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РЕФЕРАТ 
Отчет 70 стр., 9 таблиц, 5 рисунков, 34 источников, 5 приложений
ЯБЛОНЯ, ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ, КЛОНАЛЬНОЕ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЕ, МИНЕРАЛЬНЫЙ СОСТАВ, МИКРОЭЛЕМЕНТЫ.
Объектами исследований являлись отечественные и интродуцированные сорта яблони.
Цель этапа 2019г – Разработать универсальную питательную среду и регламент клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®.  Методы исследований – Изучение проводили с применением прикладного программного обеспечения Design–Expert® и использованием методологии Response Surface (RSM). 
[bookmark: _Hlk22488924][bookmark: _Hlk22484545]Разработка минерального состава питательных сред необходима для ускоренного   размножения in vitro различных генотипов яблони (Malus domestica Borkh). Конструкция модели эксперимента основывалась на минеральном составе питательных веществ среды Мурасиге и Скуга (MС) ((NH4NO3, KNO3, CaCl2, KH2PO4, MgSO4 и микроэлементов) в концентрации от 0,5 до 3x исходных. Были оценены семь качественных показателей роста растений. Наиболее важными элементами питания были нитрат аммония – в сниженных концентрациях (0,5-1x MС), – и вдвое повышенные концентрации микроэлементов (2x MС). Большинство других элементов минерального питания хорошо проявили себя в сниженных вдвое концентрациях 0,5x. Качество побегов было самым высоким в случае удвоенного содержания в среде микроэлементов по сравнению с МС, и стандартной или сниженной концентрации большинства других макроэлементов. На микроразмножение положительно влияло повышенное содержание в среде KH2PO4 и микроэлементов, а для увеличения длины побегов – высокое содержание KNO3. Оптимизированные среды были разработаны для каждого из сортов на основе разработанных моделей.   Для установления универсальной среды для всех генотипов испытали три индивидуальные выделившиеся среды, а также обобщённую среду на основе трех оптимизированных и MС. Среда, разработанная для определённого сорта, значительно лучше влияла на качество и длину побегов именно этого сорта, но не для двух других сортов, по сравнению с МС и другими средами. Обобщенная из трёх оптимизированных сред (микроэлементы 2x и NH4NO3, CaCl2, MgSO4 0,5x) значительно превышала все показатели качества для двух из трех сортов и не значительно – для третьего. Разработан регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции.  Опубликовано: 2 статьи в журналах, рекомендованных ККСОН МОН РК, 1 тезисы докладов опубликованы в сборниках международных конференций, 2 – в печати в изданиях с ненулевым импакт-фактором, сделан 1 доклад на международной конференции. 
Область применения – биотехнология, сельское хозяйство.
РЕФЕРАТ
Есеп 70 бетте, 9 кесте, 5 сурттер, 34 әдебиеттер, 5 қосымша 
АЛМА, ҚОРЕКТІК ОРТАЛАР, КЛОНДЫ МИКРОКӨБЕЙТУ, МИНЕРАЛДЫ ҚҰРАМ, МИКРОЭЛЕМЕНТТЕР.
Зерттеу нысаны ретінде алманың отындық және интродукцияланған сорттары алынды.
2019 ж кезең мақсаты - қолданбалы Design–Expert® бағдарламалық қамтамасыздандыруды қолдана отырып, алманың әр түрлі генотиптері үшін әмбебап қоректік ортасын және клонды микрокөбейту регламентін дайындау. 
Зерттеу әдістері – зерттеулер қолданбалы Design–Expert® бағдарламалық қамтамасыздандыруын және Response Surface (RSM) әдісін пайдалана отырып жүргізілді.
Қоректік ортаның минералдық құрамын дайындау алманың (Malus domestica Borkh) әртүрлі генотиптерін in vitro жағдайында жылдам көбейту үшін қажет. Тәжірбиенің моделі бастапқыдан 0,5-тен 3- ке дейінгі концентрацияда Мурасиге және Скуга (MС) қоректік ортасының минералдық құрамына ((NH4NO3, KNO3, CaCl2, KH2PO4, MgSO4 және микроэлементтер) негізделді. Өсімдік өсуінің тоғыз сапалық көрсеткіштері бағаланды. Ең басты қоректік элемент азайтылған (0,5-1 MС) амони нитраты және микроэлементтердің екі есе артылған концентрациясындағы (2x MС) болды. Минералдық қоректердің басқа элементтері екі есе азайтылған концентрациясында 0,5x өздерін жақсы көрсетті. Сапасы ең жоғары өркендер МС құрамымен салыстырғанда, басқа макроэлементтер мөлшері стандартты немесе төмендетілген концентрациялы, ал микроэлементтердің екі есе еселенген мөлшерінде алынды. Микрокөбейтуге қоректік ортада KH2PO4 мен микроэлементтердің  көтеріңкі мөлшері, ал өркендердің ұзындығына KNO3 –ның жоғары болуы оң әсер етті. 
Оңтайландырылған орталар әр сортқа дайындалған моделдер негізінде дайындалды. Барық геноптиптер үшін әмбебап ортаны табу үшін ерекшеленген үш жеке қоректік орталар, сондай-ақ үш оңтайландырылған үш және МС негізінде жалпыландырылған орта  зерттелді. Әр сортқа әзірленген орта, МС және басқа орталармен салыстырғанда, өсімдіктің сапасы мен ұзындығына біршама жақсы әсер етті, алайда басқа сорттарға емес.  Оңтайландырылған үш қоректік ортадан жалпыландырылған орта (микроэлементтер  2x және  NH4NO3, CaCl2, MgSO4 0.5x) үш  сортың екеуінде барлық сапалық көрсеткіштеріне біршама жақсы және үшінші сорта – орташа әсер етті. Алманың жергілікті және шетелдік сорттарын клонды микрокөбейтудің регламенті әзірленді.
Зерттеу нәтижесі бойынша жарияланды: ҚР БжҒМ БжҒСБК ұсынған баслымдарда 2 мақала, 1 тезис халықаралық конференция жинағында жарыққа шықты, 2 – импакт-факторы нөлдік емес басылымдарға берілді, халықаралық конференцияда 1 баяндама жасалды. 
Қолданылу аймағы – биотехнология, ауыл шаруашылығы.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	МС
	питательная среда Мурасиге и Скуга

	WPM
	Питательная среда для древесных культур

	БАП
	6-бензиламинопурин

	АБК
	абсцизовая кислота

	ИУК 
	β-индолилуксусная кислота

	ИМК 
	β-индолил-3-масляная кислота

	ГК 
	гибберелловая кислота

	НУК 
	 - нафтилуксусная кислота

	АС 
	аскорбиновая кислота

	Кр 
	коэффициент размножения

	РРР 
	регуляторы роста растений
























ВВЕДЕНИЕ
В результате проводимой в течение восьми десятилетий селекционной работы на основе обширного генофонда, используемого в качестве исходного материала, в Каз НИИ плодоовощеводства создан ряд новых сортов яблони, 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. 
Распространение новых отечественных и интродуцированных сортов в практическое садоводство на территории Казахстана 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. 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 разработана технология ускоренного размножения растений яблони методом клонального микроразмножения с применением инновационного программного статистического обеспечения Design–Expert®, на основе которой разработана универсальная питательная среда и регламент размножения in vitro. Оптимизированные протоколы клонального микроразмножения гермоплазмы яблони обладают 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: 2 статьи в журналах, рекомендованных ККСОН МОН РК, 2 статьи находится в печати в рецензируемых зарубежных научных изданиях, с ненулевым импакт-фактором, сделан 1 доклад на международной конференции (Приложение А).
Патентно-информационный поиск проведен за период с 2009 по 2019 на глубину 10 лет 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 выявлен 21патент, имеющий 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 плодоовощеводства». 
В приложение Г представлен перечень использованных зарубежных информационных ресурсов.
В приложении Д приведены результаты по теме НИР за 2019г. 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 2019 года:
Разработать универсальную питательную среду и регламент клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert® 
Задачи этапа:
– Разработать модели экспериментов клонального микроразмножения для оптимизации состава сред яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®;
[bookmark: _Hlk22500659]– 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.
Ожидаемые результаты:
Будут разработана универсальная питательная среда и регламент клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®. Универсальная питательная среда и регламент клонального микроразмножения для различных генотипов яблони.
– Будет разработана модель экспериментов клонального микроразмножения для оптимизации состава сред яблони с использо-ванием прикладного программного обеспечения Design–Expert® Модель экспериментов клонального микроразмножения для оптимизации состава питательных сред;
– Будут проведены экспериментальные исследования на основе разработанной модели, определена оптимальная питательная среда для клонирования in vitro. Универсальная питательная среда для клонального микроразмножения генотипов яблони
 – Будет разработан регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции. Регламент клонального микроразмножения.
Промежуточный отчет по этапу 2018 года был зарегистрирован в АО "Национальный центр научно-технической информации" КН МОН РК и имеют наименования, соответствующие теме проекта: Инв. № отчета 2018г. – 0118РК0104.





















ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследования
Микроразмножение является ключевой технологией для быстрого производства посадочного материала, который используется для широкого спектра травянистых и древесных видов растений и особенно важен для плодовых культур многие из которых трудно клонируются in vitro. Последние разработки в области техники культивирования тканей позволили многие плодовые культуры размножать в коммерческом масштабе (Jain и Ishii 2003). Хотя многие генотипы могут быть клонированы на какой-либо рекомендованной среде, всегда есть исключения. Для разработки новых способов микроразмножения необходимо испытание большого количества генотипов для определения протокола универсального для большинства сортов [1]. Разрабатывая усовершенствованные протоколы, можно быстро размножить посадочный материал новых ценных сортов с желаемыми признаками, который будет свободен от болезней [2].  Изучение культуры тканей яблони началась в середине 20-го века [3-5]. Среда Мурасиге и Скуга (MС) [6] разработанная для культуры каллусов табака стала применяться для микроразмножения многих растений, и в настоящее время это наиболее часто используемая среда для яблони [7-8]. Исследования по микроклональному размножению яблони в основном сосредоточены на пролиферации и укоренении побегов и заключаются в изменении состава и соотношения регуляторов роста растений (PРР) в среде. До недавнего времени улучшение метода микроразмножения яблони состояло в исследованиях по подбору PРР для микропобегов, выращенных на средах MС и WPM (Woody Plant Medium) [9-11]. Изменение концентрации регуляторов роста растений в среде может быть эффективно не для всех сортов и видов, для многих генотипов необходим более тщательный подход [12-13]. Для улучшения роста различных генотипов растений очень важно оптимизировать макро- и микроэлементы питательных сред [14]. 
Изучение влияния минерального питания на микроразмножение яблони в культуре тканей немногочисленно. Одним из немногих примеров было исследование оксида кремния. Нано кремний увеличил свежий и сухой вес, длину побегов, количество побегов и индекс хлорофилла in vitro, сорта яблони 'Gala'   в концентрации оксида кремния 100 промилле [15]. Некоторые исследования включали изменение одного или двух минеральных питательных веществ.  Сотиропулос Т.И. [16] обнаружил, что 10 mM CaCl2 и 35 mM NaCl в среде MС значительно увеличили количество побегов и свежий вес подвоя M4. Кроме того, длина побегов и свежий вес культуры груши также были улучшены включением 0,1 mM B и 80 mM NaCl [17]. Изменения концентрации азота в MС среде дали положительные результаты для роста подвоя Malus hupehensis (Pamp.) Rehd. [18].
Многие генотип-специфические питательные среды были разработаны эмпирически, но они не всегда эффективны для всех сортов. Оптимизировать минеральное питание в среде, используемой для роста растений in vitro из-за сложных химических взаимодействий необходимых питательных веществ очень сложно. В настоящее время компьютерные разработки с применением программного обеспечения используются для планирования сложных экспериментов по улучшению качества растений выращиваемых in vitro [19].  Также используется для последовательно спланированных экспериментов (RSM) получения геометрического дизайна, в котором отбираются все возможные комбинации факторов для экспериментальной конструкции, которая является моделью проекта наглядно воспроизведённой в пространстве. Модели эксперимента, основанные на данных о росте растений, дают информацию о том, какие компоненты среды являются наиболее важными для желаемого типа роста растений. Полученная информация может быть использована для изменения отдельных компонентов среды и получения оптимального результата. Индивидуальные минеральные питательные факторы среды также могут быть идентифицированы для определения реакции растения на каждое изменение минерального состава или для изучения поглощения и использования минералов.
Недавние исследования минерального питания in vitro показывают, что определение оптимального состава среды для размножения можно получить с помощью компьютерного моделирования [19-20]. Это моделирование RSM помогло определить значительно улучшенную среду для размножения плодовых и орехоплодных культур, в частности абрикоса, фундука, груши и малины [21-25]. Моделирование экспериментов влияния компонентов питательной среды на рост растений с помощью компьютерного программного обеспечения позволяет исследователям корректировать состав сред для оптимального роста и развития каждого сорта, а обобщив полученную информацию определить универсальную среду для группы сортов или видов.
Банк гермоплазмы сортов и видов яблони Казахского научно-исследовательского института плодоовощеводства насчитывает 431 образец в полевых условиях и 39 в лабораторных.  Хотя многие сорта неплохо пролиферируют на среде MС, некоторые – размножаются плохо или вообще не растут. Предварительные исследования показали, что многие казахстанские сорта яблони, культивируемые на среде MС, слабо размножаются, а качество побегов неудовлетворительно. Разработка одной или нескольких универсальных питательных сред, подходящих для широкого спектра сортов яблони, очень важна как для ускоренного производства посадочного материала, так и для сохранения коллекций плодовых растений. Учитывая успех моделирования в улучшении питательной среды для других культур, в представленном исследовании изучалось действие минеральных питательных веществ на пролиферацию и размножение трёх сортов яблони in vitro, полученные результаты использовали в разработке улучшенного минерального состава универсальной питательной среды для клонального микроразмножения.
Анализ литературных источников показал высокую заинтересованность исследователей в клональном микроразмножении яблони. Однако все разработки были проведены на определённых сортах яблони и отличались составом сред и способами клонирования in vitro. 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.
Разработка модели экспериментов по оптимизации минерального состава сред для клонального микроразмножения яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®
Экспериментальное проектирование конструкции эксперимента. Экспериментальная модель разработана (сгенерирована) с использованием программного обеспечения Design Expert (Stat-Ease, Миннеаполис, Миннесота) (Design-Expert 2010). Для разработки расчетных параметров использованы шесть факторов на основе солей MС: (1) NH4NO3, (2) KNO3, (3) CaCl2, (4) KH2PO4, (5) MgSO4 и (6) микроэлементов (B, Cu, Co, Mn, Mo и Zn). Параметры определялись с помощью программного обеспечения Design Expert с использованием шести факторов на пяти уровнях для выборки проектного пространства всех возможных вариантов. Состав всех минеральных факторов варьировал от 0,5 до 3-кратной концентрации МС, в общей сложности 40 вариантов.
Экспериментальные исследования по определению оптимального минерального состава питательной среды для клонирования in vitro
Растительный материал и условия культивирования in vitro. Побеги сортов яблони Восход, Максат и Голден Делишес были размножены на питательной среде Мурасиге и Скуга (МС) (Murashige Е., Skoog F.) , содержащей стандартное количество солей и витаминов,  а также фотогормоны –  0,5 мг/л N6-бензиладенин (БАП)  и 0,1 мг/л  3- индолилмасляная кислота (PhytoTechnology Labs, Shawnee Mission, KS), 3,5 г/л агар (Bitek, Difco, Detroit, Мичиган.), 1,45 г/л джелрайт (PhytoTechnology Labs,) и 20 г/л сахарозы, pH 5,7. Побеги выращивали в культуральных сосудах Magenta GA7 (Мажента) содержащих в среднем 40 мл среды. Каждые 4 недели растения пересаживали на свежую среду. Побеги культивировали при 24°С с 16-часовым фотопериодом, освещённостью 40 μmol m-2s-1, обеспеченной флуоресцентными лампами с белым спектром свечения (Philips, Польша), субкультивировли по циклу 3-4 недели.
Экспериментальные исследования. На основе разработанной конструкции эксперимента испытаны шесть факторов минерального состава питательных сред на основе солей MС: (1) NH4NO3, (2) KNO3, (3) CaCl2, (4) KH2PO4, (5) MgSO4 и (6) микроэлементов (B, Cu, Co, Mn, Mo и Zn). Состав всех минеральных солей варьировал от 0,5 до 3-кратной концентрации МС в общей сложности проведён многофакторный опыт, включающий 40 вариантов на трёх сортах яблони.
В каждом варианте эксперимента было 10 побегов (n = 10), по пять в каждом из двух культуральных сосудах GA7 (маженты). Некоторые варианты имели дополнительную репликацию, встроенную в модель (n = 20). Выращивали растения в течение 4 недель, а затем дважды переносили на одну и ту же обновлённую среду для получения в общей сложности 12 недель культивирования. Условия культивирования были такими же, как описано выше. Во избежание эффекта исключительного влияния условий на варианты опыта маженты были размещены на освещённых полках светокультурального помещения в случайном, рандомизированном порядке.
Учёт и статистический анализ данных. Учёт данных проведён через 12 недель культивирования (субкультивировали каждые 4 недели). Оценивали три побега каждого из дублирующих сосудов (n-6), остальные четыре побега фотографировали. В некоторых случаях, для определения ошибки эксперимента оценивали 12 побегов. Оценка данных была следующей: 1 – качественная съемка с последующим просмотром на электронном носителе, 2 – субъективная визуальная оценка внешнего вида на трех побегах в каждой маженте (n=6).  Учитывали: Качество побегов по 3-х бальной шкале – 1 плохое, 2 среднее и 3 хорошее. Число размноженных побегов. Длину побегов – измеряли самый длинный побег в маженте. Цвет листьев по 3-х бальной шкале – 1 желтый или красный, 2 светло-зеленый, 3 ярко зеленый. Размер листьев по 3-х бальной шкале – 1 маленький, 2 средний, 3 большой. Наличие каллуса по 3-х бальной шкале – 1 большой, 2 средний, 3 отсутствует. Наличие некроза верхушки побега по 3-х бальной шкале – 1 много, 2 некоторые, 3 нет. Витрификацию (гипергидротированность) по 3-х бальной шкале – 1 много, 2 некоторые, 3 нет. Гипертрофию и скрученность листьев по 3-х бальной шкале – 1 да, 3 нет.
Статистический анализ и оценка полученных данных были автоматически сгенерированы программным приложением Design-Expert® 8 [26]. Для этого результаты визуальной оценки были внесены в разработанную конструкцию эксперемента и сгенерированы из реакции растения в каждой точке модели с использованием среднего значения из шести (или 12) побегов. Для каждого измеренного параметра ANOVA анализировала полиномиальную модель высшего порядка, статистическая значимость на уровне 0,05 [19-20]. 
Оптимизация среды. После завершения первой серии эксперимента и анализа данных был определен   оптимальный состав среды для каждого из трёх сортов. Протестированы составы сред с наилучшей субъективной оценкой качества для каждого генотипа, а также на   обобщённой средней среде для трёх генотипов. Контрольной служила среда Мурасиге и Скуга. Остальные составляющие сред были такими же, как указано выше для основной среды, с добавлением ИМК в концентрации 0,1 мг / л и БАП 0,5мг/л во всех вариантах опыта. Двадцать побегов (по 10 шт. в двух мажентах) каждого сорта выращивали в течение 12 недель с субкультивированием 4 недели (таблица 1). 
Таблица 1 – Варианты эксперимента по установлению минерального состава питательной среды для клонирования яблони in vitro. Концентрации элементов питания указаны в соотношении к содержанию в базовой среде МС
	
Минеральный состав
	Состав среды, лучший для 
каждого из сортов
	Объединённая среда 
	Среда Мурасиге и Скуга

	
	Вариант 1
	Вариант 2
	Вариант 4
	
	

	NH4NO3
	1
	0,5
	0,5
	0,5
	1

	KNO3
	1
	0,5
	1
	1
	1

	CaCl2
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	1

	MgSO4 
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	1

	KH2PO4 
	1
	3
	0,5
	1
	1

	Микроэлементы 
	2
	1,5
	2,5
	2
	1



Определяли количество образовавшихся дополнительных побегов, количество листьев длину основного стебля по 5 балльной шкале: 1 – отсутствие удлинения и размножения, очень маленькие листья, 2 – небольшое удлинение <1 см, 3 – рост между 1-5 см с некоторым увеличением числа побегов, 4 – > 5 см и увеличение числа побегов, 5 – > 5 см  хорошее размножение, большие листья. Данные статистически обрабатывали и сравнивали с помощью парных сравнений с использованием t-тестов с объединенными SD и p-значениями, скорректированными с помощью метода Бонферрони с использованием программного обеспечения RStudio. Был также проведен тест Крускала-Уоллиса-Данна с коррекцией Бонферрони [27].
Разработка регламента клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции
На основании проведенных в течение 2х лет экспериментов по отбору перспективных сортов, оптимизации способов введения в асептическую культуру in vitro, разработке минерального и гормонального состава питательных сред, установлению универсальной питательной среды для размножения в искусственных условиях составлен регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции.
Отбор ценных сортов яблони селекции с комплексом биологических и хозяйственно-ценных признаков с максимальным уровнем выраженности селектируемого признака, отвечающие требованиям интенсификации садоводства проведён в коллекционных насаждениях яблони Казахского НИИ плодоовощеводства (КазНИИПО) по общепринятой программе и методике сортоизучения плодовых, ягодных и орехоплодных культур [28-29]. 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 [30]. Полученные асептические растения культивировали в сосудах (Magenta GA7) с 40 мл питательной среды при температуре 24-25°С,16-часовом фотопериоде и излучении 40μmol 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. 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 [31]. Разработка оптимального минерального состава питательных сред для клонирования in vitro приведена выше.

3 Обобщение и оценка результатов исследований
Для разработки регламента клонального микроразмножения с применением программного обеспечения Design–Expert®  в предыдущем году  были отобраны 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.), экспланты изолированы и помещены в асептическую культуру in vitro, проверены на инфицированность на провокационной среде VISS, для проведения экспериментов размножено достаточное количество пробирочных растений на стандартной среде Мурасиге и Скуга (МС).
Согласно программе научно-исследовательских работ на 2019 г. для разработки универсальной питательной среды и регламента клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert® проведена работа по следующим направлениям (приложение В):
– 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. 
[bookmark: _Hlk22500008][bookmark: _Hlk22478180]3.1 Разработка модели (плана) эксперимента по оптимизации минерального состава среды для клонального микроразмножения яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert® 
[bookmark: _Hlk21263974]В мировой практике культуру яблони in vitro в основном размножают на средах MС или WPM (для древесных культур), однако не все сорта и виды хорошо растут и размножаются на этих средах. Оптимизация питательной среды в основном сводилась к эмпирическому подбору регуляторов роста, без изменения базовой среды, что не всегда позволяет достичь желаемого результата. В настоящей работе представлены исследования по разработке минерального состава питательной среды с применением современного программного обеспечения Design–Expert®. Модель экспериментов разработана для определения действия минеральных питательных веществ на микрорастения различных сортов яблони с целью разработки универсальной среды для клонального микроразмножения и пролиферации in vitro.  В экспериментах участвовали два новых сорта казахстанской селекции – Максат и Восход, и стандартный международный сорт «Golden Delicious», часто используемый в качестве родительской формы в селекции многих сортов яблони и являющийся самым экономически востребованным коммерческим сортом, выращиваемым во всем мире [32]. В связи с этим этот сорт часто включается в исследования в качестве контрольного [33-34]. 

Проектирование модели эксперимента выполнено по принципу методов, рекомендуемых Niedz и Evens [35; 19]  В планировании эксперимента по оптимизации минерального состава питательных сред для клонального микроразмножения растений яблони использовано программное обеспечение Design–Expert® (Stat-Ease, Inc, Minneapolis, MN), которое 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. Рассчитывает все возможные варианты от среднего до квадратичного полинома (графические рисунки). 
 Разработанная модель эксперимента состоит из 6-факторной схемы (комбинации пяти факторов), отобранных с использованием модифицированных D-оптимальных критериев для установки квадратичного полинома. Каждый из этих факторов варьирует в диапазоне концентраций, определенных по отношению к питательной среде МС (1× = МС концентрации). 
Основные соли, входящие в стандартный состав среды MС, разделены на компоненты из шести групп. Эти группы, составляют шесть независимых факторов и шесть величин в программном приложении Дизайн-Эксперт. Пятимерный пространственный дизайн даёт возможность прогнозировать и проводить статистический анализ (ANOVA), который позволяет описывать влияние 6 факторов на рост и развитие побегов на разных вариантах питательных сред.  
Факторы, участвующие в эксперименте – макроэлементы питательной среды: NH4NO3, KNO3, CaCl2, KH2PO4, MgS04 и комплекс микроэлементов (B, Cu, Co, Mn, Mo и Zn).  В таблице 2 представлена разработанная модель эксперимента, скорректированная программным обеспечением Design–Expert® по определению оптимальной концентрации элементов питания (концентрации элементов питания указаны в соотношении к содержанию в базовой среде МС).




[bookmark: _Hlk22478268]Таблица 2 – Модель эксперимента по изучению влияния отдельных факторов минерального питания на клонирование in vitro (варианты от 1 до 19 и от 21до 39 экспериментальные варианты опыта, 20 и 40 контроль, соответствующие среде МС). Концентрации элементов питания указаны в соотношении к содержанию в базовой среде МС

	Варианты 
опыта
	Фактор 1
	Фактор 2
	Фактор 3
	Фактор 4
	Фактор 5
	Фактор 6

	
	NH4NO3
	KNO3
	CaCl2
	KH2PO4
	MgS04
	Микроэлементы

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	1
	0,5
	0,5
	0,5
	3
	3
	3

	2
	1,81
	1,11
	0,5
	1,7
	0,5
	3

	3
	2,56
	3
	3
	0,5
	3
	1,79

	4
	3
	2,23
	1,58
	1,5
	0,5
	1,68

	5
	1,28
	1,15
	2,93
	1,06
	0,5
	1,08

	6
	3
	3
	0,5
	2,63
	3
	0,5

	7
	1,48
	1,79
	0,
	0,69
	2,81
	1,11

	8
	3
	2,03
	2,51
	3
	2,81
	3

	9
	2,23
	3
	3
	0,5
	0,89
	2,28

	10
	0,91
	1,56
	2,19
	0,5
	1,8
	3

	11
	0,75
	3
	3
	1,88
	0,51
	3

	12
	0,5
	0,5
	1,01
	1,54
	1,6
	1,44

	13
	1,48
	1,79
	0.5
	0,69
	2,81
	1,11

	14
	1,63
	0,5
	3
	1,93
	2,5
	2,53

	15
	3
	3
	3
	3
	0,5
	0,5

	16
	0,5
	3
	0,5
	0,5
	0,5
	2,33

	17
	3
	1,38
	2,81
	1,31
	1,95
	0,5

	18
	0,5
	0,5
	3
	0,5
	3
	0,5

	19
	2,84
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5

	20
	1
	1
	1
	1
	1
	1

	21
	3
	0,5
	1,31
	0,58
	3
	2,43

	22
	3
	0,5
	3
	0,5
	0,5
	3

	23
	0,5
	0,5
	1,01
	1,54
	1,6
	1,44

	24
	1,8
	2,12
	0,89
	1,58
	2,03
	2,9

	25
	1,13
	3
	1,88
	1
	1,58
	0,5

	26
	1,71
	0,5
	1,84
	3
	3
	0,5

	27
	2,53
	0,63
	0,5
	2,39
	2,99
	2,96

	28
	1,65
	2,88
	1,26
	3
	1,52
	2,19



Продолжение таблицы 2  
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	29
	3
	0,5
	0,5
	3
	1,34
	1,68

	30
	3
	2,23
	1,58
	1,5
	0,5
	1,68

	31
	0,5
	2.01
	0.5
	3
	0.5
	0,5

	32
	0,99
	1,6
	0,73
	0,5
	0,5
	0,5

	33
	1,65
	2,88
	1,26
	3
	1,52
	2,19

	34
	0,5
	2,27
	3
	3
	2,63
	1,26

	35
	0,5
	3
	1,18
	1,5
	3
	3

	36
	3
	3
	0,5
	0,5
	1,8
	3

	37
	2,94
	0,56
	3
	3
	0,5
	2,04

	38
	0,5
	0,5
	2,45
	3
	0,5
	3

	39
	0,91
	1,56
	2,19
	0,5
	1,8
	3

	40
	1
	1
	1
	1
	1
	1



[bookmark: _Hlk22500029]3.2 Экспериментальные исследования на основе разработанной модели, определение оптимальной питательной среды для клонирования in vitro 
3.2.1 Разработка минерального состава питательной среды для нескольких генотипов яблони 
Оптимальный состав питательной среды разрабатывали для каждого исследуемого сорта на основании параметров конструкции эксперимента, приведённых выше. На основании разработанной модели проведены, оценены и проанализированы эксперименты по определению оптимальной питательной среды для клонального микроразмножения трёх сортов яблони. Результаты проведённых экспериментов показали существенное влияние элементов минерального питания (в дальнейшем факторов) на развитие побегов всех трёх сортов яблони in vitro, что показано на приведённых графиках.  
Анализ результатов, сорт 'Golden Delicious'. Качество побегов сорта 'Golden Delicious' было удовлетворительным в контрольном варианте, но оно существенно изменялось в зависимости от вариантов опыта и могло быть улучшено (рисунок 1А). У сорта 'Golden Delicious' качество побегов, некроз верхушек побегов, наличие каллуса, цвет листьев имели существенные различия по вариантам опыта (таблица 3). Длина и количество побегов отличались не существенно, различия были не достоверны. На качество значительно (P≤0,01) влияли микроэлементы и взаимодействие KNO3 и CaCl2, а также (P≤ 0,05) NH4NO3 и KH2PO4.  Качество побегов на среде MС было оценено как 2,5 из 3 баллов (рисунок 1А) и увеличивалось до 3 баллов при увеличении количества в 2 раза (2 ×), микроэлементов, KNO3 и CaCl2 и сокращении в 2 раза (0,5 ×) содержания MgS04 (рисунок 1В). Содержание KNO3 и CaCl2 хорошо действуют в одинаковом количестве, а содержание NH4NO3 – в диапазоне от 1 × до 2,25 ×. Улучшение цвета листьев отмечено в диапазоне от 0,5 × до 2 × NH4NO3 и KH2PO4 (таблица 3). Графическая модель показала необходимость повысить содержание микроэлементов, с несколькими дополнительными факторами, которые были также нужны для повышения качества побегов (рисунок 1C). Некроз побега (STN) был существенным при сочетании NH4NO3 и CaCl2 и также NH4NO3 и KH2PO4 (рисунок 1D). 

Таблица 3 – Статистическая значимость Р (≤0.05) многофакторного эксперимента влияния элементов минерального питания на пролиферацию побегов in vitro с помощью дисперсионного анализа (ANOVA).  Сорт 'Golden Delicious' (значение F)

	Фактор
(минеральный состав)
	Качество
побегов
	Количество побегов
	Длина побегов
	Цвет листьев
	Некроз верхушки

	Модель
	Квадратичная
0,0112
(3,64)
Не достовер-
ность 0,14 NS
R Sq 0,89
	Линейная
0,0139
(3,19)
Не достовер-
ность 0,0003
R Sq 0,37
	Квадратичная
0,0076
(3,.97)
Не достовер-
ность 0,03538
R Sq 0,90
	2F1
0,0143
(3,43)
Не достовер-
ность 0,83 NS
R Sq 0,72
	2F1
0,0177
(2,73)
Не достовер-
ность 0,36 NS
R Sq 0,76

	A: NH4NO3
	0,0245
(6,61)
	0,0068
(8,34)
	
	0,0022
(14,97)
	

	B: KNO3
	
	
	
	

	

	C: CaCl2


	
	
	
	
	

	D: MgSO4


	
	
	
	
	

	E:KH2PO4
	0,0378
(5,45)
	
	0.0064
(10,82)
	0.0037
(12,93)
	

	F: Микро-
элементы
	0.0056
(11,31)
	
	
	
	

	AB


	
	
	
	
	

	AC
	
	
	
	
	0,0008
(16,01)

	AE
	
	
	
	
	0,0032
(11,54)

	AF


	
	
	
	
	

	BC

	0,0087
(9,78)
	
	0,0053
(11,47)
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Рисунок 1 – Графическая модель влияния факторов минерального питания на побеги
 сорта ‘Golden Delicious’: А – качество на среде МС (красная точка); В – качество на оптимизированной модели (3- высокое качество); С – цвет листьев (3 – тёмно-зелёный); 
D – некроз кончика побегов (3- отсутствует). Красные области – высокого качества, 
синие или зеленые – низкого. Красная точка – среда MС

Анализ результатов, сорт 'Максат'. Факторы минерального питания существенно влияли на все 7 показателей развития сорта 'Максат' (таблица 4). Значительно на качество побегов влияли NH4NO3 и сочетание CaCl2 с KH2PO4. Качество побегов в контроле (среда MС) было <2 баллов (рисунок 2А, красная точка), однако графическая модель показала, что рейтинг качества можно повысить до 2,8 (рисунок 2В). Стандартное или низкое содержание азота с более высоким содержанием Ca и микроэлементов, а также сниженное содержанием Mg и KH2PO4 улучшает качество растений. Значительное увеличение образования адвентивных побегов (более 5) наблюдалось при увеличении в среде концентрации NH4NO3 и сочетания солей Ca и Mg (таблица 4, рисунок 2C). Соли KH2PO4 и NH4NO3 существенно влияли на длину побегов. На графике показано, что повышение содержания микроэлементов и KNO3 с пониженным содержание остальных элементов приводит к удлинению побегов ≥3,2 см (рисунок 2D) по сравнению с ≥2,5 в контроле.
Оптимальная окраска листьев наблюдалась при нормальном или низком содержании NH4NO3 (рисунок 2E), а также с высоким содержанием микроэлементов. На размер листьев (рисунок 2F) оказывали влияние микроэлементы, на графике показано повышение оценки до 2,2 баллов при высоком содержании микроэлементов, Mg и Ca. На каллусообразование влияли соли KH2PO4 и NH4NO3 и микроэлементы.  Незначительно увеличенная концентрация микроэлементов и высокое CaCl2 и KH2PO4 не приводила к каллусообразованию (рисунок 2G). 
Микроэлементы и NH4NO3влияли на появление некроза верхушки побега. Существенного изменения цвета листьев (STN) не отмечено при высоком содержании микроэлементов и   нормальном NH4NO3 (рисунок 2H).

Таблица 4 – Статистическая значимость Р (≤0.05) многофакторного эксперимента влияния элементов минерального питания на пролиферацию побегов in vitro с помощью дисперсионного анализа (ANOVA).  Сорт Максат (значение F)
	Фактор
(минераль-
ный состав)
	Качество
побегов
	Количест-
во побегов
	Длина 
побегов
	Размер
 листьев
	Цвет листьев
	Каллус
	Некроз верхушки

	Модель
	Квадратичная
 0,0065
(4,13)
Не достоверность 0,14 NS 
R Sq 0,90
	2F1
0,0467
(2,21)
Не достоверность 0,44 NS
R Sq 0,42
	Квадратич-ная
0,0483
(2,41) 
Не достоверность 0,18 NS
R Sq 0,31
	Квадратич-ная
0,0004
(5,68)
Не достоверность 0,24 NS
R Sq 0,51
	Линейная
0,0235
(2,86)
Не достоверность 0,80 NS
R Sq 0,34
	Линейная
0,0001
(7,36)
Не достоверность 0,26 NS
R Sq 0,.57
	Линейная
0,0045
(3,93)
Не достоверность 0,25 NS
R Sq 0,42

	A: NH4NO3
	0,0002
(28,11)
	0,.0121
(7,77)
	0,0234
(5,65)
	0,0018
(11,49)
	
	0,0013
(12,27)
	0,0039
(9,62)

	B: KNO3
	
	
	
	
	
	
	

	C: CaCl2
	
	
	
	
	
	
	

	D: MgSO4
	
	
	
	
	
	
	

	E:KH2PO4
	
	
	0,0397
(4,59)
	0,0086
(7,81)
	
	0,0020
(11,28)
	

	F: Микро-
элементы

	
	
	
	0,0023
(10,9)
	0,0094
(7,61)
	0,0023
(10,82)
	0,0103
(7,41)

	CD
	
	0,0192
(6,61)
	
	
	
	
	

	CE
	0,0090
(9,68)
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Рисунок 2 – Графическая модель влияния факторов минерального питания на побеги
 сорта ‘Maskat’: А – качество на среде МС (красная точка); В–качество на оптимизированной модели; С – количество побегов; D – длина побегов (cм); E – цвет листьев; F – размер листьев; G – каллус; H – некроз кончика побегов. Красные области – высокого качества, синие или зеленые – низкого. Красная точка – среда MС

Анализ результатов, сорт 'Восход'. Влияния изменения состава среды на качество побегов сорта 'Восход' не было доказано (нет достоверной разницы по вариантам опыта) (таблица 5). Тем не менее, увеличение числа микроэлементов >2,5 х раза и уменьшение содержания всех других компонентов улучшало качество с 2 в контроле до 2,8 (рисунки 3А, 3В). Микроэлементы и NH4NO3 влияли на улучшение размножения побегов (таблица 5), улучшение размножения зависит от увеличения концентрации микроэлементов и от всех других компонентов среды в низкой концентрации (рис. 3C.). Длина побега увеличивалась при низком содержании KH2PO4, повышенном содержании Ca, микроэлементов и KNO3 (рисунок 3D). На размер листьев влияло взаимодействие азота, кальция и KH2PO4. Увеличение концентрации KH2PO4 и кальция, но с уменьшением микроэлементов и азота увеличивали размер листьев (рисунок 3E). Цвет листьев находился под влиянием повышенного содержания микроэлементов при низком содержании всех других компонентов (рисунок 3F). На образование каллуса влияли соли KH2PO4 и микроэлементы (таблица 5). Большая концентрация солей Ca, KNO3, KH2PO4 и микроэлементов снижала каллусообразование (рисунок 3G). Микроэлементы оказали наибольшее влияние на изменение цвета листьев (рисунок 3H). Отмечено влияние сочетания нескольких компонентов среды на появление витрификации, которое устранялось при изменении концентрации минеральных веществ (рис. 3 I).
Таблица 5 – Статистическая значимость Р (≤0.05) многофакторного эксперимента влияния элементов минерального питания на пролиферацию побегов in vitro с помощью дисперсионного анализа (ANOVA).  Сорт Восход (значение F)
	Фактор
(минраль--
ный
состав)
	Качество
побегов
	Количесво 
побегов
	Длина побегов
	Размер листьев
	Цвет 
листьев
	Каллус
	Некроз верхушки
	Витрифи-
кация

	Модель
	Линейная
0,0002
(6,3)
Не досто-
верность 0,017
R Sq 0,51
	Линейная
0,0047
(3,97)
Не досто-
верность 0,18 NS
R Sq 0,42
	Квадра-
тичная
0,0075
(3,99)
Не досто-
верность 0,37 NS
R Sq 0,90
	2F1
0,0408
(2,28)
Не досто-
верность 0,37 NS
R Sq 0,64
	Линейная
0,0002
(6,30)
Не досто-
верность 0,17 NS
R Sq 0,53
	Линеная
0,0086
(3,50)
Не досто-
верность 0,99 NS
R Sq 0,39
	Квадратичная
0,0160
(3,34)
Не досто-
верность 0.08 NS
R Sq.88
	Квадра-
тичная
0,0001
(19,09)
Не досто-
верность 3,62 NS
R Sq 0,98

	A: NH4NO3
	0,0028
(10,42)
	0,0006
(14,41)
	0,0240
(6,67)
	
	0,0017
(11,72)
	
	
	0,0072
(10,44)

	B: 
KNO3
	
	
	
	
	

	
	0,0107
(9,11)
	

	C: 
CaCl2
	
	
	
	
	
	
	
	

	D: MgSO4
	
	
	
	
	
	
	
	


Продолжение таблицы 5
	E: KH2PO4
	
	
	0,0017
(16,07)
	
	0,0026
(10,59)
	0,0133
(6,85)
	0,0169
(7,68)
	0,003
(13,68)

	F:
Микро-
элементы
	0,0001
(22,45)
	0,0376
(4,69)
	0,0007
(20,12)
	
	0,0010
(13,03)
	0,0224
(5,74)
	0,0014
(17,13)
	

	AB
	
	
	
	0,0292
(5,61)
	
	
	
	0,0037
(12,97)

	AC
	
	
	
	
	
	
	
	0,0005
(22,52)

	AE
	
	
	
	
	
	
	
	0,0002
(29,19)

	AF
	
	
	
	
	
	
	
	0.0019
(15,7)

	BC
	
	
	
	0,0095
(8,41)
	
	
	
	0,0076
(10,25)

	BD
	
	
	
	
	
	
	
	0,0017
(16,06)

	BE
	
	
	
	
	
	
	
	0,0022
(15,02)

	BF
	
	
	0,0192
(7,33)
	
	
	
	0,0135
(8,36)
	0,0118
(8,79)

	CD
	
	
	
	
	
	
	
	0.0066
(10,77)

	CE
	
	
	
	0,0128
(7,63)
	
	
	
	0,0001
(33,16)

	CF

	
	
	
	
	
	
	
	

	DE
	
	
	
	
	
	
	
	0,0002
(26,6)

	DF
	
	
	
	
	
	
	
	0,0042
(12,37)

	EF
	
	
	
	
	
	
	
	0,0001
(32,98)




Таким образом, был разработан оптимальный состав сред для каждого из изучаемых сортов на основе разработанных моделей.  Наиболее важными элементами питания является нитрат аммония – в сниженных концентрациях (0,5-1x MС), – и вдвое повышенные концентрации микроэлементов (2x MС). Лучшее качество побегов отмечено на среде с удвоенным содержания микроэлементов по сравнению с МС, и стандартной или сниженной концентрации большинства других макроэлементов. На микроразмножение положительно влияло повышенное содержание в среде KH2PO4 и микроэлементов, а для увеличения длины побегов – высокое содержание KNO3.
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Рисунок 3 – Графическая модель влияния факторов минерального питания на побеги сорта ‘Восход’: А – качество на среде МС (красная точка); В – качество на оптимизированной среде; С – количество побегов; D – длина побегов (cм); E – размер листьев;
 F – цвет листьев.  G – каллус; H – некроз кончика побегов; I – витрификация. 
Красные области – высокого качества, а синие или зеленые – низкого




3.2.2 Определение оптимальной питательной среды для клонирования in vitro
Универсальная питательная среда разработана на основе объединения результатов, полученных на различных сортах. 
Оптимизация компонентов среды. После завершения экспериментов и анализа данных был оптимизирован минеральный состав питательных сред для каждого из трёх сортов яблони. Для каждого была определена среда, на которой улучшалось качество побегов, увеличивалась их длина и улучшалась способность к размножению. Следует отметить, что значительного улучшения для любого из сортов в появлении витрификации, образовании каллуса, некроза кончика побегов и гипертрофии по сравнению с MС-средой не было. На основании полученных результатов исследований с целью определения оптимального состава среды для всех генотипов выбраны четыре лучшие среды. Три из них были основаны на композиции элементов оптимальной для каждого сорта и один на обобщённой комбинации этих сред, контролем была среда МС. Условно среды назывались – Golden Delicious-среда (среда, выделившаяся для сорта ‘Golden Delicious'), аналогично Максат-среда, Восход-среда, обобщённая-среда, МС-среда (контроль) (таблица 6, рисунки 4, 5).   

Таблица 6 – Варианты опыта по разработке оптимальной среды для улучшения роста, развития и размножения сортов яблони.  Три среды лучшие для каждого отдельного сорта и одна – обобщённая комбинация сред, контроль среда – МС. Концентрации элементов питания указаны в соотношении к содержанию в базовой среде МС

	Состав компонентов
	Вариант 1
Golden Delicious-среда
	Вариант 2
Максат-среда
	Вариант 3
Восход-среда
	Вариант 4
Обобщённая среда
	Вариант 5
MС-среда

	NH4NO3
	1
	0,5
	0,5
	0,5
	1

	KNO3
	1
	0,5
	1
	1
	1

	CaCl2
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	1

	MgSO4
	0,5
	0,5
	0,5
	0,5
	1

	KH2PO4
	1
	3
	0,5
	1
	1

	Микроэлементы
	2
	1,5
	2,5
	2
	1



В результате проведённых экспериментов и анализа данных установлено. Для сорта 'Golden Delicious' качество побегов на обобщённой среде было значительно лучше (P-0,01), по сравнению с MС-средой (контроль), от которой не существенно не отличались Максат-среда и Восход-среда (таблица 7, рисунок 4). Значительной разницы в длине побегов не было ни в одном из вариантов. Количество вновь образовавшихся побегов было значительно выше на Максат-среде и на обобщённой среде по сравнению с контролем (MС). Цвет листьев был лучше как на Golden Delicious-среде, так и на обобщённой по сравнению с другими. Размер листьев был значительно лучше на общей среде, но существенно не отличался от Golden Delicious-среды. По всем показателям обобщённая среда и Golden-Delicious среда дали очень хорошие результаты (рисунки 4, 5).
У сорта 'Максат' побеги были значительно лучшего качества на обобщённой среде, Максат-среде и контрольной среде MС, существенных различий между ними не было (таблица 8). Побеги были значительно длиннее на общей среде по сравнению с другими, но существенно не отличались от Максат-среды. Количество побегов существенно не отличалось во всех вариантах. Цвет листьев был лучше всего на обобщённой среде, Максат-среде и контрольной среде MС. Размер листьев увеличился на Максат-среде, но существенно не отличался от обобщённой среды, и контрольной среды МС. 
Для сорта 'Восход' рейтинг качества побегов был очень хорошим на обобщённой среде, но существенно не отличался от качества на Восход-среде (таблица 9). Длина побегов была значительно лучше на общей среде, чем на любой другой. Размножение побегов существенно не отличалось по вариантам сред, за исключением Golden Delicious-среды на которой размножение происходило менее интенсивно. Размер листьев и цвет были значительно лучше на обобщённой среде по сравнению со всеми другими. 
Из выше изложенного следует, оптимизированная среда для каждого сорта значительно лучше влияла на качество и длину побегов этого сорта, по сравнению с МС, но обобщенная из трёх оптимизированных сред (микроэлементы 2x и NH4NO3, CaCl2, MgSO4 0,5x)  значительно превышала все показатели качества для двух из трех сортов и не значительно – для третьего.   
Исследования проведены с целью оптимизации минерального состава питательных сред для клонального микроразмножения яблони.    В результате применения инновационного программного статистического обеспечения Design–Expert®, разработана улучшенная питательная среда для ускоренного размножения растений яблони методом клонального микроразмножения. Результаты показывают, общее состояние побегов яблони in vitro трёх изучаемых генотипов улучшается на питательных средах со сниженной концентрацией некоторых минеральных питательных веществ, и увеличенной – микроэлементов. Более высокие концентрации KH2PO4 и стандартные концентрации KNO3 также улучшают микроразмножение побегов. В тоже время каждая оптимизированная среда для конкретного сорта, предпочтительнее для роста и развития этого сорта, чем MС, а общая среда была лучше для клонирования всех сортов в целом (таблица 5 и рис. 4, 5).





Таблица 7 – Парные сравнения растений сорта Golden Delicious на тестируемой среде со средой MС с использованием t-тестов с объединенными SD и p-значениями, скорректированными по методу Бонферрони (1 - лучшая для ‘Golden Delicious’, 2 - лучшая для ‘Максат’, 3 - лучшая для ‘Восход’), комбинации лучших сред (4 - обобщённая) и среда MС (5). Показаны только факторы со значительными различиями

	

	Варианты
	Среднее
	Достовер-ность
	Вар1
Голден
Делишес-среда
	Вар2
Максат-среда
	Вар3
Восход-среда
	Вар 4
Обобщён-ная-среда

	Качество побегов


	Вар1 Golden Delicious -среда
	4,20
	0,92
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	3,50
	1,08
	0,71
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	3,30
	0,82
	0,22
	1,00
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	4,80
	0,42
	1,00
	0,01
	0,003
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	3,40
	0,84
	0,40
	1,00
	1,00
	0,006

	Количество побегов

	Вар1 Golden Delicious -среда
	3,20
	1,55
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	5,70
	4,08
	0,171
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	3,20
	1,48
	1,00
	0,17
	
	

	Вар 4 Обобщая-среда
	4,80
	1,75
	1,00
	1,00
	1,00
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,40
	1,07
	1,00
	0,02
	1,00
	0,22


	Цвет листьев

	Вар1 Golden Delicious -среда
	3,00
	0,00
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	2,00
	0,00
	<2e-16
	-
	-
	-

	Вар3 Восход-среда
	2,00
	0,00
	<2e-16
	-
	-
	-

	Вар 4 Обобщая-среда
	3,00
	0,00
	-
	< 2e-16
	<2e-16
	-

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2.00
	0,00
	<2e-16
	-
	-
	<2e-16


	Размер листьев

	Вар1 Golden Delicious -среда
	2,60
	0,52
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	1,70
	0,48
	0,0007
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	2,10
	0,32
	0,19
	0,58
	
	

	Вар 4 Обобщая-среда
	3,00
	0,00
	0,58
	1e-06
	0,0007
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,30
	0,67
	1,00
	0,06
	1,00
	0,01






Таблица 8 – Парные сравнения растений сорта ‘Максат’ на тестируемой среде со средой MС с использованием t-тестов с объединенными SD и p-значениями, скорректированными по методу Бонферрони (1 - лучшая для ‘Golden Delicious’, 2 - лучшая для ‘Максат’, 3 - лучшая для ‘Восход’), комбинации лучших сред (4 - обобщённая) и среда MС (5). Показаны только факторы со значительными различиями

	

	Варианты 
	Среднее
	Достовер-ность
	Вар1
Golden Delicious-среда
	Вар2
Максат-среда
	Вар3
Восход-среда
	Вар 4
Обобщён-ная-среда

	Качество побегов

	Вар1 Golden Delicious -среда
	2,20
	0,92
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	4,00
	0,82
	1,2e-06
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	1,70
	0,82
	0.07
	0,01
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	4,50
	0,53
	3,2e-09
	0,88
	4,2e-05
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	3,40
	0,52
	0,001
	0,42
	1,00
	0,004

	Количество побегов

	Вар1 Golden Delicious -среда
	1,38
	0,54
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	2,81
	0,63
	1,5e-05
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	1,50
	0,56
	1,00
	7,2e-05
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	3,40
	0,66
	6,2e-09
	0,27
	3,0e-08
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,12
	0,47
	0,06
	0,11
	0,21
	0,0001

	Цвет листьев

	Вар1 Golden Delicious -среда
	1,30
	0,48
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	2,00
	0,00
	0,0001
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	1,00
	0,00
	0,39
	8,0e-08
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	2,40
	0,52
	7,3e-09
	0,07
	7,1e-12
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,00
	0,00
	0,0001
	1,00
	8,0e-08
	0,07

	Размер листьев

	Вар1 Голден Д-среда
	1,00
	0,00
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	2,20
	0,42
	3,1e-06
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	1,00
	0,00
	1,00
	3,1e-06
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	1,90
	0,74
	0,0005
	1,00
	0,0005
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	1,50
	0,53
	0,16
	0,01
	0,16
	0,52










Таблица 9 – Парные сравнения растений сорта ‘Восход’ на тестируемой среде со средой MС с использованием t-тестов с объединенными SD и p-значениями, скорректированными по методу Бонферрони (1 - лучшая для ‘Golden Delicious’, 2 - лучшая для ‘Максат’, 3 - лучшая для ‘Восход), комбинации лучших сред (4 - обобщённая) и среда MС (5). Показаны только факторы со значительными различиями
	

	Варианты 
	Среднее
	Достовер-ность
	Вар1
Golden Delicious-среда
	Вар2
Масат-среда
	Вар3
Восход-среда
	Вар 4
Обобщён-ная-среда

	Качество побегов

	Вар1 Golden Delicious -среда
	2,50
	1,08
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	1,90
	0,88
	1,00
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	3,60
	0,52
	0,07
	0,0008
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	4,60
	0,70
	2,5e-05
	1,3e-07
	0,13
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	3,00
	1,05
	1,00
	0,07
	1,00
	0,002

	Длина побегов

	Вар1 Golden Delicious -среда
	3,25
	1,04
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	2,07
	0,79
	0,02
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	3,37
	0,38
	1,00
	0,008
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	4,71
	0,60
	0,002
	4,6e-08
	0,006
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	3,57
	1,06
	1,00
	0,002
	1,00
	0,03

	Количество побегов

	Вар1 Golden Delicious -среда
	1,80
	0,42
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	3,90
	1,45
	0,003
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	2,70
	0,82
	0,9690
	0,28
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	3,60
	1,71
	0,02
	1,00
	0.96
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,40
	1,07
	1,00
	0,07
	1.00
	0,28

	Цвет листьев

	Вар1 Golden Delicious -среда
	2,00
	0,00
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	1,00
	0,00
	2 1,9e-08
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	2,40
	0,52
	0,04
	1,1e-12
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	3,00
	0,00
	1,9e-08
	< 2e-16
	0,0005
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,20
	0,42
	1,00
	1,3e-10
	1,00
	3,1e-06

	Размер листьев

	Вар1 Golden Delicious -среда
	1,80
	0,63
	
	
	
	

	Вар2 Максат-среда
	1,00
	0,00
	0,003
	
	
	

	Вар3 Восход-среда
	1,90
	0,32
	1,00
	0,0007
	
	

	Вар 4 Общая-среда
	2,90
	0,32
	2,6e-05
	4,9e-11
	0,0001
	

	Вар 5 MС-среда (контроль)
	2,00
	0,67
	1,00
	0,0001
	1,00
	0,0007





Рисунок 4 – Влияние минерального состава питательных сред (выделившиеся для 
трёх сортов, обобщённая и МС) на качество, длину и количество побегов сортов ‘Golden Delicious’, ‘Максат’, ‘Восход’, в культуре in vitro
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Рисунок 5 – Рост и развитие растений яблони in vitro на оптимизированной обобщённой (слева) среде и МС (справа). ‘Golden Delicious’ (A, B), ‘Максат’ (C, D) и ‘Восход’ (E, F). 

Таким образом, был установлен минеральный состав оптимальной питательной среды для нескольких генотипов.  Такой средой в наших экспериментах является объединённая среда, содержащая NH4NO3 – 825мг/л (0,5×МС), CaCl2 – 165 мг/л(0,5×МС), MgSO4 – 185 мг/л(0,5×МС), KNO3 – 1950 мг/л(1×МС), KH2PO4 – 170мг/л (1×МС), микроэлемнты –  (2×МС) 
H3BO312,4мг/л, МnSO4 ∙ 5H2O48,2мг/л, ZnSO4 ∙ 7H2O21,2мг/л, KJ1,66мг/л, Na2MoO4 ∙ 2H2O0,5мг/л, СuSO4 ∙ 5H2O0,05мг/л, CoCl2 ∙ 6H2O0,05мг/л, FeSO4 ∙ 7H2O55,6мг/л, Na2ЭДТА ∙ 2H2O74,5мг/л.
[bookmark: _Hlk22500189]3.3 Регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции
На основе проведенных экспериментов и полученных результатов 2018-2019 гг был разработан биотехнологический регламент клонального микроразмножения яблони, состоящий из 3 этапов: 
I этап – Изолирование образцов и введение в культуру in vitro.
II Этап – Клонирование в асептических условиях.
III Этап – Ризогенез in vitro.

I ЭТАП. Изоляция образцов и введение в культуру in vitro
1) Изолировать экспланты и вводить в культуру in vitro в 2 периода: первый – инициировать рост побегов из почек черенков яблони, после прохождения периода покоя в январе-марте, второй – в период активного роста в мае-июне.
2) Инициацию роста побегов из почек проводить лабораторных условиях в вазонах с раствором ½ макро- и микроэлементов по прописи Мурасиге и Скуга с добавлением 0,5-2 мг/л гибберелловой кислоты, рН 5,6-5,8. Отросшие побеги изолировать и вводить в культуру in vitro.
3) Стерилизовать апексы от сапрофитной микрофлоры: Растительный материал отмыть в мыльном растворе (40 мин), ополоснуть 3 раза в дистиллированной воде (15 мин). 
4) Погрузить в один из стерилизующих препаратов: 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.	
5) Промыть экспланты 3 раза в стерильной воде (по 15 мин.). 
5) Проверить микропобеги на скрытое заражение. Высадить базальную часть побегов на провокационную среду VISS (сахароза – 10,0 г/л; гидролизат казеина – 8,0 г/л; дрожжевой экстракт – 4,0 г/л; KH2PO4; MgSO4·7H2O; gelrite – 6,0 г/л, рН – 6,9). 
6) Высадить на питательные среды для введения в асептическую культуру на  не агаризованную среду МС, содержащую удвоенное содержание хелата железа (FeSO4 * 7H2O – 55,6мг/л,    Na2ЭДТА * 2H2O – 74,5мг/л), витамин С – 1,5 мг/л, поливинилпирралидон – 250 мг/л, глицин – 2мг/л, БАП – 0,5 мг/л, ИМК – 0,1 мг/л; 30 г/л сахарозы. рН – 5,7.
7) Культивировать in vitro в течение 4 недель.
II Этап. Клонирование в асептических условиях
Микроклональное размножение асептических растений проводить на агаризованной среде.  Минеральная составляющая: NH4NO3 – 825мг/л, CaCl2 – 165 мг/л, MgSO4 – 185 мг/л, KNO3 – 1950 мг/л, KH2PO4 – 170мг/л , микроэлемнты –  H3BO312,4мг/л, МnSO4 ∙ 5H2O48,2мг/л, ZnSO4 ∙ 7H2O21,2мг/л, KJ1,66мг/л, Na2MoO4 ∙ 2H2O0,5мг/л, СuSO4 ∙ 5H2O0,05мг/л, CoCl2 ∙ 6H2O 0,05мг/л, FeSO4 ∙ 7H2O55,6мг/л, Na2ЭДТА ∙ 2H2O74,5мг/л. 30 г/л сахарозы. Фитогормоны: 1,0 мг/л БАП, 0,1-0,5 мг/л ИМК, 0,1 мг/л ГК. рН – 5,7.
III Этап. Ризогенез асептических растений in vitro
Для корнеобразования использовать питательную среду Мурасиге и Скуга без гормонов, содержащую половинную концентрацию макро- и микросолей с предварительным замачиванием микропобегов в 25 мг/л ИМК в течение 16 часов или на среде МС, или на агаризованной среде МС, содержащей ½ концентрации макро- и микроэлементов и 0,5 мг/л ИМК.
IV Этап. Пересадка в нестерильные условияя in vivo
1) Перед посадкой подготовить субстрат. Состав: торф верховой, торф низинный, песок, мука известняковая (доломитовая), дренаж керамзитовый, комплексное минеральное удобрение и pH – 5,5-6,5. Состав питательных веществ (мг/кг): азот(N) 150-350, фосфор (P2O5) 250-400, калий (К2О) 250-400.
2) Подготовленный субстрат в торфоперегнойных горшочках стерилизовать одним из способов: пропарить в сушильном шкафу при 70°С в течение 12 часов. Или стерилизовать в автоклаве при давлении 0,8-1,0 атмосфер в течение 30 минут. 
3) Растеньица с хорошо сформированной корневой системой извлечь из культуральных сосудов, тщательно очистить от агара, промыть дистиллированной водой. Пересадить в торфоперегнойные контейнеры с субстратом в не стерильные условия in vivo. На торфоперегнойные горшочки с растениями надеть пакеты, для создания необходимой (95-100%) влажности воздуха для лучшей адаптации к условиям внешней среды. 
[bookmark: _Hlk22746820]Адаптацию растений сначала проводить в условиях светокультуральной комнаты (температура 23-25°С, 16-ти часовой фотопериод освещённость 40 µE·m-2·s-1) схожих условиям культивирования растений in vitro. Через двое суток растения постепенно приоткрывать, на 9-10 день подкармливать солями по прописи среды МС. Затем в течение 15-20 дней выращивать в торфоперегнойных горшочках без покрытия. Через 35-40 дней растения перенести в теплицу, с контролируемыми условиями дальнейшего выращивания: температура, освещение, полив, проветривание и затенение. После того, как растения полностью пройдут адаптацию, пересадить в открытый грунт. Расстояние в ряду между саженцами 60-70 см. Дальнейший уход за растениями, включает: частые поливы и рыхление, внесение органических удобрений и борьбу с вредителями и болезнями.












ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Запланированный объем исследований на 2019 г полностью выполнен. На основе проведенных исследований и анализа полученных результатов были сделаны следующие выводы: 
Разработана (сгенерирована) модель (план) эксперимента по оптимизации минерального состава среды для клонального микроразмножения яблони с использованием программного обеспечения Design Expert. 
В разработке расчетных параметров использованы шесть факторов на основе солей MС: (1) NH4NO3, (2) KNO3, (3) CaCl2, (4) KH2PO4, (5) MgSO4 и (6) микроэлементов (B, Cu, Co, Mn, Mo и Zn). Параметры определены с помощью программного обеспечения Design Expert с использованием шести факторов на пяти уровнях для выборки проектного пространства всех возможных вариантов. Состав всех минеральных факторов варьирует от 0,5 до 3-кратной концентрации МС, в общей сложности 40 вариантов. 
На основании разработанной модели проведены, оценены и проанализированы эксперименты по определению оптимальной питательной среды для клонального микроразмножения трёх сортов яблони. 
Существенное влияние элементы минерального питания оказывают на рост, развитие и клонирование сортов яблони in vitro.  Оценены семь качественных показателей выращивания растений. Наиболее важными элементами питания является нитрат аммония – в сниженных концентрациях (0,5-1x MС), – и вдвое повышенные концентрации микроэлементов (2x MС). Лучшее качество побегов отмечено на среде с удвоенным содержания микроэлементов по сравнению с МС, и стандартной или сниженной концентрации большинства других макроэлементов. На микроразмножение положительно влияло повышенное содержание в среде KH2PO4 и микроэлементов, а для увеличения длины побегов – высокое содержание KNO3. Оптимальный состав сред разработан для каждого из трёх изучаемых сортов.
[bookmark: _Hlk22485696]Испытание трёх индивидуальных выделившихся сред, обобщённой на основе трех оптимизированных и MС показало: Среда, разработанная для определённого сорта, значительно лучше влияет на качество и длину побегов этого сорта, но не для двух других сортов, по сравнению с МС и другими средами. Обобщенная из трёх оптимизированных сред (микроэлементы (2xМС); NH4NO3, CaCl2, MgSO4 (0,5xМС); KNO3, KH2PO4 (1×МС) значительно превышает все показатели качества для двух из трех сортов и не значительно – для третьего.   
Установлен минеральный состав универсальной питательной среды для клонального микроразмножения яблони.  Такой средой в наших экспериментах является обобщённая среда, содержащая NH4NO3 – 825мг/л (0,5×МС), CaCl2 – 165 мг/л(0,5×МС), MgSO4 – 185 мг/л(0,5×МС), KNO3 – 1950 мг/л(1×МС), KH2PO4 – 170мг/л (1×МС), микроэлементы –  (2×МС). H3BO312,4мг/л, МnSO4 ∙ 5H2O48,2мг/л, ZnSO4 ∙ 7H2O21,2мг/л, KJ1,66мг/л, Na2MoO4 ∙ 2H2O0,5мг/л, СuSO4 ∙ 5H2O0,05мг/л, CoCl2 ∙ 6H2O0,05мг/л, FeSO4 ∙ 7H2O55,6мг/л, Na2ЭДТА ∙ 2H2O74,5мг/л.  рН – 5,7.
На основе проведенных экспериментов и полученных результатов 2018-2019 гг был разработан биотехнологический регламент клонального микроразмножения яблони, состоящий из 3 этапов: 1й этап – Изолирование образцов и введение в культуру in vitro, 2й этап – Клонирование в асептических условиях, 3й этап – Ризогенез in vitro.
По результатам научных исследований опубликовано 2 статьи в журналах, рекомендованных ККСОН МОН РК, 1 тезисы докладов опубликованы в сборниках международных конференций, 2 – в печати в изданиях с ненулевым импакт-фактором, сделан 1 доклад на международной конференции.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Научно-организационная деятельность в 2019 г.
1. Кадровый состав: 
кандидат сельскохозяйственных наук (0,75 ставки) – 1, научный сотрудник (0,80 ставки) – 1, младший научный сотрудник (0,5 ставки) – 2, старший лаборант (0,5 ставки) – 2, лаборант – 1.
2. Финансирование: 
2019 г. – 8 500 тыс. т.
3. Публикации:
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1. B. Kabylbekova, I. Kovalchuk, Z. Mukhitdinova, T. Turdiyev, G. Kairova, G. Madiyeva, B. M. Reed. Reduced major minerals and increased minor nutrients improve micropropagation in three apple cultivars (DOI: 10.1007/s11627-019-10019-1) // In Vitro Cellular & Developmental Biology – Plant. – 2019 (принято в печать). 
Статьи в журналах, рекомендованных ККСОН МОН РК:
1. Б.Ж. Кабылбекова, Н.И. Чуканова, И.Ю. Ковальчук, Т.Т. Турдиев. Влияние состава питательной среды и генотипа на сохранение генофонда яблони в условиях хладобанка // Ізденістер, нәтижелер – Исследования, результаты. № 3 (83) 2019. – С. – 200-209. 
2. Б.Ж. Кабылбекова, Н.И. Чуканова, Т.Т. Турдиев, Н. Рымханова, И.Ю. Ковальчук.  Оптимизация клонироавния in vitro различных генотипов яблони // «Вестник. Серия биологическая». - №3 (80). 2019. – С. – 48-57.
Статьи в трудах международных конференций, проведенных в Казахстане:
1. Ромаданова Н.В., Кушнаренко С.В., Турдиев Т.Т., Ковальчук И.Ю., Махмутова И.А., Нурманов М.М., Мухитдинова З.Р., Фролов С.Н., Рымханова Н.К. Биотехнология получения высококачественных саженцев для создания маточников, а также для сохранения и восстановления биоразнообразия природных популяций // Сборник трудов международной научно-практической конференции, посвященной 70-летию Досмухамбетова Т.М. – 2019. – Т. 3. – С. 302-307.
Статьи в трудах международных конференций, проведенных в Казахстане:
2. Kabylbekova, B., Turdiev, T., Chukanova, N., & Kovalchuk, I. Optimization of in vitro cloning of different genotypes of fruit and berry crops //Journal of Biotechnology. – 2019. – Т. 305. – С. S59.
4. Доклады:
а) в международных конференциях, проведенных за рубежом:
1. Balnur Kabylbekova, Timur Turdiev, Nina Chukanova, Irina Kovalchuk. Reduced Major Minerals and Increased Minor Nutrients Improve Micropropagation of Three Apple Cultivars. ‘European Biotechnology Congress 2019’. 
б) в международных конференциях и семинарах, проведенных в Казахстане:
1. Устный доклад на тему: «Биотехнология получения высококачественных саженцев для создания маточников, а также для сохранения и восстановления биоразнообразия природных популяций», в Международном научно-практическом конференции «Наука, производство, бизнес: современное состояние и пути инновационного развития аграрного сектора на примере Агрохолдинга «Байсерке-Агро»», посвященная 70-летию заслуженного деятеля РК Досмухамбетова Т.М.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Таблица В.6.1 – Патентная документация
	Предмет поиска (объект исследования, его составные части)
	Страна выдачи, вид и номер охранного документа. Классифика-ционный ин-декс
	Заявитель (патентообладатель), страна. Номер заявки, дата приоритета, конвекционный приоритет, дата публикации
	Название изобретения (полной модели, образца)
	Сведения о действии охранного документа или причина его аннулирования (только для анализа патентной чистоты)

	1
	2
	3
	4
	5

	Клональное 
Микроразмно-
жение
	Китай CN101534633
 (A)
	Китай 
Forsberg O.
16.09.2009
	Method and device for micropropagation of plants   
	

	
	Российская Федерация.
A01H4/00 (2006.01)

	Российская Федерация.
Крупина Г.Д., Сафин Р. И.
Общество с ограниченной ответственностью "Инвитро-Поволжье" 27 08 2010
	Кассета для культивирования растений при клональном микроразмножении

	

	
	Китай
CN101695280 (A)
	Китай
Qian Zhang; Chunmei Yang; Peifei Zhao; Guoxian Wang; Lifang Wu.
Flower Res Inst of Yunnan Acad 
21.04.2010
	Tissue culture and rapid propagation method of raspberries  

	

	
	Российская Федерация.
A01H 4/00 
№ 2423045

	Российская Федерация.
Гузенко Е. В., Лемеш В.А., Хотылева Л.В., Картель Н.А., Баер О.А., Емец А.И., Блюм Я. Б. Государственное научное учреждение "Институт генетики и цитологии Национальной академии наук Беларуси" 
10.07.2011
	Способ укоренения растений, полученных в культуре in vitro

	

	1
	2
	3
	4
	5

	Клональное 
микроразмно-
жение
	США
C12N5/00
A01H4/00,
№ 7964405 B2 
	США
Jean-Marc Lainé, Frédéric Marie Devys, Syngenta Participations Ag
June 21, 2011 

	Plant cultivation method
	

	
	Китай
A01H4/00
№ 102349446 A
	Китай
Wang Chenghong, Town Jiang Shenghong Landscape Plants Ltd.
February 15, 2012 

	Sugar-free micropropagation tissue culture method of plant 
	

	
	Российская Федерация.
C12N 5/04 
A01H 4/00 
№ 2 486 237

	Российская Федерация.
Матушкина О. В. Пронина И. Н., Государственное научное учреждение Всероссийский научно-исследовательский институт садоводства им. И. В. Мичурина Российской академии сельскохозяйственных наук (ГНУ ВНИИС им. И. В. Мичурина Россельхозакадемии) Дата подачи заявки: 20.03.2012 
Опубликовано: 27.06.2013
	Питательная среда для размножения яблони и груши in vitro

	

	
	Российская Федерация.
A01H 4/00 
№ 2 485 768

	Российская Федерация.
Пронина И. Н., Матушкина О.В. Государственное научное учреждение Всероссийский научно-исследовательский институт садоводства им. И. В. Мичурина Россельхозакадемии (ГНУ ВНИИС им. И. В. Мичурина РАСХН) (RU) Дата подачи заявки: 20.03.2012
Опубликовано: 27.06.2013

	Питательная среда для ризогенеза яблони и груши in vitro

	

	1
	2
	3
	4
	5

	Клональное 
микроразмножение
	Российская Федерация.
A01H 4/00 
№ 2 483 530
	Российская Федерация.
Ребров А.Н. Государственное научное учреждение всероссийский научно-исследовательский институт виноградарства и виноделия имени Я.И. Потапенко российской академии сельскохозяйственных наук. Дата подачи заявки: 23.01.2012. Опубликовано: 10.06.2013
	Способ адаптации пробирочных растений к нестерильным условиям

	

	
	США
WO2013/016198Al

	США
Burr, Randall W.; Heinricher, Jackie R.; Victor, Jerrin; 
31.01.2013
	Compositions, methods, and systems for micropropagation of plants
 
	

	
	Российская Федерация.
A01G 1/00 
№ 2 485 755

	Российская Федерация.
Сиволапов А.И., Галдина Т. Е., Табацкая Т.М., Машкина О. С. Общество с ограниченной ответственностью "ИНВИТРО" (RU) Дата подачи заявки: 28.10.2011.
Опубликовано: 27.06.2013 
	Способ выращивания посадочного материала

	

	
	Российская Федерация.
A01H 4/00 
№ 2 523 305

	Российская Федерация.
Бунцевич Л.Л., Палецкая Е.Н., Костюк М.А., Макаркина М.В., Ненько Н. И. Государственное научное учреждение Северо-Кавказский зональный научно-исследовательский институт садоводства и виноградарства Россельхозакадемии, Общество с ограниченной ответственностью Малое инновационное предприятие "Здоровый сад"

	Способ микроклонального размножения подвоев яблони
	

	1
	2
	3
	4
	5

	Клональное 
микроразмно-жение
	Китай
C12N5/04
A01H4/00
№ 102648698 B 
	Китай
Shao Ling, XueYanan, Qikai Jie, Taoshu Tian, Wu Jun, Nanjing Agricultural College Jan 8, 2014

	Pyrus stem tip tissue culture rapid propagation method
	

	
	Российская Федерация.
A01H 4/00 
№0002557387
	Российская Федерация.
Бунцевич Л.Л.
20.07.2015

	Способ клонального микроразмножения и оздоровления подвоев яблони in vitro с использованием антибиотика гризеофульвин
	

	
	Китай 
A01H4/00



	Китай 
Li Yanxia; Xing Yajuan; Li Guijun; Tian XInhua; Wang Hongmei; Yin Dongsheng; Wang  Xin
Forestry res inst of Heilongjiang province 
31. 05. 2017

	Propagation culture medium for raspberryPolana and tissue culture method of Polana

	

	
	Российская Федерация.
A01H4/00
№ 2016109425

	Российская Федерация.
Филиппов М.В., Азарова А.Б., Шестибратов К.А. 
Общество с ограниченной ответственностью Научно-производственное предприятие "МИКРОКЛОН" (ООО НПП "МИКРОКЛОН") 21.09.2017

	Способ сохранения ювенильного статуса культуры in vitro малины (rubus idaeus) 


	

	
	Китай
CN107242136 
(A)



	Китай
Cen Xinbiao 
Guangxi Guiping City Mengxu Town Zhuqiang Breeding Professional Coop
13.10.2017
	Tissue culture method of raspberries 
	

	[bookmark: _Hlk527544106]1
	2
	3
	4
	5

	Клональное 
микроразмно-жение
	Китай.
CN108243957
(A)

	Китай.
Qiu Xuewen; Xu Jianmin; Yue Bing; Yin Yue
Iangsu polytechnic college agriculture & forestry
07.06.2018
	Proliferation medium for raspberry tissue culture and preparation method and application of proliferation medium 

	

	
	Китай.
CN108834906
 (A)
	Китай.
Zha Xiaojun; Chai Piaopiao; Chu Xiaojie 
Univ Zhejiang Normal 
20.11.2018
	Raspberry tissue culture germination method 

	

	
	США
US2016278315
(A1) 

	США
Penchel R.M.; Reis J.P.; Oliveira M.L.
Fibria Celulose SA
29.09.2016
	Method for the in vitro micropropagation of plant material and method for large-scale and large-volume production of cloned plant seedlings ready for field growth 
	

	
	США
US2018/040637
	США
Heinricher J.
Booshoot LLC 
01.03.2019.

	Compositions and methods for large-scale in vitro plant bioculture 
	



ПРИЛОЖЕНИЕ В
Календарный план работ по договору № 152
на грантовое финансирование от 14 марта 2018 г.  
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г
Перечень использованных зарубежных информационных ресурсов
Google Академия http://scholar.google.ru/.
Scopus/ScienceDirect - http://www.sciencedirect.com/
Научная электронная библиотека eLIBRARY.RU - www.elibrary.ru –
Web of Science, Web of Knowledge-  http://apps.webofknowledge.com
SpringerLink– http://link.springer.com/
Библиографическая база данных PubMed   - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
Thomson Reuters - http://thomsonreuters.com/
Киберленинка - 	http://cyberleninka.ru/
FREEPATENT - http://www.freepatent.ru/
Global Patent Search Network - http://gpsn.uspto.gov/
USPTO - http://www.uspto.gov/patft/
EPO –– European Patent Office -  http://ep.espacenet.com
 WIPO (World Intellectual Property Organization) - http://www.wipo.int
 Free Patents Online - http://www.freepatentsonline.com/http://www.freepatentsonline.com/
"Научная сельскохозяйственная библиотека" http://www.cnshb.ru/
Евразийская патентная информационная система (ЕАПАТИС) - http://www.eapatis.com/
Открытый реестр изобретений РФ - http://www1.fips.ru
База патентов на изобретения РФ - http://ru-patent.info/
Elsevier Science - http://www.elsevier.com/






ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Приложение 1
Грантовое финансирование
(результаты за 2019 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»
	12.01.18
	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

	Регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции.  

	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)*
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Golden Delicious
Общее состояние	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	4.2	3.5	3.3	4.8	3.4	Длина побега	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	4.5400000000000009	4.5	4.9300000000000015	5.5600000000000005	3.9500000000000006	Количество побегов	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	3.2	5.7	3.2	4.8	2.4	Среда
Рейтинг (балл, мм, шт)
Максат
Общее состояние	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	1.7	3.4	1.7	4.3	2.6	Длина побега	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	1.3800000000000001	2.8099999999999996	1.5	3.4	2.12	Количество побегов	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	3.3	3.7	2.8	4.3	3.8	Среда
Рейтинг (балл, мм, шт)
Восход
Общее состояние	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	2.5	1.9	3.6	4.5999999999999996	3	Длина побега	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	3.25	2.0699999999999998	3.3699999999999997	4.71	3.5700000000000003	Количество побегов	Golden Delicious-среда	Максат-среда	Восход-среда	Обобщенная среда	МС 	1.8	3.9	2.7	3.6	2.4	Среда
Рейтинг (балл, мм, шт)
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activity was obtained after 9 days of cultivation under submerged
conditions at 28°C. The highest proteolytic activity (639 pmoles
Tyr/ml/min) was at 55°C and pH 8.0 of the reaction, at 37°C the
activity was 3 times lower. At pH 5.0 with both temperatures val-
ues, the activity was insignificant (94 and 72 pmoles Tyr/ml/min,
respectively). Maximum activities were detected when growing
the producer on a medium both mineral and amine nitrogen
sources (fish flour hydrolysate, peptone and sodium nitrate) than
in the other media with another nitrogen sources. Thus, proteases
of A. alliaceus 7dN1 showed the appreciable activity and can be
used in different industrial field.

https://doi.org/10.1016/].jbiotec.2019.05.206
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New cultivation methodology for production of
“Salinispora tropica” - bacteria with great
potential

Z.Jezkova*, T. Branyik

Department of Biotechnology, University of
Chemistry and Technology Prague, Czech Republic

Microbial diversity in oceans constitutes a large and valuable
source of microorganisms for modern biotechnology. There are
numerous marine microorganisms being tested for their bioactive
substances. An interesting species is the marine bacteria “Salin-
ispora tropica”. It is a gram-positive bacteria classified by NCBI
to order “Actinomycetales”. In both vegetative and sporulation
stage it produces several secondary metabolites. This work was
mainly focused on the optimization of the cultivation method-
ology of the above-mentioned bacteria, especially the vegetative
stage of growth in which carotenoids are produced. Sioxanthin has
recently been identified as the major carotenoid, in which antiox-
idant activity is anticipated. The main objective was to optimize
the cultivation of the bacteria under laboratory conditions using
unbaffled and baffled flasks. The following parameters were opti-
mized: carbon and nitrogen sources, amount of sea salt, influence of
light intensity and cultivation temperature. The medium optimiza-
tion was evaluated based on biomass and carotenoid productivity.
Simultaneously there were developed extraction and quantifica-
tion methods of carotenoids. Biomass yield by 35% higher was
achieved in baffled flasks compared to growth of the cultured in
flasks without baffles. At an optimum temperature of 28 °C, higher
biomass concentration (by 160%) was obtained, as compared to
cultivation at 23°C.

https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2019.05.207
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Optimization of in vitro cloning of different
genotypes of fruit and berry crops

B. Kabylbekova!-*, T. Turdiev2, N. Chukanova',
1. Kovalchuk!

1 Laboratory of Introduction and Gene Pool, Kazakh
Research Institute of Fruit & Vegetable Growing,
Almaty, Kazakhstan

2 Laboratory of Germplasm Cryopreservation,
Institute of Plant Biology and Biotechnology, Almaty,
Kazakhstan

It is important to create optimal conditions at each stage of
micropropagation to achieve a high multiplication coefficient of

plants. Experiments conducted have shown that apple shoots are
effectively sterilized with 0,2% HgCl, at an exposure of 4 min
(regeneration from 75,0 to 85,0%), raspberry shoots with 0,1% HgCl,
at an exposure of 5 min (regeneration from 68,3 to 80,0%). The best
medium for isolating explants is MS medium containing with a
modified composition for apple: 1,5mg/l of vitamin C, 250 mg/l
of polyvinylpyrrolidone, 0,5 mg/1 of BAP, 0,1 mg/! of IBA; for rasp-
berry-0,5mg/IBAP,0,1 mg/lIBA,0,2 mg/l GA.79,0% of regenerating
apple shoots and 80,0% of raspberry shoots were obtained with
such a composition of the nutrient medium. The optimal medium
for micropropagation of apple is the mineral basis of MS with a hor-
monal composition of 1,0 mg/l BAP, 0,1 mg/I IBA, 0,1 mg/l GA. For
raspberry - MS with 0,5mg/1 BAP, 0,1 mg/I IBA. The multiplication
coefficient of the cultivars ranged from 4 to 13 depending on the
genotype. 33 cultivars and 8 wild forms of apple and 11 cultivars
of raspberry are introduced into in vitro culture and propagated.

https://doi.org/10.1016/].jbiotec.2019.05.208
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The effects of tomato and pepper peel
carotenoids on thermal stability of sunflower
oil

C.N. Predescu’-, LI Ilie2, M. Georgescu?,
S.Raita!, M.O. Ghimpeteanu?

1 Department of Preclinical Sciences, University of
Agronomic Sciences and Veterinary Medicine of
Bucharest, Romania

2 Department of Animal Production and Public
Health, University of Agronomic Sciences and
Veterinary Medicine of Bucharest, Romania

During thermal processing of oils, oxidative lipid degrada-
tion occur which determine the deterioration of its nutritional
value. The objective of this study was to investigate the effect
of carotenoids extracted from tomato and red pepper peels on
sunflower oil, comparatively with synthetic antioxidant alpha-
tocopherol (positive control) and untreated oil (negative control).
The carotenoids and alpha-tocopherol were added in sunflower oil
in concentrations 50, 100, and 150 ppm. Conjugated dienes (CD),
conjugated trienes (CT), hydroperoxides (HP), and thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) were assayed. The highest stabil-
ity was found in oil samples treated with carotenoids extracted
from tomatoes peels. In all oil samples CD, CT and HP levels
increased after exposure for 30 min at 200 °C, but the highest val-
ues were found in negative control. For each sample TBARS value
increased and decreased by different patterns. The average TBARS
values for the samples treated with carotenoids were significantly
lower than the ones found in the negative and positive control
samples (p<0.05). The addition of natural carotenoid in sunflower
oil, subject to thermal degradation was more effective in reduc-
ing of the oxidative processes than the synthetic antioxidant. The
tomato peels carotenoids exhibited higher antioxidant properties,
comparatively with red pepper peels carotenoids.

https://doi.org/10.1016/].jbiotec.2019.05.209
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RATIONAL USE OF PASTURES N THE CONDITIONS OF VERTICAL ZONALITY OF
SOILS IN ZHAMBYL REGION

Issayeva Z0'., Bakhralinova A

'Innovative University of Eurasia, Paviodar
5. Seifullin Kazakh Agro Technical University, Nur-Sultan

Abstract

Under the conditions of vertical zonality of soils, for the first time in Kazakhstan,
comprehensive studies were conducted 1o study the causes of pasture degradation and the
development of methods for their estoration i a speciic project area. As a resul of studies based
on geobotanical research, the furm's teritory was divided into seasons of their use, plant
‘associations have been identified, the yield of natural herbage by zones and seasons was measured,
‘and the increase in live weight of animals during the pasture period was determined. The use of
scasonal pastures provides more gain in live weight of the studied animals compared to animals that
are grazed in one place and unsystematically.

ey words: pasture, natural herbage, soil,natural zone, producivity, animals.

VK 63411

BINSHHE COCTABA IMTATEIILHOI CPE/Tb! M TEHOTHIIA HA COXPAHEHHE
TEHO®OH/IA SIEIOHH B YCIOBHSX XIAJOBAHKA

Kabuatexona 5K.', Yykanosa ILIL', Typawen T

2, Konauny 110,

‘Kasaxciuis HHH niodoosoueaodcma,
Incmumym Guoaozuu u Guomeiosozu pacmenis, 2. Auiam

Aunorauus

B peryauTate pasiiix GKTOpOR, OO CeTLCKOXOMICTAEHIAX KYIKTYP W X AHKHE
copom  nommepraOTCR pHcky HcdewmioBenus. TepuOUIINY IIOIONX  KYBTYp B
HCKYCCTBEHHA YCIOBIEX MOKHO HAIEHO CONpASTS i CBEPXHIEIKOH 1 H0I0KITEILHO HSKOH
TeMepuType, TO €CTh B KpHO - M AimOGaMke. B CRAThe UPEICTAMICHS PeIINTATH
SKCTCPUNCIHTOD 10 ILIOXpaHEHIIo in vilry COPTOR AGIOMN KIXCTaHCKOH W SapyCexHol
ceneu. Hsyewo Buthe [eHOTIRA, peryITOpOA pOCTS pacteslt (PPP)  cosell, cozepatex
surrpar ai0ra (NO3) Ha NPOAOTAWTEIHOCTS Xpasienis & X1a100akke npu +4°C. Konoueurs
CPelut AIMIOT WA GuIHOTOrICCKOE COCTORME M MOPOIONWO. pactesull in vilro W, Kak
caeacrame, wa A0ATOReAOCTS Xpanesnis. Cpeaa Mypacire  Ckyra, cotepkanias 25-50% coneli
Jrpata at0ra 1 3% caxaposst i 2% caxapod + 2% NawTA Ge3 PPP, NDOLIERIET cpok.
XIOXpaHeHI MKPOKIOHOB 3101 10 36 Mecaten. In vilro Gauk reponia (4°C) b
Kasaxcrase AAMETeR peiepaou noesolt KOLICKILN, B ik COXPIIRIOTSS 37 COPrOB, H0AMOH 1
suakopactyux Gopu 60w wa cpese MC ¢ S0% conepxaies conell wipara ora 1t 3%
‘caxapou Ges PPP.

Kniouesute cioea: sGious, in Vilro, NMOXpuCHNE, WNTATEINHAS cpera, resodou,

Bacaeune

Coxpaene renobowsa pactewi smusercs suposoll npoSienoll. B peryitare
‘GuOTISecKInX 1 AGHOTISECKIEX GaKTOPO, B TOM YHCAE HPPALIOHATHHON JSITENLHOCTH Sen0neKa,
exeromo suponoe coofnectso epset 400-450 Bi1on pacreni. Beasut ¢ >rin 8 1974 roxy 6wt
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contan the Intemational Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), koropui u 1950 rozy
wposas covzasue omsexty in viro [1]. Tloviuee, » 1992 roxy o Pio-neKanelipo Getto
putsTa Meskayiapouas Kowbentias o GHOIOIECKoM PA3HOOGPEIIM, UETHIO KOTOPOH S81A10CE
coxpanene pacrent ex situ w i siu [2]. B nacrosuiee wpea Koo nomucanu 168 crpas,
KOTOpHE OUEHIII PHCK HCHEMIOBNA TEHTIHECKI PECYPOB i CTPENATEN CONPUHIT. CHOS
HALOATLHOE AOCTORNE, 3 TAKE NOTYHNTH Wa CTPABELIMBON H pasioll OCHOBE BLIFOLY,
oy ¢ wx uenonwosmen. PecnyGauka Kiaxeran pariuiuposata Kousenuo o
GHotoriieckon pauiooGpa 6 ceitaGpa 1994 1. T10GAIAA CTPaTeruA CoNpaci G
Bputara » 2010 r. (Horafickii A010B0p) o1t BKIIOUACT KOMILIGKCHYI0 pOrpaMY AciicTauli o
COXpareHIio PACTITE0rO GHOPASHOOBEIS in it ex il in vilro.

B Kawicrae coMNCHTPUPOBINN YHHKAILHME [SHETWICCKHE PECYPCH PACTITEILHOTD
arpOGHOPAI0OGEIR MHPOBOFD Iaerks. Okt BETIOSAIOT 194 b7 PACTeH, OIPEACIOULLY
Fenenmeckull nOTeRNAL 24 COTCKOOIICTIRNINX KYISTYP. PAL 3 WX pICTAMMET
SMIIEILHYIO USHHOCTS KIK I3 PAJMTUA CeTbCKOT0 XOMIICTR, TAK i A PICHIpEAIS
SKCTOPTHOTO HoTenuaA. MUpOBOE. IpUSHAHME NO1YSII0 ILIOIOBOE ArpOGHOPIIHOOBPEIME ,
Hpexie Bcero, ki s010ms [3], KOTOpas OGILTAET BHCOKDN YCTONMHBOCTHO KO MHOTON
G0EBIIN, BHEOKO MOPOIOCTONIKOCTHO, ILHpOKOH KOAOTIHECKOl MAACTHHOCTHO [4]. Tex
He Newee, coxpamenie NONIAM VWKL NOOA MAOIOBMX KYIKTYP M rexodonsa
KYALTYPHAIX pacTesuH 20 CHX 10p TIPOOTKACTER

Haumowankuas KouAexiys A0 CONPARKETES B IOTEBX. Yeromex TTONOTOrHHECKOrD.
cana Kinaxexoro HHH 1101008011e301cT8a 1 cocTanaser 431 coprooGpas, 32 S Hoceix
AeceTiIeTis owa cokpaTIAACk 1a 1409 COPTOn. B KOLIEKILMH COOPAN ACTHTE LM MATEpIL 1)
TP TATLHERD W GIKHERO 3apyGexsa. ONIKO PACTEHI, COXPUAENSE B NOIEBLD GAAKIX
(owolorseckHe, OTAiMCCKIE CIM) TAK e NOIBEPRAOTER ATMANINO OTPIATEALHLX
Qacropon cpens M NOrGUOT. BHOTEXHOTOWCCKHE METOIM SAIMOTCA  CTPATEIHSECKION
CliocoBow COXpaHHS TEHOBONTI, PACLIPAIOT BOMORHOCT HETIOITLI0RMIS [EHETHSECKIX
Pecypeon i OBeCHeINBIIOT GEIONICHOCTE COXPAHOCTI KOLIEKIIN. B CAM €0 CAOKBIENE
curyauelt crour soupoc o cosarn HALHOUIILHOTD IEHETHSECKORD GIKA 13 CONpaNENS
PACTeHI, b COCTaBe KOTOPOFO O Gutt. Kpio- (-196°C) i X1a106asekh (4°C).

X100 [epuOMIING  PICTIAIAET OGO  HayuHo-TeXHHSeckH _ KOMIICKE,
KOOI NETOI010r IO XTAIONpANENNS i CELIUAECKOe O0OpYIORIIIE 118 OBeCteneis
LTMTEILHOD Xpaneis GMOTOMICCKIX OGLEKTOB, B KOTOPOM B KMBOM BAIE COXPAIOTCH
OOpIMI  TEpMOMAAIM KyNSTHBMPYEMSIX pacTedll WX AMKOPACTYWNX _copomiell
TepNOILIZI ARIACTCA HOCHTEAEM BCEX TEHETHIEEKIIX XAPAKTEPHCTIK OFIIN, COXPAACNQA
Bpi Kol noxoiTensoll Tewneparype. (+...+10°C) B xaazobaike, oHa NpeAcTamc)
ACCITICCKIINI PACTCHILAN i Yilro, KOTOPIC B 210300 BDONA MOFYT GATL PAIMHOACHH 1t
HCTIOTLORAHA 1 MITPOAYKILIH, FAKTAIKH IIaHTAH, CeTEKLIN W APYTOX teneh 5], Octomnoe
TpeGoBae K CoNepIAMIO pacTekll in Vilro B XTAIOBIIKE — FAPATI KIGHECTIOCOOHOCTH
COXPAEMOTO MATCPILIA, €10 AOIOBCHHOCTS, [EHETHNECKM CTADIMHOCTS, AOCTYIHOCTH
CI0COBHOCTS K BOCCTAHORIEHNIO POCTA H PAJBTHA COPT I BITA b WX ecTeCTReHHO Cpese.
10T B KOIIEKLIN SAIAETCR AKTHBHLM CPETHECPOUHIM XPaAHEHHEM XpPEKTHBHLA 113 MO
KYALTYP YMEPEHHOO KIHMATA, BKTIONES ATOZHME, ILIOIORHE W BHHOTPAL [6-5].

Tepute CoOBUENIE 00 YCTIELIHON CONpAEHIIN in ilro FepUOILTAIMAL 360K COPTa 8EIOHH
Touten Jlenuunee Guuni ntysenss b 1979 & MUKPOPACTEHIS COXPAATH B TeNHOTe B Tesere 12
Mecaten npu rewnepatype | i 4°C 9], TIoxtiee A YHHSX OTHETITN CYIECTBRHIYIO POTE.
FenoTIA, COCTARA THTATERLHON et KOMTEHEpOB TP Xir0Xpaen 3610w [10-14]. Bo
BCEX MCCIEAOBIHMAX IO CPETHECPONHORO XPIHEHI SIAIOCH YBETIMENAS UITEPETA MEXAY.
CYOKYILTUBNPOBIIISN T2 CHET FIMEIEHHOTO POCTA. ITO AOCTHIAIOCk MYTEN HETOILI0BIIN
MNeneix  yeIo0Ml  OKpYAHOWEH  CPeTM,  MOTIDMIMKALIN  KYITYPATHON  cPeRs,
WHRIGITOpOR pocTa,  ocMOTINGCKIX  peryaaTopon pocra pacreuli (PPP) i cuikeina
KoMleHTPAIH KHc0pO i a30Ta [15-16].
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Couane xomsexaun n viro  Kanaxcrare saatoc  ocreanen accrner XX exa
14 B yeromns xraroxpasicina Kaxcroro HTH nsoxooonenorcrsa corepaontcs 204 copra
LA0RORX, ATONIIX KyATYD  MOFpAa. [ KOTACKIII COXPRINOTEN OG0B0 e A0HoP
noncutax npiniakon . Kownepicnn  mocrpeSomaiie copra. Kotk noctowio
HOMOTIACTC i, HACTOAILEE CNA TPEGYET KOppEcI YCAOR COTEP A OGREXTON.

B mpeicrantciol paGore. MAVACHM peIIITIT IKCICPINGHTOR MmN cocTiza
TG CPEA  TEHOTITA 13 TPOAOTRIEILAOCTS. COXPAIGHIA B YCAOMIEY XIAIOCUNKS
(4°C) copron st xasaxcranckof n sapyGeo cenckn,

‘Merommea necsctonanuit

Pacrena Malus Domestica Borkh, G opa » KOIEKIONX Hacasseiia 3610u1
» Moonorcckow cany Kaaxexoro HHH rtoxooomeaoxcrsa. Bepyyumen pacreis ot 3
e crepuuiona 0.2% HECl 4 M. Crepiaitic JXCTAMITA NONCILAN Ha MUTATE Yo cpesy
Mypacure-Ceyra (MC), conepannyio yamoeioe somicrso NaFe EDTA. 15 v/ mrasona .
250 s/ ommmIPpATLAON, 2 Wt/ T, 0.5 A/ 6-Serasaonyp (BAT), 0.1
wr/a uBAOAIMACHAHON KHCA0TH (HMK).

Baciciie n ITYPY in i PACTEI PaMHOKAIH 20 HEOCKOINGRD KOTIIEETRS
cpese MC. corepanel 10 v/ BATL 0.1 urfa HMK, 0.1 s/ ruepesonof xuciors (TK).
HepCCIRAI § 203 XOTONIIAENAE TATH CCRIIONIAE TAKCTS 414 yTLTYPH TN (Str
Pactags, PhytoTechnology Laboratorie. Shanee Mision, Kansa) ¢ maremof cpesoi v
IPORCAGHIA KCICPHNEITOR ik XTAAOXPAHCHNA. PACTENIA B TAKETSX FONGUR B KAIAKINGPY
e e e T ———"
etonayerea s xpactns [10], 010N ORI HKOTENTICPTy P0G KA § TEACHIE
s 8 4  ocaeutemen, 23°C/16 1 b s, 4°C), HOcA Serd CONpOAN T nOCTOHOl
Tewneparype 4°C. 10- waconon poronepione  crado ocacmeu (10 ymol ms™) [10] nan
ORI WCICPINGITA O SCTRIORACHING MO e MpoIERONE ok
Saaosparcin,

Ta onpeseacia cocrasa mimaTErAO CpemM i AOATORCHOCT. XpaNCHA Wy
A Y IEhotom i X KoWIGHTPAIN, peryaTopon pocta pacret (PPP) 20073 cpese MC
Heromann 7180108 ARG — 39 caxapora, 2% vamir, % awr, % caxapons + 2%
s, HETooKo 0T — cont, corepRaIE AT 073 (NO,) € Koweupaici 100%,
S0%. 35%, ot sapuain Gua ¢ nm ey PPP. Mocsetoman mmume abcunonol
cucorow(ABK)  sousmpatne 0.1 05510 i /.

K eIt npeacrants codol peONIIPOREY0 Cxewy ¢ S noGerai 21
KakAoro 0TI (3 = 5). CocTomMAE XPAAMINCA PACTOI OIEANRAN KK 3 Necats 10
e o7 0 10 5 Gazon, Mo AnEuCMy BHAY: | ~ PaCTeHNA KopITHEAE, NeCTIN KT 2
PACTEHIR HCTT0-KOPIHENE] 3 — PACTCINA THOMPORISS, KETO-SCICHIE: -pactein <
HEITET ITHOTIPORINEN, JCAEHLE] 5 — paCTENIA ¢ ApXOAEIGHLN T 1
CreGaaun. Pactenus  pefTUATON > 2 (1 5 OCTIALCT 18 XPAHEHIN €11E 3 MECRLS, paCTEIS ©
pelmmirow <2 IBaIeRT 1 nORTOpHo. pamokaT (17]. ke G poarHMpORIL
AANOVA ¢ spenc SYSTAT 13:2 (1)

e p—

KounoneuTis cpedi RIIROT 1 HOAOIECK0E CocToAte bt opororito pacreil in
il . K €ACACTING 1o AOTTONEIOET XPANGHIA. PEaKia pacTel A 1A pax
Copton W okt Gum nolowTCIIO AN orpmATEAON. OrpTELiOe R
OSAIAETCS KaK MAUINGE OGpOMIIIS KAV  MoARACE Hekpon. Kaurye uapyuzeT
HOCTYACHNE B PACTCHI TITATCILHA BELIEETR 110 RICUET TGETh, & TUKE NOACT IR0 K
CouaxonaTLION HNCIROCTH copra. ¥ Copra BocXoA KuyCoOGPAOMIIC MPOICKOIT W
Cpese ¢ 3% caxaposot  coueran PP u 1,0 r/a ABK. y copton Marcar n Tomaen flenes —
oKD  KoUTPOHO R ¢ 3% Caxaponof  PPP. Hekpos npumor e noeron

¥ copron Bocxo. Maxcar  Tomen /lemiunes x rloiot nesponcaun pacre ia
e e xsazoxpascua npuBou 2 3%4 it o coneraine  PPP, nocae -6 ec
XPRICHIL PACTEIA BOTHOCTLIO TOTMGRCT

m
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TlonokTenkHOe BmHE MPOSAIAETER Kak OTPAIORAE ATBEITHBILX 10008 U Kol
1o mpouemser cpox ximioxpauenns. ¥ copros Bocxos, Makcar u Famien Jlemuuec
noGeroobpaioaIMe OTMEHENO Ha pese ¢ 3% caxaporoll, 25-50% HITPETON 0T B CORETa ¢
PPP. Toumteie Kopheli npi Hikoli NOIOKITENLHON TEMTEPATYPE XILIOXPAHEIIS HCTYO
HpHBOIT  wTOpHUONY pOCTY pacten. OOpaioBaHE KopHEll B IHTATETLION Cpese Y COpra
Bocxon Gut10 #a cpesax ¢ 3% caxaposoli + 2% NauiToN; 3% caxapasofi + 1.0 wr/a ABK 3%
‘caxaposol + 50% NO, 6e3 PP (pu. 2A). V' copra Maear — s cpeze ¢ 3% caxaponoli + 0,1-10
ol ABK, a Tasoke 3% caxaposoli + 25% NOs Ges PPP. Y copra Tomaen Jlexumiec — ua cpee,
cotepianieit 3% caxaponta + 0, Inr/a ABK. a Takoke 13 Koipostoll cpese ¢ 3% caxaposss ¢ PPP.

TIpHcyTerue B Cpee Caxapos, IOMIHMO THTATELHON (yWKLII BIOTHAET POTE OCNOTHKS,
ChepRuBaloero MeraGoleckHe NPOLECCH B PACTEWNEX in vilro, WTO. clocOBCTBYET
xa0xpanesuo. TIpocIEXUBITCA BIURHME YTACB0108 i PPP 1 cpeae MC 1 BpOIOTAHTEILHOCTS
coxpaneraus pactesul in vitro npu 4°C. OHTUMATLHOS COTEPAME CIXAPOB OTMESEHO B CPETAX
Gex PP ¢ 3% caxaposst it 2% NaueTh + 2% caxaposst. Ha Takix CPeAI CpOK MIaOXpaHEHIK
14 “Tomten Jlenuec” (peifruir > 2.0 6a1aa) coeranaaa 30 wec., 113 “Bocxoxa’ w “Makcara’ —
2425 wec. Tlepasie nOrWGHIME PACTEIHA y STHX COPOB OTMEHCHS 13 1§ Mec. XIaT0XpaHeHIS,
e pacTeNs OCTABAINCS KusHecTOCO0HMI Gonee 30 ec. B BAPHINTAX, CONCPRAIIY
2% ik 3% waineTa ke wepes 3 ec. xpaHe PEHTHII COCTORHAR PACTEHMI, CHIACS 10 2.0
‘Gaion,  uepe 6 uec. o oG

Cpok xratoxpanenus Guti e IpoROTAUTEIEH Ha cperax ¢ PPP. Tax wa cpee ¢ 3%
caxapoais + PPy *Bocxox’ AutuiecniocoSioeTi coxpanzact. 12 wee., y “Makcar® u “Toazei
Jlemuee” — 18 ee. Pacremns nomoctsio noruGau 5 15, 21w 30 vec. xatoxpasesns. Ha
cpeax c 2% wasiTa + 2% caxaposu i PPP IPOJOTAITEIHOCTS XpaeHia Take Guid Merbe,
ent wa TaKix ke cpeax 6es PPP (pu. 1A

KOMUCHTPAUIS  CONCPIINMA WHTPATA WOTA OKITMBIET CYLlECTOEHOC WIMAMAE WD
Coxpanene MHKPOKIOHOR 300N b YCAORNRX HIIKOH TIOIOKMTETMION TewnepaTypH. B Cpesax
Ges PPP cuckenue conepkauma conei ¢ NO3 10 25 i S0% CocoCTROBUIO yBemienIO
HpozomKITEnLHOCTH coxpasei pacrennl ‘Tonnen Jlenuuec’10 30 wec., peftuur > 3.0 u 3.0
Ganion coormercraento (koTpO 21,2 u 22,0). B T0T e nEpHO coctosie ‘BOcXOx’ OUeHENO
42220 u 1.8 Gawia, “Mascan’ ua 1.6 u 1.4, Ha cpesax ¢ PPP u ¢ 25 u 50% NO; cocromme
pacrenni wa 30 xec. Guuio xyae, y Touien flenuunec” pefimunr = 1.8 1 2.6,y ‘Boexox’ =212
L8,y “Masear’ 1.4 1 10 (pu. 1A-B).

Bousie cotepaua a0CIIO0NH KUCIOTH B SKCTEPUNEHTE GLI0 HEMAMTETLIL.
HeKOTOpOE aTHRINE 1 AINTEALHOCTS MIIOXpAHEHIS OTMENEHO B KOMIEHTPaL 0,1 M/ TOTLKO
¥ Tonten Jlenuuec’, Ta a 30 iec. XIaToXpaera ot peHTHar > 2.6 GA11a, B TOT X nepHoL
pesien npi KounerTpaEX 0.5 nr/a — 1.4; 1.0 e/ — 0,5, Ha apyrwe copra nausine Gutto
neSoa s (pue. 1B).
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P | B cocrasa mTETE L P 18 TPOTOTANTESHOCTS COXpRCHI PACTa OpTOR
Bocxox (A), Mascar (B) Foxzen leamues (B) » ycrommes xmanobassa repmomzass (41C)

Coueranue meckonmkx (GaKTopos xrioXpaserus — Teneparypusi pesse 4°C,
ONTIAAILAS RTATEAL 2 CPeta ¢ 1YW BAPIANTANM YTASROTIO U OTHOTO mirtaits (MC
¢ 25-50% NOs n 3% caxapontd A 2% caxapous + 2% wauTa Gea PPP) yheausuan cpox
XaoxpaeiA AGAOMI GoTeIC, et 1a 36 Mec. (pic. 2A-B)
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P 2 Coproogpans pacrest a ycaomuax xrazoxpacrnus (1 — a0 SkcncpucrTa,
2 nocac 40 wec. xpascuns). A~ Bocxoz, b~ Maccar, B — [onzen lemmee

Ha ocione paspaSorasix yeaomull xiatoxpasens, wa cpete MC ¢ S0% coepakais
coneli WiTPaTa 43072 W 3% CAXAPOSL, COVIN GAHK FepOMIG 410N, CocTomu 15 37
copron u momsoen kiaxcrackoll 1 pyGeKHON celeKI, & TAKKE JUKOPACTYLLEN. (oM
Jlasupa, Cylicaelinep, Alyp, 3aps Anaray, Jlawaak, Bocxos, Pewer Jlancbeprexit, Carrawar,
‘Anopr, Benuaép Amatucki, Tpymoska Bepuencias, Aneat, Torzen Jlemuee, Mectpyuca,
Maxcar, TIVIL-35, ®opwa anopra S/18, Pouts P Jlemee, Myrey, Kymau, Paxar, Eresien,
BuunyGeuxoe Cremomeecs, Peser Bypxapaa, 3awas, Tionsuas, Kaprstrau, Baifreper, Kapest,
Jlawasp, Kanawrna, Taarapexoe, Kerecy -5, APM-18, M. Domestica Borkh. — Gopuist TM2 1
TM-6, Malus niedswetzAyana Dieck ex Kochne.

Obeyxaeune peryavraron HUP

Tl yonewsoro. coxpanenus reodowsa pacreuli in vitro HeoGXOuMO cosiae
omperentiiix yeaomull cotepkams pactenll. BOTLUMICTRO HCCIEAORTEICH OTMESIOT,
HPOIOTAUTEILNOCTL XTAIONpUIEIA MUKpOKIONOS pacteduli pu Kol N0ACKITEILHON
TeMepUTYpe GOIbMOE WINSHMC OKIMBACT KOMIOHSHTH NMTATEILHMY CPel, OCODEHHO
conepaasue yries010n, WoTA W peryietopon pocra. COCTAB Cpex SABMCHT OT rewomuna
CoXpaEMOFD paCTEna. PeryITATS! HALIEX HeCAe10BHMH GLUIM X0 € Tes, 410 HAGIOTATHES
pi xpauesu 4610k X copTon [14] w Mk [17], Tae TaKKe pexovenzyetes b cpeae MC
cHATE Conepae 10T 10 25%, 3 B KICCTOE YTIEBOI00 MPUNSHETS 3% CIAPOIH, HO
OTIMYACTER OF PeXOMENIALAI 14 XIAOXPAICHI HEKOTOPX APYTHX KymbTyp. Jlobanteiie &
cpeny ocwoTKA XlekTUBHO NOJARMET POCT PACTesMIL in Vi P HOPNATMIN YCAOMMEX
KYILTUBMPOBIIIS i CTIOCOBCTBYET IPOTOTAUTETLONY COXpAHEHIIO repuonswst (18], Tak 113
VBeTMEIR IPOROTAITENLHOCTI XIAIOXPACHI FPYLIN PEKOMEHIYIOT B cpeny MC 106aatats,
PPP 1 2% caxaponsrt 2% sawiuera [19] i 2,5% wasnera [20]. Sz s [21] = 100% asora,
3% caxaposst ¢ i Ges PPP, 1a cauoit [32], nomsos st [23], nozsos sbaown [24]
OMTIARILIO ToTLKO CranAapTHOE conepRae 3% caxapor. Sl aToAuL KymTYp MC € S0%
cocTaBa MHEPATLLX cosei 521 HTOrOpNOHOS.

Haocuoe paspaGoTauMLX yeiOMi XpAMCHNS B0 MHOTMX CTANAX COMAMM UK
repuomna pactesnlt. Komiexiyia aGiomn Bauka repuoniaiss Hasippekoro mapomioro.
yuunepeurera (Henaiis) cocranser 493 coprooGpaion [25]. Ulsenckas xotexuus in vitro
sG10u rocysapersenoro yupexaenns “National Program for Diversity of Culvated Plants”
conepaut 220 oGpanon [36]. In vitro Gaix TepuOITIN ATOTMX H WIOORN KYTTYP B
DECPAILHON HOCIEAOBITETLCKOM LHTpe BEepOCCHIICKOrD MHCTHTYTa TEHETHSECKIX PECypeon
pactesat s UL Basiiosa (BHP) cocrout w3 330 coprooGpanion, KOTOpsie coXpARRIOTES Ha
mrarensiolt cpese MC ¢ S0% Cocrasa MuHepaistx. coieli Ges QuToropwouos npi +4°C,
‘ocsewenocri ~500 1k  dotonepuone § 4 [27)

Baukrepuonmnst (4°C) in vitro Kis HHH 110100BOER0ICTS RICTES PerepaoN
nOACROI] KOICKIUIN, B HEM COXPARAITCA 37 COPIOR, HOTROCH 1 UIKOPACTYILULX (O 3301 Ha
cpene MC ¢ S0% conepsanus conell merpata 11074 1 3% caxapast Ges PPP. Xia1oKomiexitus
exeroamo nomomseres a 10-15 06PASIOB FepNOIILL
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Bunoxus

PesyabTaTM Ml HcCe10BNH TOKATBIOT, IO COTAIME BAKTOPOB TEMEPATYPHOTO.
W CBCTOROO PesINOB, & TAICKE ONTHNIMPONIHOTO COCTABA IHTATEAMHON CPEIML ¢ Ay
BAPHITAN YTAEBOTONO M TIOTHOTO IUTAMUS MOTYT YBEIUSIETS CPOK XIAIONPIEHMR 4CI0HM
Gouie, e a 36 ec.

Eaazodapuocms
PaGoma sunomena npu noddepycxe spaumooco dunancuposanua npockma APOS132995
Municmepemea ofpaosaun u naysu Pecnynusu Kasascman.
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CYBIK TEMITEPATYPAZIAFH TEPMOIUIASMA BAHKIHJE AMA FEH KOPBIHBII
CAKTATIYBIHA KOPEKTIK OPTA OHE IEHOTHITTIH 9CEP

Kabuuabexona 53K, Uykanona HLIL', Typunen T.T7, Kosaawayk IO

"Kasay evic-xoonic wapyaunvizn F3I,
2Qcinoi Guasozusces 3cone Guomexnosozuscnt uncmumyms, Ariams s

Awarna

Aryan Typi GAKTOPIPIMH Scepinen, Byl WIPYANLIMK JAKHAIAPH KOME OTADANH
xaGalis TYPIEPI XorIMn Kery Kayinine yIIpaya. Kewic AKSULIIPHILI FEPUOITINACHH
KQCHLIN GTe ToMer X3He OK TENIIEPITYPATS OPTAIAPLL, AFIN KPHO- HOHe TOMCHI] TEMIEPATYP:
‘Gankisze cenibi cakTayra Gorat. MAKATAIA KAYKCTAMIHK H3He WTELIIK CEAEKUARILN AT
COPTTApu TOMeHi OR TeMIEPITYpLA cakray GOMMMINY OKCHEPUNMEHTIED HOTIAENPI
GamiaIFIN +4°C TeMIEPITYPATA LIMAN TEPMOTIANG GAAKIMIC CAKTAYIMH YRKTHFMEY
FenoTuTin, ocinuik ocyin perteriurmepinin (OOP) Koe KypaMsLia 0T Mrpatis (NO:) Gap
TYMApIMI Scepi 3epTTEI. KOpEKTiK OpTAHMH KYPIMIAE KOMIOHENTIEPS in vifro Xar bz
OCIIKTIN IMOONUATHK Kote  MOPPOIOTUATK KACANMINA, CONAAN-K,  CIKTAYIMN
paKTMLHA 0 cenmririn Trietl. Kypauiza 25-50% 0T mUIpaTMMN TYpH xoHe 3%
caxapon Hewiece OO Kocwanarai 2% caxaposs + 2% wamunr Gap Mypacure e Ckyr
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KOpEKTIK OPTACH  AINA MIKPOKIOWIIpHIM CAKTATY Mepaivis yipram. Kiaxerauians
FepNonIANIN in vitro Gaiki (4°C) eriCTiK_ KoMEKUIHMI KockMLA Kouipuesi Goaun
Tabua. BaiTe TG COpTTapu, TeAiTyIMiiepi Men %abail GopuanapukK 37 yarici 0T
AurrpaTin S0% ome OOP-cis 3% caxaposs KocuuIFas MC KOpEKTIK OpTACHILIA CAKTATAIM.
Kiim cordep: a1va, in itro, CYMK TeNTIEPATYPa Gaiki, KODEKTIK OPTa, FEHKOPH, FeHOTHIL

INFLUENCE OF NUTRIENT MEDIUM AND GENOTYPE ON GENETIC CONSERVATION
OF APPLE GENE POOL IN COLD STORAGE BANK.

Kabylbekova B, Chukanova N.', Turdiev T Kovalehuk 1'%

"Kazakh Research Institute of Fruit & Vegetable Growing,
Institute of Plant Biology and Botechnology, Almaty, Kazakhstan

Abstract

‘As a result of various fuctors, the gene pool of crops and their wild relatives are at risk of
extinction. Germplasm of ruit crops in artificial conditions can be reliably maintained at an ultra-
low and positively low temperature that i in a cryo- and cold storage bank. The article presents the
results of experiments on In vitro cold storage of apple varieties of Kazakhsian and forcign
breeding. The effect of genotype, plant growth regulators (PPP) and salts contaning nirogen nitrate
(NOs) on the sorage time in cold bank at + 4°C was studied. The components of culture media
affect the physiological state and morphology of plants in vitro and, as a result the durability of
storage. The plant response is specific for cach variety and may be positive or negative. The
Murashige and Skoog medium, containing 25-50% of itrate nitate salts and 2% or 3% of sucrose
+2% of manitol without PP, prolongs the period of cold storage of apple microclones up t0 36
months. In vitro germplasm bank (4°C) in Kazakhstan is a reserve of the field collction, where 37
varietes, rootstocks and wild forms of apples are preserved on the MS medium with 50% of
nitrogen nitate salts and 3% of sucrose without PPP.

‘Keywonds: apple, in vitro, old storage, culture media, gene pool, genotype.

VK631
M3YYEHHE H OTEOP MKOPACTYILIX ©OPM OB/EMHXH

KasGaena CIK", Hyprama HLIO®, Unyrosa HA®, Hukyaua T.B.

. Kasasceui wauonaswinii azpapu yassepeumen,
700 «Kasaxcru HHH niodosodcmea u eunospadapemeas

Aunorauus

B Cratie npubeenss NpeTRpUTETIIME PEYISTATH COCTORMIR WHKIAX OCITMIINKO &
AnaTicRolE OGTACTH b HACTORIICE BPENS i PE3YILTATH OT0OPA IPETEKTUAHA OpM.

B xoze 06ce 0masNs OTO0PAHO 16 (opu OBIENINI ¢ OCTATONHO BHCOKOH YPORAIHOCTHO
 CPABINTELHO BHCOKOI MACCOH 110100,

Kniouesute caoea: ofienoxa, WKOPACTyLIE GO, KYIETYPHME COPTE, GHOXIMMSECKHH

Bacaeune
Botbiioe pauiooSpauie opN OFACIINI OGMACHACTCA DIV JKOIONIIECKIN

yelomuman ec npowpacrais. TICpRAIM UEHTPON NPONCKOXICHIS OGIEIINI ABIAETCH

Bocrounias Auus. Qopyat OGACTILII B OCHIOBHON AMITEA FOPHAINI THEpOME3oQuTaNH 6],
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