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РЕФЕРАТ 
Отчет 57 стр., 3 таблицы, 8 рисунков, 43 источников, 5 приложений
ЯБЛОНЯ, СОРТА, БИОТЕХНОЛОГИЯ, ГЕНОФОНД, КЛОНАЛЬНОЕ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЕ, ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ
Объектами исследований являлись отечественные и интродуцированные сорта яблони.
Цель этапа 2018г – Отбор хозяйственно-ценных сортов яблони и получение асептических растений in vitro.  Тестирование на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковка заражённых. Размножение на стандартных питательных средах для проведения экспериментов по разработке универсальной среды для клонального микроразмножения.
[bookmark: _Hlk528089921]Методы исследований – использованы методические указания по клональному микроразмножению и сортоизучению плодовых культур, а также публикации по тематике исследований. 
В процессе работы отобраны 20 хозяйственно-ценных чистосортных сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, с высокими хозяйственно-ценными признаками подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений, отвечающие современным требованиям интенсивного плодоводства. Проведены экспериментальные исследования по определению условий введения растений in vitro, культивированию и размножению яблони на искусственных питательных средах. Определены способы, препараты и их концентрации для стерилизации эксплантов яблони от микрофлоры при введении in vitro: а) HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. б) HgCl2 0,1 % – 6 мин, с последующей обработкой 3% Н2О2 – 4 мин. в) «Доместос» + H20 1:5 – 20 мин. Получены асептические растения in vitro 20 сортов яблони: Голден Делишес, Апорт и Форма Апорта 5/18, Дамира, Суйслеппер, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Мутсу, Анель, Пеструшка, Рояль Ред Делишес, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен. Микрорастения тестированы на наличие инфицированности грибными и бактериальными болезнями на провокационной среде VISS, обракованы заражённые. Свободные от грибных и бактериальных заболеваний пробирочные растения яблони размножены в искусственных условиях для начала проведения экспериментов по разработке регламента и универсальной среды для клонального микроразмножения.
По результатам научных исследований опубликовано 1 статья и 1 статья находится в печати в зарубежных цитируемых журналах, 1 тезисы докладов опубликованы в сборниках международных конференций, сделан 1 доклад на международной конференции.
Область применения – биотехнология, сельское хозяйство.
РЕФЕРАТ 
Есеп: 57 бет, 3 кесте, 8 сурет, 43 әдебиет көздері, 5 қосымша.
АЛМА, СОРТТАР, БИОТЕХНОЛОГИЯ, ГЕНОФОНД, КЛОНДЫ МИКРОКӨБЕЙТУ, ҚОРЕКТІК ОРТАЛАР
Зерттеу нысаны ретінде алманың отындық және интродукцияланған сорттары алынды. 
2018 жылғы зерттеу мақсаты – алманың шаруашылық-құнды сорттарын іріктеу және in vitro жағдайында залалсыздандырылған өсімідктер алу. Саңырауқұлақ және бактериялық инфекциялардың болуына тест жүргізу, залалданған өсімдіктерді жою. Клонды микрокөбейтуге арналған әмбебап қоректік орта құрастыру бойынша эксперимент жүргізу үшін стандартты қорекіктік орталарда көбейту. 
Зерттеу әдістемелері – клонды микрокөбейту және жеміс дақылдарының сортзерттеуі бойынша әдістемелік құралдар, сондай-ақ зерттеу тақырыбы бойынша ғылыми мақалалар пайдаланылды.
Жұмыс барысында өндіріске және аналық екпелер егуге жылдам енгізілетін, заманауи қарқынды бақ шаруашылығының талаптары сай келетін, жоғары шаруашылық-құнды белгілерге ие, алманың отандық және шетелдік селекциясының тазасортты шаруашылық-құнды 20 сорты іріктеліп алынды. Өсімдіктерді in vitro ортасына енгізудің жағдайын анықтау, жасанды қоректік орталарда өсіру және көбейту бойынша эксперименттер жүргізілді.  Іn vitro ортасына енгізу барысында алма экспланттарын стерилизациялау тәсілдері, препараттары және олардың концентрациясы анықталды: а) HgCl2 0,2% 4 мин. экспозицияда. б) HgCl2 0,1 % – 6 мин, содан кейін 3% Н2О2 4 мин. в) «Доместос» + H20 1:5 – 20 мин. Алманың 20 сорты іn vitro ортасында залалсыз өсімдіктері алынды: Голден Делишес, Апорт және Апорттың 5/18 формасы, Дамира, Суйслеппер, Бельфлёр Алматинский, Мақсат, Заря Алатау, Восход, Мутсу, Анель, Пеструшка, Рояль Ред Делишес, Даналық, Салтанат, Талгарское, Бәйтерек, Қарлығаш, Заман, Тюльпан, Егемен. Микроөсімдіктер қоздырғыш VISS қоректік ортасында саңырауқұлақ және бактериялық аурулармен залалдануына тест жүргізілді, залалданған өсімдіктер жойылды. Саңырауқұлақ және бактериалық аурулардан таза пробиркалық алма өсімдіктер клонды микрокөбейтуге арналған әмбебап қоректік орта құрастыру бойынша эксперимент жүргізу үшін жасанды орталарда көбейтілді.
Ғылыми зерттеулердің нәтижелері бойынша 1 мақала жарияланды және 1 мақала шетелдік импакт-факторлы журналға басылымға берілді, 1 тезис халықаралық конференцияның жинағында жарық көрді, халықаралық конференцияда баяндама жасалды.
Қолдану аймағы – биотехнология, ауыл шаруашылығы.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	МС
	питательная среда Мурасиге и Скуга

	БАП
	6 бензиламинопурин

	АБК
	абсцизовая кислота

	ИУК 
	индолилуксусная кислота

	ИМК 
	индолилмасляная кислота

	ГК 
	гибберелловая кислота

	НУК 
	 - нафтилуксусная кислота

	АС 
	аскорбиновая кислота

	Кр 
	коэффициент размножения

	
	

	
	

	
	























ВВЕДЕНИЕ
Яблоня – основная плодовая культура в Казахстане и других странах умеренного климата. Однако темпы развития отрасли плодоводства и существующий сегодня сортимент не в полной мере отвечают современным требованиям интенсификации. Доля импорта плодовой продукции составляет около 50%, то есть находится у «красной черты», превышение которой может привести к зависимости страны от импортных поставок. При этом поступающая на отечественный продовольственный рынок импортная продукция не всегда отвечает требованиям качества, срокам хранения и безопасности для здоровья. Для предотвращения такой ситуации принимаются меры по наращиванию собственного производства плодовой продукции. Проводится селекционная работа по созданию новых интенсивных сортов яблони с высокими адаптационными свойствами. В результате проводимой в течение восьми десятилетий селекционной работы на основе обширного генофонда, используемого в качестве исходного материала, создан ряд новых сортов, характеризующихся высокой конкурентоспособностью. Сорта нового поколения включены в Государственный реестр селекционных достижений, допущенных к использованию в Республике Казахстан. Они имеют высокую продуктивность и качество плодов, устойчивы к наиболее распространенным заболеваниям, и характеризуются высоким адаптивным потенциалом. Кроме того, созданы новые формы подвоев с использованием дикорастущей яблони M. sieversii L. и M. niedzwetzkyana Dieck, характеризующихся высокой устойчивостью к стрессовым факторам, в том числе высокой засухоустойчивостью. Такие сорта и подвои представляют значительный интерес в условиях изменяющегося климата и для других регионов. 
Внедрение новых отечественных и интродуцированных сортов и подвоев в практическое садоводство затруднено медленными темпами размножения посадочного материала. Применяя технику размножения в культуре in vitro, заключающуюся в клонировании растений в асептических условиях (пробирках, колбах, и т.д.) на специально подобранных питательных средах, можно получить от одного растения до 10тыс. и более клонов в год, при 5-50 растений, обычно получаемых за этот же срок традиционным методом. Кроме того, длительное вегетативное размножение, как правило, приводит к массовому заражению плантационных посадок патогенной микрофлорой, в том числе и вирусной. Вирусы являются опасными внутриклеточными патогенами садовых культур. Из-за латентного характера многих вирусов они широко распространяются с зараженным посадочным материалом, с инструментом при выполнении агротехнических работ, с пыльцой и семенами, тлями и другими переносчиками. Известно около 1500 вирусов растений. Вирусные болезни снижают урожай сельскохозяйственных культур до 80-100 % и ухудшают товарные качества продуктов [1]   Кроме того, в последние годы в регионе широкое распространение получило заболевание яблони – бактериальный ожог (возбудитель бактерия Erwinia amylovora), при поражении которым деревья массово погибают [2] Клонирование in vitro позволяет не только быстро размножать растения, но и освобождать от вредителей и болезней.
Использование биотехнологических методов в размножении яблони весьма актуально, так как позволяет быстро размножить различные генотипы, освободить от болезней и вредителей, протестировать их на наличие вирусной инфекции, организовать размножение в течение всего года и выпустить посадочный материал к определенному сроку, что в результате повысит эффективность отрасли в целом и приведёт к интенсификации земледелия.  
[bookmark: _Hlk494034162]Научная новизна проекта заключается в том, что впервые в мире будет разработана технология ускоренного размножения растений яблони методом клонального микроразмножения с применением инновационного программного статистического обеспечения Design–Expert®, на основе которой будет разработана универсальная питательная среда и регламент размножения in vitro. Оптимизированные протоколы клонального микроразмножения гермоплазмы яблони будут обладать элементами новизны (новый минеральный состав) повышающими коэффициент размножения для использования в селекции по созданию новых высокопродуктивных и устойчивых сортов, пополнению генофонда и закладки маточных безвирусных насаждений и производственных плантаций. Предполагается, что впоследствии разработка будет внедрена в агропроизводство элитных сертифицированных саженцев яблони. 
По результатам научных исследований опубликовано: 1 статья и 1 статья находится в печати в зарубежных цитируемых журналах, 1 тезисы докладов опубликованы в сборниках международных конференций, сделан 1 доклад на международной конференции (Приложение А).
Проведен патентно-информационный поиск за период с 2008 по 2018 на глубину 10 лет, который проводился по электронным базам данных, информационно-справочным системам Роспатент (www.fips.ru), Web of Science (www.webofknowledge.com), базе патентов на изобретения РФ – http://ru-patent.info и др. В результате определены ведущие научные организации, работающие над проблемой клонального микроразмножения растений для научных и производственных целей. Ведущее положение в области клонального микроразмножения растений занимают РФ, США и Китай, где проводятся широкомасштабные исследования. За последние 10 лет выявлено 12 патентов, имеющих общую направленность с тематикой (Приложение Б). 
В приложении В представлен календарный план работы к Договору № 152 от 14.03. 2018 г. между Комитетом науки МОН РК и ТОО «Казахским научно-исследовательским институтом плодоводства и виноградарства». 
В приложение Г представлен перечень использованных зарубежных информационных ресурсов.
В приложении Д приведены результаты по теме НИР за 2018г. Проект выполняется в рамках бюджетной программы 217 «Развитие науки», подпрограмме 102 «Грантовое финансирование научных исследований». Приоритет «Устойчивое развитие агропромышленного комплекса и безопасность сельскохозяйственной продукции». Подприоритет «Интенсивное земледелие и растениеводство».
Цель проекта – Разработка универсального биотехнологического регламента клонального микроразмножения яблони с использованием современного программного обеспечения. Ускоренное размножение in vitro новых отечественных и интродуцированных сортов для внедрения в практику агропромышленного производства элитных саженцев и пополнения генофонда.
Задачи проекта:
– Отобрать хозяйственно-ценные чистосортные сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений.
– Получить асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов.  Изолировать экспланты яблони в асептические условия. Тестировать на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковать заражённые. Клонировать микрорастения на стандартных питательных средах.
– Разработать универсальную питательную среду и регламент клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®.  Разработать модели экспериментов клонального микроразмножения для оптимизации состава сред яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®. Провести экспериментальные исследования на основе разработанной модели, определить оптимальную питательную среду для клонирования in vitro. Разработать регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции.
– Размножить хозяйственноценные образцы яблони in vitro, депонировать в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС) для длительного сохранения. Размножить ценные сортообразцы in vitro. Депонировать в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС).
– Пересадить пробирочные растения в не стерильные условия защищённого грунта для последующей передачи в питомник.


Цель этапа 2018 года:
Отбор хозяйственно-ценных сортов яблони и получение асептических растений in vitro.  Тестирование на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковка заражённых. Размножение на стандартных питательных средах для проведения экспериментов по разработке универсальной среды для клонального микроразмножения.
Задачи этапа:
– Отобрать хозяйственно-ценные чистосортные сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений;
– Получить асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов;
– Изолировать экспланты яблони в асептические условия;
– Тестировать на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковать заражённые;
– Клонировать микрорастения на стандартных питательных средах.
Ожидаемые результаты:
– Будут отобраны хозяйственно-ценные чистосортные сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений. Чистосортные сорта яблони, с высокими хозяйственно-ценными признаками, отвечающие современным требованиям интенсивного плодоводства;
– Будут получены асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов. Растения яблони in vitro свободные от наиболее вредоносных заболеваний (грибных и бакте-риальных);
 – Будут изолированы экспланты яблони в асептические условия. Экспланты яблони в асептических условиях;
– Будут тестированы на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбракованы заражённые. Свободные от наиболее вредоносных заболеваний пробирочные растения;
– Будут клонированы микрорастения на стандартных питательных средах. Микрорастения, размноженные в достаточном количестве для проведения экспериментов. 







ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследования
[bookmark: _Hlk528079953]Широкое распространение культуры яблони объясняется многими ценными хозяйственно-биологическими признаками, в частности высокой адаптивностью ряда сортов по сравнению с другими плодовыми культурами, ценными свойствами плодов, доступными в течение практически всего года. Юго- и юго-восточный регион Казахстана является центром происхождения культуры яблони, где сложились исключительно благоприятные условия для её выращивания [3, 4]. На территории Казахстана произрастает большое число сортов яблони зарубежной селекции, однако доля отечественных сортов незначительна, хотя за многолетнюю селекционную практику получены уникальные сорта несущие в своём геноме ценные качества современных сортов и адаптационные свойства местных стародавних сортов и дикорастущих растений.  Одной из причин не значительного распространения новых сортов является отсутствие достаточного количества саженцев для закладки насаждений. Методы клонального микроразмножения нашли применение в мировой практике ускоренного размножения различных растений. До последнего времени для клонального микроразмножения обычно использовали базовые питательные среды: Мурасиге и Скуга [5], Lepoivre [6], Lloyd и McCown [7].  Для многих плодовых и ягодных культур были разработаны условия и способы клонирования. Получены положительные результаты размножения in vitro плодовых растений, таких как вишня, слива, алыча, персик, абрикос, черешня, виноград [8-15]. Были проведены исследования по микроклональному размножению индийского женьшеня на средах МС и В5 [16], финиковой пальмы [17], сосны [18], солодки [19], мари амброзиевидной [20], гранаты [21]. Для некоторых генотипов яблони эмпирическим путем были разработаны генотип-специфичные питательные среды, состав которых не всегда применим для других сортов. Так в результате исследований А.М. Ciccotti оптимизирована питательная среда для 11 генотипов яблони Malus sieboldii [22].  Для подвоя Malus hupehensis (Pamp.) Rehd. изменения в отношении азота по сравнению с концентрацией в МС были важны для роста in vitro [23].  Для сорта яблони Douce de Djerba, которая трудно размножается in vitro и склона фенольному окислению, предлагается среда МС с содержанием 1,0 мг/л БАП и 0,1 мг/л ИМК для роста и 3,0 мг/л ИМК и 2,0 г/л активированного угля против окисления [24].  Для коммерчески ценных 8 сортов яблони и 2 груши были оптимизированы содержание цитокининов в среде МС и определена важность тидиазурона в присутствии БАП [25]. Нано кремний (SiO2) увеличивал свежую и сухую массу, длину побегов, количество побегов и показатель хлорофилла растений яблони сорта Gala [26]. Некоторые исследования включали модификацию одного или двух минеральных питательных веществ. Т.Е. Sotiropoulos обнаружил, что 10 мМ CaCl2 и 35 мМ NaCl в среде MС значительно увеличивают количество побегов и свежий вес побегов яблони M4[27]. Для четырех российских сортов яблони с геном VF были изучены содержание КNO3 и NH4NO3 для каждого пассажа в условиях in vitro, а также лучшей концентрацией БАП на этапе пролиферации побегов – 2 мг/л [28].
Минеральное питание в среде, используемое для роста растений в культуре in vitro, трудно оптимизировать, в связи c невозможностью проследить сложные химические взаимодействия между питательными веществами и проявлением сортоспецифичности. В настоящее время отсутствует информация об оптимальной среде для клонального микроразмножения казахстанских и большинства сортов яблони мировой селекции. 
[bookmark: _Hlk494031555]В последние годы появился новый эффективный подход в разработке питательных сред и условий микроразмножения. Для улучшения качества экспериментов применяется инновационное программное статистическое обеспечение нового поколения, позволяющее разработать дизайн эксперимента, статистически обработать полученный материал и оптимизировать данные [29, 30].  Таким путём были успешно разработаны среды для клонального микроразмножения груши, малины и лесного ореха [31-33]. Разработана питательная среда для клонального микроразмножения абрикоса в Казахстане [34, 35].  При использовании такого подхода реакция растения на каждый компонент среды рассчитывается проецированием в виде геометрического объёмного рисунка, являющегося пространством экспериментального плана, соответствующего целям опыта. Для генотипов яблони такие исследования не проводились. Разработанные таким образом питательные среды на нескольких наиболее перспективных сортах предоставят возможность разработать универсальную питательную среду для клонального микроразмножения яблони. 
Таким образом, анализ литературных источников показал высокую заинтересованность исследователей в клональном микроразмножении яблони. Однако все разработки были проведены на определённых сортах яблони и отличались методами стерилизации от сапрофитной микрофлоры, питательными средами для клонирования, микроклонального размножения и ризогенеза.  Питательные среды подбирались эмпирическим путём. Новые сорта яблони казахстанской селекции нуждаются в быстром распространении как на территории Республики, так и за её пределами, что можно решить, применив в технологии получения посадочного материала клональное микроразмножение. Усовершенствовать регламент этого метода можно разработав универсальную питательную среду, полученную на основе лабораторных экспериментов с применением современного программного обеспечения нового поколения Design–Expert®, что в дальнейшем позволит рационально его использовать для повышения эффективности ускоренного размножения посадочного материала. 
2 Объекты и методы исследований
2.1 Объекты исследований
Исследования проведены с наиболее перспективными отечественными сортами яблони: Дамира, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Анель, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен; стародавними сортами: Апорт и Форма Апорта 5/18, Пеструшка; распространёнными интродуцированными сортами: Голден Делишес, Суйслеппер, Мутсу и Рояль Ред Делишес. 
2.2 Методы исследований
В процессе исследований использованы методические указания по клональному микроразмножению и сортоизучению плодовых культур, публикации по тематике исследований, а также опыт работы исполнителей проекта.
Отбор ценных сортов яблони местной и зарубежной селекции, подлежащих быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений
С целью отбора ценных сортов яблони местной селекции с комплексом биологических и хозяйственно-ценных признаков с максимальным уровнем выраженности селектируемого признака, отвечающие требованиям интенсификации садоводства проведён мониторинг генофонда яблони в коллекционных насаждениях Казахского НИИ плодоводства и виноградарства (КазНИИПиВ) по общепринятой программе и методике сортоизучения плодовых, ягодных и орехоплодных культур. В программу и методику входят: изучение качества плодов (величина, вкус, одновременность созревания, товарные качества, время съема, сроки наступления потребительской зрелости, продолжительность хранения, химический состав, пригодность плодов для различных видов переработки), определение урожайности и устойчивости к болезням и вредителям, оценка экономического и адаптивного потенциала [36, 37]. Использованы материалы многолетних исследований КазНИИПиВ.
Изоляция эксплантов из исходных маточных растений в асептические условия и размножение на стандартных питательных средах
Для получения необходимого количества асептических растений в проведении экспериментов по оптимизации питательных сред экспланты от отобранных растений стерилизовали, вводили в культуру in vitro и клонированы на стандартной питательной среде Мурасиге и Скуга по общепринятым методикам [38]. Полученные асептические растения культивировали в сосудах (Magenta GA7) с 40 мл питательной среды при температуре 24-25°С, 16-часовом фотопериоде и излучении 40 μmol m-2s-1. Изоляцию побегов в культуру in vitro проводили в два периода: первый – инициировали рост из спящих почек после прохождения периода покоя в январе-марте, второй – в период активного роста в июне-августе.

На участках по сортоизучению Помологического сада Каз НИИ плодоводства и виноградарства срезали черенки (не менее 10 каждого сорта) со спящими почками. Инициацию прорастания почек проводили в лабораторных условиях в вазонах с раствором 1/2 макро- и микроэлементов по Мурасиге и Скугу с добавлением 1,0 мг/л гибберелловой кислоты, рН 5,6. Апексы из отросших побегов вычленяли, стерилизовали от сапрофитной микрофлоры, которая препятствует развитию эксплантата на среде. Для этого их отмывали в мыльном растворе, ополаскивали в дистиллированной воде. Затем погружали в стерилизующий препарат с различной концентрацией на различное время. После чего промывали 3 раза в стерильной воде и вводили в культуру in vitro, то есть помещали в культуральные сосуды на питательную среду Мурасиге-Скуга с соответствующими добавками. 
В период активного роста верхушки побегов с меристематической зоной отчленяли, промывали в мыльном растворе, ополаскивали в дистиллированной воде. Затем погружали в стерилизующий препарат с различной концентрацией и экспозицией. После чего промывали 3 раза в стерильной воде. Высаживали на питательную среду с соответствующими добавками. 
Тест на скрытое инфицирование сапрофитной и патогенной микрофлорой проводили в чашках Петри на провокационной среде VISS, которая содержит 10 г/л сахарозы, 8 г/л гидролизата казеина, 4 г/л дрожжевого экстракта, 2 г/л KH2PO4, 15 г/л Mg SO4 7H2O, 6 г/л джелрайта [39]. Для проверки инфицированности экспланта у побега срезали базальную часть и инкубировали на среде в течение 1-3 недель, за это время выявляется большинство внутренних системных инфекций. Наблюдения за растениями, введёнными in vitro, проводили еженедельно, при этом учитывали число живых, погибших и инфицированных эксплантов. 
Пересадку на свежие питательные среды проводили ежемесячно в ламинарных боксах, предварительно стерилизованных кварцевой или бактериальной лампами. Учитывали состояние и число образовавшихся побегов. Коэффициент размножения, средний за 1 пассаж для каждого генотипа, высчитывали по формуле: Кр = a/10б·в; (a – количество вновь образовавшихся побегов; б – количество побегов, высаженных для размножения; в – количество пассажей).
Разработка модели эксперимента для определения оптимального состава сред при клональном микроразмножении яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®

Проектирование модели эксперимента будет выполнено по принципу методов, рекомендуемых Niedz и Evens [40,  41].  (Приводится в данном отчёте для пояснения дальнейших исследований). Для планирования эксперимента по оптимизации минерального состава питательных сред для клонального микроразмножения растений яблони будет использовано программное обеспечение Design–Expert® (Stat-Ease, Inc, Minneapolis, MN), которое будет применено для проектирования модели опытов, оценки вариантов опыта и анализа результатов. Дизайн-Эксперт – это пакет программ для статистической обработки данных от Stat-Ease Inc. (Stat-Ease, Inc. – компания по производству статистического программного обеспечения), который предназначен для выполнения разработки модели экспериментов. Дизайн-Эксперт предлагает сравнительное тестирование, скрининг, характеристику, оптимизацию, надежную конструкцию параметров, смешанные и комбинированные конструкции. Дизайн-Эксперт предоставляет тестовые матрицы для скрининга до 50 факторов. Статистическая значимость этих факторов устанавливается с помощью дисперсионного анализа (ANOVA). Графические инструменты помогают определить влияние каждого фактора на желаемые результаты и выявить некорректность данных. Будут рассчитаны все возможные варианты от среднего до кубического полинома (графические рисунки).  Эксперимент будет состоять из 5-факторной схемы (комбинации пяти факторов) [42], отобранных с использованием модифицированных D-оптимальных критериев для установки квадратичного полинома. Каждый из этих факторов будет варьироваться в диапазоне концентраций, определенных по отношению к питательной среде МС (1× = МС концентрации). Основные соли, входящие в стандартный состав среды MС, будут разделены на пять групп компонентов. Эти группы, будут составлять пять независимых факторов и пять величин в программном приложении Дизайн-Эксперт. Пятимерный пространственный дизайн даст возможность прогнозировать и проводить статистический анализ (ANOVA), который позволяет описывать влияние 5 факторов на рост и развитие побегов на разных вариантах питательных сред.  На основании разработанной модели будут проведены, оценены и проанализированы эксперименты по определению оптимальной питательной среды для клонального микроразмножения яблони. Универсальная питательная среда будет разработана на основе объединения результатов, полученных на различных сортах яблони.
Депонирование ценных образцов in vitro в условия замедленного метаболизма для длительного сохранения и международного обмена
Ценные сортообразцы яблони будут размножены in vitro на разработанных питательных средах. Предварительно размноженные in vitro в достаточном количестве и хорошо сформированные растения будут в последующие годы высажены в пяти секционные воздухопроницаемые пакеты на модифицированную питательную среду МС, содержащую 25% солей нитрата азота, 0,5 мг/л абсцизовой кислоты, 2% маннита и 2% сахарозы в отсутствии фитогормонов. Для помещения в условия хранения при низкой положительной температуре вначале  растения находятся в культуральной камере (камере роста растений) в течение недели (+23°С, 16-часовой фотопериод, освещённость 25 μmol m-2s-1) и неделю проходят акклиматизацию (10 час при +4°С и 14 час при +23°С). Прошедшие закаливание растения помещают в холодильную камеру с положительной низкой температурой (+4°С), освещенностью 7-15 μmol m-2s-1 и 10-часовым фотопериодом [43].  (Приводится в данном отчёте для пояснения дальнейших исследований).
Адаптация растений к нестерильным условиям закрытого грунта
Для пересадки растений из асептических условий (in vitro) в нестерильные (in vivo) будут оптимизированы способы и питательные среды для ризогенеза. Определены оптимальные субстраты и способы закалки укоренённых растений, повышающие устойчивость к неблагоприятным факторам внешней среды, в том числе к патогенным микроорганизмам [38]. (Приводится в данном отчёте для пояснения дальнейших исследований).

3 Обобщение и оценка результатов исследований
Для проведения исследований по разработке регламента клонального микроразмножения с применением программного обеспечения Design–Expert® необходимо   отобрать наиболее перспективные сорта яблони зарубежной и отечественные селекции обладающие наиболее ценными хозяйственно-биологическими признаками (продуктивность, устойчивость к болезням и вредителям, морозостойкость, зимостойкость, низкорослость, лёжкоспособность, вкусовые качества и др.), изолировать экспланты и поместить в асептическую культуру in vitro, размножить достаточное количество на стандартной среде Мурасиге и Скуга, и провести эксперименты по установлению универсальной питательной среды.
Согласно программе научно-исследовательских работ на 2018 г. проведена работа по следующим направлениям (приложение В):
– Отобрать хозяйственно-ценные чистосортные сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений;
– Получить асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов.
– Изолировать экспланты яблони в асептические условия;
–Тестировать на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковать заражённые;
– Клонировать микрорастения на стандартных питательных средах.
3.1 Отбор хозяйственно-ценных чистосортных сортов яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащих быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений  
Вявлены зарубежные, отечественные и стародавние исчезающие сорта груши, несущие наиболее важные для селекции хозяйственно-биологические признаки (продуктивность, устойчивость к болезням и вредителям, морозостойкость, зимостойкость, низкорослость, лёжкоспособность, вкусовые качества и др.).
[bookmark: _Hlk527581463]В результате проведённого мониторинга были отобраны и описаны наиболее ценные сорта. Новые сорта казахстанской селекции: Дамира, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Анель, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен. Стародавние сорта: Пеструшка, Апорт и Форма Апорта 5/18. Интродуцированные сорта: Голден Делишес, Суйслеппер, Мутсу, Рояль Ред Делишес (рисунки 1-3).  
Описание сортов:
Новые сорта казахстанской селекции:
 Талгарское 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства, зимнего срока потребления. Сорт высокозимостойкий. Устойчив к парше и мучнистой росе. Дерево среднерослое, крона округлая, средней густоты. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды крупные 190г, округло-конической формы, основная окраска зеленоватая, покровная бордовая, кисло-сладкого вкуса. Мякоть кремовая, сочная, плотная. Аромат средний. Плоды созревают в конце сентября. Хранятся до апреля месяца. Районирован в Алматинской области.
 Максат 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт осенне-зимнего срока созревания. Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое, крона округлая, раскидистая. В плодоношение вступает на 2-3год. Урожайность высокая. Плоды 210 г, плоскоокруглой формы, основная окраска зеленоватая, красный румянец на большей части плода. Вкус кисло-сладкий, с сильным ароматом. Мякоть кремовая, плотная, сочная. Плоды созревают в конце августа. Хранятся до января месяца.  Сорт включен в Гос. реестр по Алматинской области.
 Восход
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Зимнего срока созревания, зимостойкость высокая.  Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое, крона округлая, компактная. В плодоношение вступает на 2-3год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды крупные до 260 г, кандилеобразной формы, окраска светло-желтая с нежным румянцем. Вкус кисло-сладкий, с приятным ароматом. Мякоть белая, плотная, нежная, сочная, мелкозернистая. Плоды созревают в середине сентября. Хранятся до апреля месяца. Сорт районирован в Алматинской, Жамбылской областях.
 Анель
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства.  Летне-осеннего срока созревания.  Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево низкорослое, крона округлая. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды средние и крупные до 205г, округлые темно-красной окраски.  Вкус кисло-сладкий, с сильным ароматом, мякоть белая, средней плотности, нежная, сочная. Плоды созревают в августе. Хранятся до января месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.
 Дамира 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимнего срока созревания. Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе, незначительно поражается паршой. Дерево среднерослое, крона овальная с раскидистыми ветвями. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды выше среднего 200г, форма удлинено-коническая, окраска яркая с красными полосками по всему плоду. Вкус кисло-сладкий, аромат средний, мякоть белая, сочная, зернистая. Плоды созревают в середине сентября. Хранятся до апреля месяца. Проходит Государственное сортоиспытание. 
 Даналык 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимнего срока созревания. Зимостойкий. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое. Крона густая, округлая. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность 205,6 ц/га. Плоды крупные до 220 г, конической формы. Основная окраска зеленовато-желтая размытая, румянец темно красный по всему плоду.  Вкус кисло-сладкий, с сильным ароматом. Мякоть кремовая, сочная, плотная. Плоды созревают в середине сентября. Хранятся до апреля месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.
 Егемен 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимнего срока созревания. Сорт отличается высокой зимостойкостью, обильным ежегодным плодоношением. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое. Крона густая, округлая, ветви расположены компактно. В плодоношение вступает на 3 – 4 год после посадки в сад. Плоды крупные, правильной конической формы (180 – 200г) с покровной окраской по всему плоду. Урожайность высокая. Мякоть белая, плотная, сочная, кремовая, вкус кисло-сладкий 4,7 балла, с ароматом тонким. Созревает в конце сентября, лежит до апреля месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.
 Тюльпан 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Осеннего срока созревания. Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе редко поражается паршой. Дерево среднерослое, крона округло-коническая. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность 248 ц/га. Плоды крупные до 250г, очень красивые, форма цилиндрическая, окраска яркая на размытом красном фоне более темные штрихи по всему плоду, равномерные. Вкус кисло-сладкий, десертный, мякоть кремовая, нежная, сочная, мелкозернистая. Плоды созревают в конце августа. Хранятся до января месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.
 Заман 
Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт создан в Казахстане, позднезимнего срока созревания. Дерево среднерослое, крона округлая. Плодоносит на кольчатках, копьецах и плодовых прутиках. Плоды крупные и средние 140 – 
190 г, имеют округлую форму. Основная окраска светло-желтая, покровная темно-красная по всему плоду. Мякоть белая, плотная, сочная кисло-сладкого хорошего вкуса, со слабым ароматом. Кожица плотная, при созревании с сильным восковым налетом. Подкожные точки белые, редкие. Плоды созревают в конце сентября – начале октября, хранятся до мая. Сорт скороплодный, урожайный, в плодоношение на карликовом подвое вступает на 3-й год после посадки в сад. Сорт комплексно-устойчив к парше, мучнистой росе и бактериальному ожогу.
 Заря Алатау 
Сеянец свободного опыления сорта Ренет Орлеанский.
Оригинатор: Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимостойкий, урожайный, требователен к теплу и продолжительному периоду вегетации. Дерево сильнорослое, с овально-пирамидальной, достаточно густой кроной. Тип плодоношения смешанный, преимущественно кольчаточный, плодоношение регулярное только при соблюдении хорошей агротехники. Биологические особенности: вступает в плодоношение на 3-й год после посадки в сад на подвое 62-396. Восприимчив к парше. Плоды ниже средней величины, не одномерные по размеру, правильной округло-конической формы, основная окраска желтая, покровная – в виде небольшого размытого румянца по меньшей части плода. Мякоть кремовая, плотная, мелкозернистая, очень сочная, кисловато-сладкая, с сильным ароматом. Срок потребления: декабрь–апрель. Плоды 100 – 120 г, конической формы, не одинакового размера, жёлто зелёного цвета с румянцем на солнечной стороне. Мякоть плотная, сочная, ароматная, очень хорошего вкуса, с дегустационной оценкой 4,3 балла. Плоды позднезимнего срока потребления. Хранятся плоды до мая, срок потребления с декабря по апрель.
Салтанат
Выведен в помологическом саду Казахского НИИ плодоводства и виноградарства методом отбора сеянцев Ренет Бурхардта от свободного опыления. Сорт в основном выращивается на семенном подвое, но можно деревья выращивать и на полукарликовых формах, на вегетативном подвое ММ-106. Сорт позднеосеннего срока созревания, высокоурожайный, зимостойкий. Плоды одномерные, средний вес плода 170 г, плоскоокруглые, правильной формы, очень привлекательные (на международной выставке в Монреале сорт удостоен высшей награды Гран-при), зеленовато-желтые с размытым румянцем, высоких товарных качеств. У плодов мякоть кремовая средней плотности, мелкозернистая, товарных качеств. У плодов мякоть кремовая плотности, мелкозернистая, кисловатосладкая. Урожайность высокая, средний урожай за 4 года составил 119,6 ц в пересчете на гектар, что на 39,8 ц больше сорта Апорт Александр. 
Байтерек
Сеянец сорта Апорт, выведен в Казахский НИИ плодоводства и виноградарства.  Сорт с высокими показателями урожайности и качества плодов, регулярен в плодоношении. Дерево большое, крона средней густоты. Плоды крупные от 280 до 360 г, округло-конической формы, окраска зеленоватая, по всему плоду размытый полосатый румянец, мякоть средней плотности, кремовая, мелкозернистая, сочная. Вкус плода кисло-сладкий, аромат сильный. 
Карлыгаш 
Сорт казахстанской селекции (Изобильное х Рашида), выведен в КазНИИПиВ. Зимнего срока созревания, хранится до марта месяца. Засухо-морозо устойчив, урожайность высокая, плоды крупные (235 г), конические, округлые, с размытым румянцем. Мякоть сочная, плотная, хорошего вкуса.
Бельфлёр Алматинский
Деревья сильнорослые: в 10 лет высота 5 м, диаметр кроны 1,7 м. Крона узкопирамидальная, среднезагущенная. Ветви отходят под острым углом. Кора на штамбе и основных ветвях серая, шелушащаяся. Побеги тонкие, коричневые, опушенные. Чечевичек много, они мелкие. Почки мелкие, прижатые, округлоконические, опушенные. Листья средние, удлиненные, с длиннозаостренным кончиком, зеленые, слабоморщинистые, с грубой нервацией. Пластинка чуть вогнутая, слабоопушенная. Край листа пильчатый. Черешок средней длины и ширины, слегка опушенный. Прилистники средние, шиловидные. Плоды созревают в конце сентября. Они крупные (средний вес 200 г, высота 68 мм, ширина 65 мм), округлоконические, почти цилиндрические, иногда сверху слегка скошенные. Поверхность слегка ребристая. Плодоножка средней длины (1,2 см) и толщины, слегка изогнута. Воронка среднеглубокая, коническая, неоржавленная. Чашечка неопадающая, закрытая. Блюдце глубокое, сильнобороздчатое. Кожица плотная, гладкая, слегка жирная на ощупь, без налета, желтовато-зеленая, с легким оранжевым румянцем на освещенной стороне плода. Подкожных точек немного; они мелкие, белые, слабозаметные. Сердечко среднее, широкосердцевидное. Семенные камеры полузакрытые, крупные. Подчашечная трубка средняя, воронковидная. Семена крупные, удлиненные, светло-коричневые, носик оттянут. Мякоть слегка желтоватая, очень плотная, но нежная, мелкозернистая, кисловато-сладкая, с сильным ароматом и особым привкусом Бельфлера.
Стародавние сорта:
Пеструшка 
Стародавний сорт из России, летнего срока созревания. Районирован в Алматинской, Жамбылской и Кызылординской областях. Сорт хорошо адаптирован к условиям Юга и Юго-Востока Казахстана, высоко зимостойкий. Дерево сильнорослое. Крона широовальная, раскидистая. Плодоносит преимущественно на простых и сложных кольчатках. Плоды средние и выше среднего размера 120 – 150г, широкотупоконические, поверхность слаборебристая. Основная окраска плодов желтая, покровная ярко-розовая в виде широких штрихов и крапинок, покрывающих почти весь плод. Мякоть белая, плотная, зернистая, сочная, с приятным вино-сладким вкусом и ананасным ароматом. Созревают плоды в начале -середине августа, хранятся в течение месяца. Транспортабельность хорошая. Сорт среднеурожайный. В плодоношение на слаборослых клоновых подвоях вступает на 4 год после посадки в сад. К парше и мучнистой росе среднеустойчив. Основные достоинства сорта: высоко зимостойкий, отличные товарные и вкусовые качества плодов. Недостатки сорта: средняя урожайность, мельчание плодов при перегрузке урожаем, склонность с возрастом к периодичности плодоношения, быстрое перезревание плодов при хранении. К бактериальному ожогу среднеустойчив.
Апорт
Сорт в условиях юго-востока Казахстана показывает наилучшие результаты по качеству плодов. Он выращивается здесь более 150 лет и в свое время занимал ведущее место в садах и являлся брендом Алма-Аты. Несмотря на недостаточную интенсивность этого сорта. Благодаря непревзойденным по качеству плодов он должен выращиваться в наиболее благоприятных для него условиях. Дерево среднерослое, образует средней ширины, округлую, относительно редкую крону, Крона плодоносящих деревьев становится плоско округлой. Ветви со средним или большим углом отхождения, побеги коричневые, опушенные. Сорт со смешанным типом плодоношения, скороплодный, урожайный. Плодоношение молодых деревьев ежегодное, с годами становится периодичным. Плоды крупные, плоскоокруглые, конические. Средний вес плода 250 – З00 г. При хорошем увлажнении плоды средней одномерности, осыпаются слабо. Окраска жёлтозелёная, с размытым розовым и полосатым карминово-красным покровным окрашиванием по большей части плода. Кожица плотная, с мелкими светлыми подкожными точками. Мякоть зеленовато-белая, среднеплотная, крупнозернистая, средне сочная, приятного кисло-сладкого вкуса, ароматная. Плоды созревают, в зависимости от высоты местности, в период с 15 сентября по 30 октября и сохраняются в свежем виде до 60-100 дней. Транспортабельность плодов средняя, требует тщательной упаковки. Сорт зимостойкий, среднеустойчив к засухе и к болезням. 
Для закладки садов Апорта необходимо использовать его наиболее перспективные формы отбор которых проводится в КазНИИПиВ. 
Форма апорта5/18
Отобрана в Талгарском районе Алматинской области. Деревья имеют хорошее и отличное общее состояние, крона округлая. Урожайность высокая. В плодоношение вступают на 6-7 год после посадки в сад. Схема посадки 8х6. 
Плоды крупные (280 г), привлекательные, с сильным ароматом. Мякоть белая, зернистая, сочная. Плоды созревают в сентябре и хранятся до февраля-марта. Форма размножается для закладки новых садов апорта.
Интродуцированные сорта:
Голден Делишес 
Сорт создан в США, зимнего срока созревания. Районирован в Алматинской, Жамбылской, Южно-Казахстанской областях. Сорт хорошо адаптирован к зимним условиям юга и юго-востока Казахстана. Дерево среднерослое. Форма кроны у плодоносящих деревьев округлая или широко-округлая, густоветвистая и хорошо облиственная. Плоды среднего и выше среднего размера 140 – 170 г, округло-конические, золотисто-желтого цвета. Мякоть зеленоватая, плотная, очень сочная, сладкая, десертного вкуса с приятным ароматом. Созревают плоды в середине-конце сентября, хранятся до марта - апреля. Транспортабельность высокая. Сорт урожайный и скороплодный, в плодоношение на слаборослых подвоях вступает на третий год после посадки в сад. Наиболее полно требованиям сорта Голден Делишес отвечают условия предгорной и низкогорной зон Алматинской области. Основные достоинства сорта: скороплодность, высокая урожайность и товарные качества плодов. Устойчив к мучнистой росе. К парше и бактериальному ожогу не устойчив.
Суйслеппер 
Сорт народной селекции из Эстонии. Районирован в Алматинской, Жамбылской, Южно-Казахстанской областях. Дерево сильнорослое, крона широкопирамидальная, сильно загущенная. Плодоносит на простых и сложных кольчатках, копьецах. Плоды средней величины 90 – 110г., плоскоокруглые или округлоконические с плоскими ребрами. Основная окраска плодов белая, на солнечной стороне румянец в виде ярко - розовых полос. Мякоть плодов белая, иногда под кожицей розовая, мелкозернистая, нежная, прекрасного кисло-сладкого вкуса, ароматная. Плоды созревают в 1-2 декаде июля, хранятся 2-3 недели, малотранспортабельные. К парше и мучнистой росе не устойчив. Урожайность средняя. В плодоношение на карликовом подвое вступает на 4-5-й год после посадки в сад. Схема посадки для деревьев на яблоне Сиверса 7х5 м, на клоновых подвоях 5х2 м. К бактериальному ожогу среднеустойчив.
Роял Ред Делишес
Американский сорт, имеющий на семенном подвое среднерослые, средневетвистые деревья, отлично формирующиеся по типу пальметт. Зимостойкость выше, чем у других сортов из групп Голден и Ред Делишесов. Плоды по внешнему виду, размеру и качеству лучше, чем у более распространенного и известного спурового сорта Старкримсон. Их средний вес на суходоле колеблется от 125 до 193 г, а при орошении и во влажные годы с малой нагрузкой урожаем 220-250 г. Яблоки этого сорта продолговато-конические, с характерной сильно ребристой верхушкой, яркой карминно-красной окраской кожицы, с белыми точками. Их внешний вид оценивался в 4,5 – 4,9 балла. Хранятся они в обычных подвалах до мая. Транспортабельность отличная. Достоинства сорта: устойчивость к болезням, достаточно высокая и стабильная урожайность, отличный размер, вид, вкус и сохранность плодов. Недостатки сорта: позднее вступление в товарное плодоношение, недостаточно высокая морозостойкость, вынуждающая выращивать сорт на скелетообразователе из Антоновки обыкновенной и только на участках с благоприятной экологией.
Мутсу 
Сорт выведен в Японии. Срок созревания позднезимний. Дерево сильнорослое, триплоид, необходимы сорта опылители. Плоды крупные 200г, и очень крупные более 400г, продолговато-конические. Окраска зеленовато-желтая, при хранении становится ярко-желтой. Мякоть плотная, очень сочная, приятного кисло-сладкого вкуса. Плоды созревают в конце сентября начале октября. Хранятся до мая. Сорт урожайный. Среднеустойчив к болезням. Недостаточно зимостоек. Среднеустойчив к бактериальному ожогу.
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Рисунок 1 – Сорта яблони селекции КазНИИ плодоводства и виноградарства
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            Пеструшка                                                              Апорт

Рисунок 2 – Стародавние сорта яблони 
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          Голден Делишес                                                Суйслеппер
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                       Мутсу                                                         Роял Ред Делишес

Рисунок 3 – Интродуцированные сорта яблони 

Таким образом, отобраны 20 хозяйственно-ценных чистосортных сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, с высокими хозяйственно-ценными признаками подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений, отвечающие современным требованиям интенсивного плодоводства. 
3.2 Получение асептических растений яблони in vitro из отобранных образцов
Изоляция побегов и введение в асептические условия является ответственным этапом клонального микроразмножения растений. Произрастая в полевых условиях растения накапливают огромное количество сапрофитной и патогенной микрофлоры, которая при попадании на искусственные питательные среды активно размножается и препятствует развитию растений в условиях in vitro. В местах произрастания растений складывается индивидуальный биоценоз микрофлоры свойственный конкретному месту произрастания, который зависит от вида, культуры и генотипа растения, заражённости объекта болезнями, погодных условий, а также экологической ситуации, складывающейся из многих факторов. Поэтому подбор оптимальных способов и стерилизующих препаратов для получения асептических растений является необходимым этапом в разработке регламента клонального микроразмножения.  Как правило стандартная процедура, применяемая для стерилизации растительного материала плодовых культур при введении их in vitro, включает использование растворов ртутьсодержащих веществ – сулемы и диацида или хлорсодержащие препараты в основном применяемые в быту в качестве отбеливателей. Однако концентрация и время обработки рознятся в зависимости от объекта введения в асептическую культуру.
Проведено изучение эффективности использования различных стерилизующих агентов для ингибирования роста сапрофитной и патогенной микрофлоры при введении в асептическую культуру. На участках по сортоизучению НИИ плодоводства и виноградарства провели сбор растительного материала яблони. Апексы изолировали, стерилизовали и высаживали на искусственные питательные (рисунок 2).
Для выявления эффективных стерилизующих препаратов для поверхностной стерилизации, испытывали в различных концентрациях и экспозициях HgCl2 (контроль), отбеливатель, содержащие активный хлор – «Domestos» и перикись водорода (Н2О2) 3%. 
За растениями, проводили еженедельные наблюдения, при этом учитывали число живых, погибших и инфицированных эксплантов. Эксперименты проводили на верхушечных побегах сортов яблони: Голден Делишес, Восход и Максат. Результаты стерилизации сегментов побегов от микрофлоры с апикальными и пазушными почками приведены на рисунке 4.


Рисунок 4 – Стерилизация апексов яблони от сапрофитной и патогенной 
микрофлоры различными препаратами 

Из таблицы следует, что апексы яблони эффективно стерилизовать HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. В этом случае количество эксплантов способных регенерировать составляет у сорта Голден Делишес 76%, у сорта Восход 85%, у сорта Максат 75%. Хороший эффект был получен при сочетании стерилизации HgCl2 0,1% (6 мин) с последующей обработкой 3% Н2О2 (4 мин). Число живых апексов составило 75%, 75% и 70% соответственно. Стерилизация «Domestos» также успешна в разведении с H20 1:5 при экспозиции 20 мин, при этом обеззараживается от 65 до 75% побегов.
Реакция сортов на стерилизацию различными реагентами не одинакова. Так, например стерилизация HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин приводила к некрозу нескольких побегов сорта Голден Делишес, а для сортов Восход и Максат некроза не наблюдалось, но число побегов зараженных бактериями и грибами было выше. Подобные различия наблюдались и в пределах одного сорта, одни побеги погибали или были заражены, а другие после тех же манипуляций регенерировали. 
Таким образом, получены асептические растения яблони in vitro для клонального микроразмножения из отобранных коммерчески важных отечественных и зарубежных сортов яблони. Экспланты яблони от сапрофитной микрофлоры эффективно стерилизовать одним из способов: а) HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. б) HgCl2 0,1 % – 6 мин, с последующей обработкой 3% Н2О2 4 мин. в) «Доместос» + H20 1:5 – 20 мин. 
3.2.1 Изолировать экспланты яблони в асептические условия
На основе полученных результатов стерилизации от заражения микрофлорой провели изоляцию апексов 20 сортов яблони в асептические условия. Применяли наиболее эффективный способ стерилизации, а именно HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин (таблица 1, рисунок 5).
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Рисунок 5 – Асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов
 
Таблица 1 – Введение яблони в культуру in vitro
	
Сорт
	Количество побегов


	
	Изолировано, шт

	Погибло, шт

	Регенерирующих, шт

	Регенерирующих, %

	Максат
	75
	61
	14
	19 

	Восход
	75
	66
	9
	12 

	Голден Делишес
	75
	62
	13
	17

	Апорт
	75
	64
	11
	15

	Суйслеппер
	75
	70
	5
	7

	Даналык
	75
	69
	6
	8

	Пеструшка
	70
	67
	3
	4

	Дамира
	70
	65
	5
	7

	Мутсу
	70
	64
	6
	3

	Заря Алатау
	50
	47
	3
	6

	Талгарское
	75
	70
	5
	7

	Анель
	75
	71
	4
	5

	Бельфлер Алматинский
	25
	24
	5
	20

	Салтанат
	25
	21
	6
	24

	Рояль Ред Делишес
	25
	20
	8
	29

	Егемен
	100
	91
	9
	9

	Тюльпан
	100
	87
	13
	13

	Заман
	60
	55
	5
	8

	Байтерек
	70
	62
	8
	11

	Карлыгаш
	60
	54
	6
	10



В результате в культуру in vitro введено 20 генотипов отечественной и зарубежной селекции: Голден Делишес, Апорт и Форма Апорта 5/18, Дамира, Суйслеппер, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Мутсу, Анель, Пеструшка, Рояль Ред Делишес, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен. 
3.2.2 Тестирование на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковка заражённых
Кроме сапрофитной микрофлоры в растениях может развиваться патогенная, которая в отличие от сапрофитной не всегда погибает при стерилизации. При пассаже таких растений на питательную среду, со временем патогенная микрофлора начнет развиваться и может погубить растения. Во избежание этого, во время введения растений в культуру in vitro, обязательно нужно проверить микропобеги на заражение скрытой микрофлорой на провокационной VISS среде. Для этого необходимо отчленить от каждого растения базальную часть размером около 5 мм и высадить на такую среду.  Провокационная среда специализирована для активного развития бактерий и грибов. Поэтому в течение 1-3 недель на такой среде в случае заражения появляется характерный рост микрофлоры.  Поражённые растения, растущие на среде для размножения, отбраковываются. Это простой, но очень эффективный способ диагностики на наличие патогенной микрофлоры.
Базальная часть побегов всех сортов яблони прошедших стерилизацию от сапрофитной микрофлоры была высажена на VISS среду.  В результате проверки были обнаружены грибное и бактериальное заражения, что видно в таблице 2 и на рисунке 6. 
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а – Заражённые бактериальной инфекцией, б – свободные от инфекции
Рисунок 6 – Проверка эксплантов на скрытую инфекцию на 
провокационной среде VISS 
Результаты тестирования показали эффективность применённого метода для выявления латентного заражения побегов микрофлорой. В результате проверки заражённые растения от 0 до 80 % в зависимости от сорта были отбракованы.  Свободные от микрофлоры от 20 до100% были пассированы на среды для дальнейшего размножения. 
Таблица 2 – Тестирование эксплантов яблони на провокационной среде VISS
	Сорт
	Количество эксплантов, шт
	Заражено, шт.
	Свободно от микрофлоры, 

	
	
	Грибковая инфекция
	Бактериальная инфекция
	шт
	%

	Максат
	14
	0
	4
	10 
	71

	Восход
	9
	0
	3
	6 
	67

	Голден Делишес
	13
	1
	3
	9 
	69

	Апорт
	11
	1
	5
	5 
	45

	Суйслеппер
	5
	0
	0
	5 
	100

	Даналык
	6
	0
	1
	5 
	83

	Пеструшка
	3
	1
	0
	2 
	67

	Дамира
	5
	0
	1
	4 
	80

	Мутсу
	6
	0
	1
	5 
	83

	Заря Алатау
	3
	0
	1
	2 
	67

	Талгарское
	5
	0
	1
	4 
	20

	Анель
	4
	1
	1
	2 
	50

	Бельфлер Алматинский
	5
	0
	0
	5 
	100

	Салтанат
	6
	0
	0
	6  
	100

	Рояль Ред Делишес
	8
	0
	0
	8 
	100

	Егемен
	9
	2
	4
	3
	33

	Тюльпан
	13
	0
	9
	4 
	31

	Заман
	5
	0
	2
	3
	60

	Байтерек
	8
	2
	2
	4 
	50

	Карлыгаш
	6
	1
	3
	2 
	33



Таким образом, введённые in vitro микрорастения 20 отечественных и зарубежных сортов тестированы на наличие инфицированности грибными и бактериальными болезнями на провокационной среде VISS, отбракованы заражённые. Получены растения яблони in vitro свободные от наиболее вредоносных заболеваний (грибных и бактериальных).
3.2.3 Клонирование микрорастений на стандартных питательных средах 
Клональное микроразможение успешно применяют для быстрого и эффективного размножения отдельных сортов из минимального количества исходного материала. Применяя технику размножения в культуре in vitro, заключающуюся в размножении растений в асептических условиях на специально подобранных питательных средах, можно значительно ускорить процесс размножения посадочного материала. В литературе имеется достаточно много сведений об изучении различных этапов клонального микроразмножения. Однако, по данным ряда исследователей, способность растений к размножению в условиях in vitro зависит от индивидуальных особенностей сорта и различных лабораторных условий выращивания. В связи с тем, что целью наших исследований является разработка регламента и универсальной среды для клонирования различных сортов яблони применяя современное прикладное программное обеспечение Design–Expert® необходимо было размножить растения (3 сорта) в достаточном количестве для проведения экспериментов. Для сравнения эффективности, разработанной универсальной среды (выявленной дальнейшими исследованиями) со стандартной средой МС, дополнительно размножали ещё 17 сортов в небольшом количестве и определяли коэффициент размножения (таблица 3, рисунки 7, 8).
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а – Сорт Апорт, б – сорт Дамира, в – сорт Заря Алатау

Рисунок 7 – Микроклональное размножение яблони 

Результаты проведённых экспериментов и установленный коэффициент размножения показали, что на стандартной среде для клонального микроразмножения растений Мурасиге и Скуга клонировать сорта отечественной селекции и тем более применять в технологии производства посадочного материала не целесообразно из-за низкого коэффициента размножения. Для сортов казахстанской селекции Кр составил в зависимости от сорта всего лишь от 0,7 до 4,7 и только лишь для сорта Голден Делишес среда МС этот показатель был несколько выше (Кр – 5,2). Для внедрения клонального микроразмножения в технологию производства саженцев необходимо разработать новую, универсальную питательную среду. 
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Рисунок 8 – Микроклональное размножение in vitro яблони в светокультуральном помещении при освещённости 40 μmol m-2s-1 ,16-ти часовом фотопериоде, 
температуре +24°С


Таблица 3 – Клональное микроразмножение яблони in vitro
	[bookmark: _Hlk527648041]
Сорт
	Количество побегов для размножения,
шт.
	Количество размноженных побегов, шт.
	Количество пассажей


	Среднее за 1 пассаж
	Коэффициент размножения

	Максат
	10
	123
	4
	30,7
	3,1

	Восход
	6
	73
	4
	18,3
	3,1

	Голден Делишес
	9
	186
	4
	46,5
	5,2

	Апорт
	5
	17
	5
	3,4
	0,7

	Суйслеппер
	5
	31
	3
	10,3
	2,1

	Даналык
	5
	37
	4
	9,3
	1,9

	Пеструшка
	2
	12
	4
	3,0
	1,5

	Дамира
	4
	27
	3
	9,0
	2,3

	Мутсу
	5
	21
	4
	5,3
	1,2

	Заря Алатау
	2
	15
	4
	3,8
	1,8

	Талгарское
	4
	24
	4
	6,0
	1,5

	Анель
	2
	37
	4
	9,3
	4,7

	Бельфлер Алматинский
	5
	21
	4
	5,3
	1,6

	Салтанат
	6
	23
	4
	5,8
	1,2

	Рояль Ред Делишес
	8
	37
	4
	9,3
	1,2

	Егемен
	3
	19
	3
	6,3
	2,1

	Тюльпан
	4
	12
	3
	4,0
	1,0

	Заман
	3
	11
	3
	3,7
	1,3

	Байтерек
	4
	18
	3
	6,0
	1,5

	Карлыгаш
	2
	15
	2
	7,5
	3,7




Таким образом, для клонального микроразмножения яблони и внедрения технологии в производство саженцев необходимо разработать универсальную питательную среду. Свободные от грибных и бактериальных заболеваний пробирочные растения яблони размножены в искусственных условиях для начала проведения экспериментов по разработке регламента и универсальной среды.






























ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Запланированный объем исследований на 2018 г полностью выполнен. На основе проведенных исследований и анализа полученных результатов были сделаны следующие выводы: 
Отобраны 20 хозяйственно-ценных чистосортных сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, с высокими хозяйственно-ценными признаками подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений, отвечающие современным требованиям интенсивного плодоводства.
Экспланты яблони от сапрофитной микрофлоры эффективно стерилизовать одним из способов: а) HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. б) HgCl2 0,1 % – 6 мин, с последующей обработкой 3% Н2О2 4 мин. в) «Доместос» + H20 1:5 – 20 мин. 
Получены асептические растения яблони. В культуру in vitro введено 20 генотипов отечественной и зарубежной селекции: Голден Делишес, Апорт и Форма Апорта 5/18, Дамира, Суйслеппер, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Мутсу, Анель, Пеструшка, Рояль Ред Делишес, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен. 
Введённые in vitro микрорастения тестированы на наличие инфицированности грибными и бактериальными болезнями на провокационной среде VISS, обракованы заражённые. Получены растения яблони in vitro свободные от наиболее вредоносных заболеваний (грибных и бактериальных).
Свободные от грибных и бактериальных заболеваний пробирочные растения яблони размножены в искусственных условиях для начала проведения экспериментов по разработке регламента и универсальной среды для клонального микроразмножения. 
Коэффициент размножения  яблони в условиях in vitro составляет от 0,7 до 5,2 в зависимости от сорта. 
Для клонального микроразмножения яблони и внедрения технологии в производство саженцев необходимо разработать универсальную питательную среду.
По результатам научных исследований опубликовано 1 статья в зарубежном цитируемом журнале, 1 тезисы международной конференции, 1 статья написана и передана для публикации. Сделан 1 доклад на международной конференции.
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Календарный план работ по договору № 152
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Приложение 1
Грантовое финансирование
(результаты за 2018 год) 

	Полное наименование организации-исполнителя
	Номер гранта
	Вид исследований
	Наименование проекта
	Дата начала проекта
	Дата завершения проекта

	Товарищество с ограниченной ответственностью «Казахский научно-исследовательский институт плодовоовощеводства»

	Г.2018, 
 AP05132995


	Прикладные

	«Совершенствование биотехнологического регламента клонального микроразмножения яблони с применением современного программного обеспечения для пополнения генофонда и внедрения в агропроизводство элитных саженцев»
 


	14.03.18
	31.12.20.

	Вид полученного результата

	Перечислите все виды полученных результатов (опытный образец, промышленный образец, образец техники, серийной продукции; способ; стандарт, норматив; селекционное достижение (сорт с/х культур, коллекция, порода с/х животных); рецептура; материалы; карта; программное обеспечение, база данных).                                                                                                                                                                                                                                           Для проектов по социальным, общественно-политическим, гуманитарным наукам: практическая рекомендация, методика


	коллекция генофонда груши в культуре in vitro, методика введения в культуру in vitro и клонального микроразмножения


	Патенты**

	Количество инновационных патентов или авторских свидетельств
	Количество казахстанских патентов
	Количество евразийского патента
	Количество международных патентов ОЭСР
	Количество иных международных патентов
	Реализация патента

	
	
	
	
	
	(продажа патента/заключение, лицензионное соглашение, отсутствует)


	Внедрение результатов**


	Номер
	Наименование внедрения
	Тип внедрения (технология, стандарт, рекомендация, методика, другое)
	Место внедрения (за исключением организации-исполнителя)*

	1
	 
	 
	 

	2
	 
	 
	 

	
	
	
	

	….
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twice before suitable for transplantation with thawed skin. The condition
of skin survival, infection rate and secondary operation was recorded with
an average follow-up time of 6 months. Results: Complete skin survival
was observed in 3 cases without infection or other complications. Partial
skin survival in 10 cases without infection, autologous skin transplantation
or skin flap were used to repair the remaining wound. Skin necrosis with
severe infection was detected in 2 cases repaired with debridement and
skin flap. Conclusion: With better survival rate, low infection rate and
damage to the skin donor site, cryopreserved skin for transplantation can
be recommended for hand and foot degloving injury.

Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose
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WHY HAVE A CRYOBANK? THE VALUE OF CRYOPRESERVED SAMPLES
TO HUMANITY

Barbara Reed. Retired, US. Department of Agriculture and Oregon State
University, United States
E-mail address: reedba@onid.oregonstate.edu

‘The collection and storage of economically important plants is an age old
concept. Plants with special and desired features were treasured and
‘maintained initially by farmers and later by governments. Seed storage for
many crops is relatively straight forward, requiring drying and cold stor-
age; however clonally propagated crops are much more difficult to store
long term. Today we have the option of storing many of these important
plants in cryobanks to secure them for the long term. Cryobanks provide
the only option for long-term storage of vegetatively propagated plants
and for seeds that can not be dried for storage. Developing facilities and
protocols for long-term storage requires consideration of many factors. The
questions of where to store, what to store, and how to pay for it are all part
of the storage equation. As with any large undertaking, the overarching
question is: what is the value of a cryobank? This presentation will explore
the value of cryopreserved samples and the costs of implementing and
storing plants. The costs of not maintaining a long-term storage collection
will also be examined.

Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose

525
CRYOBANKING CLONALLY PROPAGATED PLANTS IN KAZAKHSTAN: 15-
'YEAR EXPERIENCE

Svetlana Kushnarenko ", Irina Kovalchuk?, Timur Turdiev’, Natalya
Romadanova’, Barbara Reed®. 'Institute of Plant Biology and
Biotechnology, Russian Federation; 2Institute of Plant Biology and
Biotechnology, Kazakhstan; * Retired, US. Department of Agriculture and
Oregon State University, United States

E-mail address: svetlana_bio@mail.ru (S. Kushnarenko).

Efforts to establish a cryopreserved gene bank for vegetatively propagated
crops began only in the current century. Development of infrastructure,
training staff and determining methods suitable for specific crops were all
recently initiated. An important point to achieving success in the cryobank
organizing was the assistance of the International Science and Technology
Center (ISTC), which was expressed not only in the financial support of the
research, but also in methodology of cryopreservation. At present, the only
cryogenic bank for vegetative plants in Kazakhstan contains 660 germ-
plasm accessions. This cryogenic collection consists of cultivars, rootstocks
and wild forms of apple, cultivars and wild forms of pear, raspberry, black
currant, strawberry, barberry and potato. The accessions are stored in
various ways: as shoot tips isolated from in vitro-grown shoots, dormant
vegetative buds and seeds for wild species. A widely applicable cryopres-
ervation protocol based on PVS2 vitrification was developed for shoot tips
that could be applied with small modifications to diverse germplasm,
including fruit and small fruit crops and potato. Some of the most valuable
accessions in the cryogenic bank are rare wild species listed in the Red
Book of Kazakhstan: relict endemic species Malus sieversii (Ledeb.) M.
Roem. and Malus niedzwetzkyana Dieck. whose populations are
decreasing; endemic threatened species Berberis iliensis M. Pop. and

Lonicera iliensis Pojark., and Pyrus regelii Rehd. In our recent studies,
cryotherapy has been used for efficient virus elimination from shoot tips
and pathogen-free apple and potato accessions were obtained and cry-
opreserved in the cryobank.

Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose
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CRYOPRESERVATION PART OF THE CONSERVATION STRATEGY FOR
FRUIT GENETIC RESOURCES IN GERMANY

Monika Hofer', Magda-Viola Hanke. Julius Kithn-Institute, Federal Research
Centre for Cultivated Plants, Institute for Breeding Research on Fruit Crops,
Germany

E-mail address: monika.hoefer@julius-kuehn.de (M. Hofer).

Most temperate fruit species are genetically heterozygous and vegetatively
propagated. Primary collections of fruit genetic resources in Germany are
maintained as active collections in the field, ie. as potted plants in Fragaria
and trees in pome and stone fruit species. The objective of this study was to
develop an efficient and safe conservation strategy taking into consider-
ation the cryopreservation. Fruit tree cultivars can easily be duplicated as
field collections at a second site in the frame of the German Fruit Gene-
bank; a decentralised fruit specific network (http://www.deutsche-
genbank-obst.de). The strawberry cultivars are an exception to the
multi-genebank duplication plan because only two field collections exist in
the network of the German strawberry genebank. In addition wild species
accessions on the various fruit species, with special emphasis of Malus and
Fragaria, are held exclusively in the Fruit Genebank of the Institute for
Breeding Research on Fruit Crops Dresden. Based on the experimental
results a combination of the traditional ex situ conservation approach and
of the cryopreservation approach will be presented as a great potential to
improve conservation of fruit genetic resources. Using a highly repro-
ducible and effective protocol of vitrification in combination with 14-
d alternating cold acclimation a long-term cryopreservation was initiated
for 194 Fragaria genotypes, including cultivars and wild species accessions,
‘with an average regrowth of 86 %. The cryobank of cultivars represents the
third part of the German strawberry genebank to fulfil the conservation
strategy. In Malus, the general protocol and the handling details of cryo-
preservation based on dormant winter buds were adapted for the five
steps: collection of buds, desiccation, cryopreservation, rewarmingrehy-
dration and grafting. Further on the method will be used for managing the
duplicate collection for Malus wild species at the Dresden location as a
space and cost efficient method compared to a second field collection.
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‘The National Crop Genebank of China was built in 1986. The missions of the
National Genebank of China are to safe conserve crop germplasm resources
and to share information with breeders and researchers. Ten years ago we
started in vitro conservation and cryopreservation work for vegetatively
propagated crops. Until now, 150 accessions of germplasm resources,
belonging to 18 crops were cryopreserved, using shoot tips, dormant buds/
twigs, or pollen. For the implementation of cryopreservation and cryobank
when it was newly established, based on previous experiments and our
experience, there are many things that should be taken into account. They
involved the numbers of cryotanks, developments of cryopreservation
techniques for different crops, tissue culture problems, contaminations
during recovery culture after cryopreservation, potential explosion of
cryovials after cryoexposure, feasible innovative and rapid methods to
assess post cryopreservation viability, intraspecific and interspecific
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Micropropagation of berry crops for creation of germplasm cryobanks
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One of the main stages of cryopreservation of meristematic tissues in vegetative plants is a
clonal micropropagation, which includes isolating the explants of the raw material in vitro
and optimizing the culture medium for micropropagation.
As the result of our studies, the optimal periods for in vitro micropropagation are: first -
isolation of explants from initiated shoots of dormant buds (blackcurrants and raspberries)
in January-March; the second - from actively growing shoots (blackcurrants and
raspberries) in May-June, from the formed mustache (strawberry) in July-August. The
optimal drugs for sterilization of raspberry explants are: a) 0.1% HgClz (6 min), then 3%
H0; (15 min); b) chlorine-containing bleach «Domestos» in the dilution of 20 1:9 (10
min). For blackcurrant: a) 0.1% HgClz (5 min) in combination with 0.1% fungicide "Topaz"
(10-30 min); b) 0.1% HgCl: (5 min) in combination with the treatment with KMn04 (30
min); c) "Domestos” in the dilution of H20 1:5 (20 min). For strawberry: a) 0.1% HgCl (5-7
min) followed by treatment with 3% Hz0z 10-20 (min); b) 1% deochior (7 min), 3% Hz0,
(10 min); c) "Domestos” in the dilution of H,0 1:5 (8 min). Optimal compositions of culture
media for micropropagation of blackcurrant - MS medium with 0.5 mg L1 BAP, 0.5 mg L1
GAs, 0.1 mg L IBA and 20 g L-* glucose. For raspberry -MS medium with 0.5 mg L* BAP,
0.1 mg L IBA, 10 mg L iron chelate and 30 g L* sucrose. For strawberry - MS medium
with 0.3 mg L BAP, 0.01 mg L1 IBA, 0.2 mg L GAs, 10 mg L1 iron chelate and 30 g L1
sucrose.

Based on these studies, the cryobank was created, which include the germplasm of in
vitro meristematic tissues in 66 cultivars, hybrids and wild-growing forms of blackcurrant,
raspberry and strawberry.

This study was funded by Ministry of Education and Science of the Republic of Kazakhstan, project
No. AP05131764.
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