому 
период достижения микрорастениями этих сортов стан­
дартных размеров (4–6 междоузлий) не превышал одного 
календарного месяца (см. табл. 2). Эти три сорта выде­
лялись также наиболее короткой продолжительностью 
периода активного роста in vitro растений (показатель 3). 
Поздний срок наступления фазы интенсивного роста 
 микрорастений отмечен для сортов Ирбитский и Фри­
телла. Наибольшая продолжительность всего вегета ци­ 
онного периода в культуре in vitro отмечена для мик ро­
растений сорта Кузнечанка (см. табл. 2). Наличие стати­
стически значимой положительной корреляции отмече­
но для морфогенетических показателей 1 и 2 (r = 0.90), 
1 и 3 (r = 0.96), 2 и 3 (r = 0.88), 3 и 4 (r = 0.93). В то же 
время статистически достоверной корреляции между 
способностью изученных девяти сортов к ускоренному 
морфогенезу в условиях in vitro и частотой их посткрио­
генной регенерации не выявлено. Возраст мериклона 
не оказывал существенного влияния ни на показатели 
морфогенеза, ни на частоту посткриогенной регенерации 
сортов (см. табл. 2). 

Заключение
Результаты изучения посткриогенного регенерационного 
потенциала сортов картофеля в разных условиях куль­
тивирования указывают на отсутствие существенного 
влияния длительной темновой инкубации эксплантов и 
значительный эффект типа экспланта: фактически у всех 
сортов частота посткриогенной регенерации апексов мик­
ропобегов была выше, чем у пазушных почек. Установ­
лено достоверное влияние генотипа на регенерационную 
способность сортов после замораживания – оттаивания. 
Способность сортов к посткриогенному восстановлению 
не связана со значениями морфогенетических показателей 
in vitro растений; возраст мериклона также не оказывал 
существенного влияния ни на показатели морфогене­
за, ни на частоту посткриогенной регенерации сортов. 
В практическом плане для дальнейшего пополнения 
криоколлекции сортов картофеля можно рекомендовать 
модифицированный в ВИР метод дроплет­витрификации. 
При его применении следует использовать апексы микро­
побегов, регенерация которых проводится при стандарт­
ных для этого метода условиях (Гавриленко и др., 2019). 
Данный метод эффективен для криоконсервации сортов 
различного происхождения, контрастных по морфогене­
тическому потенциалу в культуре in vitro.
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