[image: image1.png]Mumrereperso censexoro xosstiersa pecyGani Kasaxcran
'HAO «Hatonanssit arpapusii naysio-oGpasoatesiii newtpy (HAO «HAHOLD)
‘TOBApHILECTO ¢ OFPAHNKEHTON OTBCTCTBEHHOCTLIO
KABAXCKHH HAYAHOMCCTIENOBATETILCKHI AHCTUTYT
TI0JIOBOOBOLIEBOJICTBA
(TOO «KasHHHITION)

VIIK 634.10.11; 581.4; 602.6:58; 606:57.082.26

e rocpernerpain 0118PK01041
s, Ne

2020t

OTYET
O HAYYHO-MCCITEIOBATEJILCKO/ PABOTE

COBEPUIEHCTBOBAHHE BHOTEXHOJIOTMYECKOTO PETJIAMEHTA KIIOHAJIBHOTO
MVKPOPA3MHOKEHHS TBITOHM C IPUMEHEHUEM COBPEMEHHOIO
IIPOrPAMMHOIO OBECTIEYEHHS! [ TTOTIONHEH!S I'EHOGOH/IA 1 BHE/IPEHMS
B ATPOITPOH3BOJICTBO IUTHbIX CAXKEHLIEB
(axuommensisi)

AP05132995

Pyxosomrreas, HUP

Beymti sayssii coTpy K
KAt €.X. HYK @ H. 10. Kosamssayk

Amvatsi 2020




[image: image2.png]CIIHCOK HCIOJTHHTEIER

Pyxosonutens HUP:
Benymmii HayuEBIi COTpYAREK,
Kan AT
CeNBCKOXOICTEEHEHIX HayK
Yenonsurens HHP:

CTapumit Hay B COTPYMHIK

Myt i Bay B COTPYMIK

Crapumit maGopant

Crapumit maGopasr,
HopokorTpanep

U Foeo—

mommHCh, Aata

Lot

mopmHCh, Aata

mopmHCH, Aata

mopmuCs, Kata

. 10. Kosamsayk
(pedepar, sBenenne,

Paszenst 1-3, saxmiouenne)

B.K. KaGrubexosa
(paszemst 1- 3)

H.IL Uykarosa
(paszen 3)

T K. Yenarosa

(paszemst 3)

MK Kymarynosa
(paszen 3)




РЕФЕРАТ

Отчет 96 с., 1 кн., 14 рис., 4 табл., 42 источн., 9 прил.

ЯБЛОНЯ, ПИТАТЕЛЬНЫЕ СРЕДЫ, КЛОНАЛЬНОЕ МИКРОРАЗМНОЖЕНИЕ, МИНЕРАЛЬНЫЙ СОСТАВ, МИКРОЭЛЕМЕНТЫ, КЛОНОВАЯ КОЛЛЕКЦИЯ

Объект исследования. Отечественные и интродуцированные сорта яблони.
Цель работы – 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.

Методы. В процессе исследований использованы методические указания и публикации по тематике исследований, а также опыт работы исполнителей проекта.
Результаты работы и их новизна. Отобраны и введены in vitro 20 генотипов яблони. Разработан минеральный состав питательной среды для ускоренного   размножения in vitro различных генотипов яблони (Malus domestica Borkh). Дизайн (модель) эксперимента основывался на минеральном составе питательных веществ среды Мурасиге и Скуга (MС) в концентрации от 0,5 до 3x исходных. Для разработки дизайна и статистической обработки результатов использовано программное обеспечение Design Expert®, что является новым для культуры яблони. Оптимизированные среды были определены для каждого из сортов на основе разработанных моделей.  Наиболее важными элементами питания был нитрат аммония в сниженной концентрации (0,5x MС), и вдвое повышенные концентрации микроэлементов (2x MС). Большинство других элементов минерального питания хорошо проявили себя в сниженных вдвое концентрациях 0,5x. Обобщенная среда из трёх оптимизированных (микроэлементы (2xМС); NH4NO3, CaCl2, MgSO4 (0,5xМС); KNO3, KH2PO4 (1×МС) значительно превышала все показатели качества. Разработан «Регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции».  
Растения яблони in vitro депонированы в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС) на модифицированную питательную среду МС, содержащую 25 или 50% солей нитрата азота, 0,5 мг/л абсцизовой кислоты, 2% сахарозы или 2% маннита и 2% сахарозы в отсутствии фитогормонов.  В таких условиях создана клоновая коллекция гермоплазмы яблони in vitro, состоящая из 37 генотипов. Растения 20 сортов, адаптированы и пересажены в не стерильные условия защищённого грунта. 

Область применения результатов. Биотехнология, сельское хозяйство.

РЕФЕРАТ

Есеп 96 бетте, 1 кітапта, 14 сурттер, 4 кесте, 42 әдебиеттер, 9 қосымша 

АЛМА, ҚОРЕКТІК ОРТАЛАР, КЛОНДЫ МИКРОКӨБЕЙТУ, МИНЕРАЛДЫ ҚҰРАМ, МИКРОЭЛЕМЕНТТЕР, КЛОНДЫ КОЛЛЕКЦИЯ

Зерттеу нысаны. Алманың отандық және интродукцияланған сорттары.

Жұмыс мақсаты – Заманауи бағдарламалық қамтамасыздандыруды қолдана отырып, алманы клонды микрокөбейтудің әмбебап биотехнологиялық регламентін дайындау. Отандық және интродукцияланған сорттарды элиталық көшеттерді өндіру агроөнеркәсібіне енгізу және генқорын толтыру үшін in vitro жағдайында жедел көбейту. 
Әдістер. Зерттеу барысында зерттеу тақырыбы бойынша әдістемелік нұсқаулар мен жарияланымдар, сондай-ақ жоба орындаушыларының тәжірибесі қолданылды.
Жұмыс нәтижелері және олардың жаңалығы. Алманың 20 сорты іріктелді және in vitro жағдайына енгізілді. Алманың (Malus domestica Borkh) әр түрлі генотиптерін жедел көбейтуге арналған қоректік ортаның минералдық құрамы әзірленді. Тәжірбиенің дизайны (моделі) бастапқыдан 0,5-тен 3- ке дейінгі концентрацияда Мурасиге және Скуга (MС) қоректік ортасының минералдық құрамына негізделді. Дизайн әзірлеуде және нәтижелерді өңдеуде, алма дақылы үшін алғаш пайдалынып отырған, Design Expert® бағдарламалық қамсыздандыру пайдаланды. Оңтайландырылған орталар әр сортқа дайындалған моделдер негізінде дайындалды. Ең маңызды қоректік элемент азайтылған (0,5х MС) амони нитраты және микроэлементтердің екі есе артылған концентрациясындағы (2x MС) болды. Минералды құрамның басқа элементтері  екі есе азайтылған 0,5x концентрациясында жақсы көрсеткіш берді. Үш оңтайландырылған орталардан жалпыланған қоректік орта (микроэлементтер (2xМС); NH4NO3, CaCl2, MgSO4 (0,5xМС); KNO3, KH2PO4 (1×МС) барлық сапа көрсеткіштерін бір шама жоғарылатты. «Алманың жергілікті және шетелдік сорттарын клонды микрокөбейту регламенті» әзірленді. 

Алма өсімдіктері баяулатылған метаболизм жағдайына (+4 ± 2ºС) фитогормонсыз МС, құрамына 25 немесе 50% азот нитраты тұздары, 0,5 мг/л абсциз қышқылы, 2% сахароза немесе 2% маннит және 2% сахароза қосылған модификацияланған қоректік ортаға ауыстырылды. Аталған жағдайда 37 генотиптен тұратын алма гермоплазмасының in vitro клонды коллекциясы құрылды. 20 сорт өсімдіктері, бейімделді және жабық танап жағдайына стерильді емес ортаға отырғызылды. 
Нәтижелерді қолдану аймағы. Биотехнология, ауыл шаруашылығы.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения.

	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 
Яблоня является основной плодовой культурой в Казахстане и имеет практическую и экономическую значимость. Юго-восток республики имеет благоприятные условия для её выращивания и признан центром происхождения яблони Malus sieversii (Ledeb.) M.Roem. Однако в последние десятилетия наблюдается исчезновение дикорастущих форм и многих культурных сортов, сокращаются площади культивирования яблони. Закупаемый импортный посадочный материал не отвечает требованиям качества, он часто заражен карантинными вредителями и болезнями, не адаптирован к местным условиям произрастания.  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. 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 гораздо больше клонов за тот же срок по сравнению страдиционным методом. Кроме того, длительное вегетативное размножение, как правило, приводит к массовому заражению плантационных посадок патогенной микрофлорой, в том числе и вирусной. 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 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.  

Научная новизна проекта заключается в том, что впервые разработана технология ускоренного размножения растений яблони методом клонального микроразмножения с применением инновационного программного статистического обеспечения Design–Expert®, на основе которой разработана питательная среда для нескольких генотипов 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.  
В приложениях А - Г представлены результаты экспериментов по оптимизации минерального состава питательного состава и разработанный регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции.
В приложении Д представлен перечень использованных зарубежных информационных ресурсов.

В приложении Е представлен календарный план работы к Договору № 152 от 14.03. 2018 г. между Комитетом науки МОН РК и ТОО «Казахским научно-исследовательским институтом плодоовощеводства». 

По результатам научных исследований опубликовано: 2 статьи в журналах, рекомендованных ККСОН МОН РК, 3 статьи в рецензируемых зарубежных научных изданиях, с ненулевым импакт-фактором, сделано 2 доклада на международных конференциях, проведенных за рубежом. В рамках проекта выполнена и защищена диссертационная работа с присуждением степени PhD в Казахском национальном аграрном университете (Приложение Ж).
Патентно-информационный поиск проведен за период с 2010 по 2020 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 21 патент, имеющий общую направленность с тематикой (Приложение И). 

В приложении К представлены копии документов, подтверждающих информацию.
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 хозяйственно-ценные 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.
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.
Промежуточный отчет по этапу 2019 года был зарегистрирован в АО "Национальный центр научно-технической информации" КН МОН РК и имеют наименования, соответствующие теме проекта: Инв. № отчета 2019г. – 0219РК01228.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР 
1 Выбор направления исследований 
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.

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]. 

Экспериментальная модель по установке оптимального минерального состава питательных сред для клонального микроразмножения яблони 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.

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 представляют собой многофакторный опыт, включающий 40 вариантов на трёх сортах яблони проведённый на основе разработанной модели (таблица Б.4). 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 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 сконструирован 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]. 

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. 

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].

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.
Ценные сортообразцы яблони размножены in vitro на разработанных питательных средах. Предварительно размноженные in vitro в достаточном количестве и хорошо сформированные растения высажены в пяти секционные воздухопроницаемые пакеты на модифицированную питательную среду МС, содержащую 25% солей нитрата азота, 0,5 мг/л абсцизовой кислоты, 2% маннита и 2% сахарозы в отсутствии фитогормонов и депонированы в условия замедленного метаболизма для длительного сохранения и международного обмена. Для помещения в условия хранения при низкой положительной температуре вначале  растения находились в культуральной камере (камере роста растений) в течение недели (+23°С, 16-часовой фотопериод, освещённость 25 μmol m-2s-1) и неделю проходили акклиматизацию (10 час при +4°С и 14 час при +23°С). Прошедшие закаливание растения помещены в камеру с положительной низкой температурой (+4°С), освещенностью 7-15 μmol m-2s-1 и 10-часовым фотопериодом.  
Для пересадки растений из асептических условий (in vitro) в нестерильные (in vivo) оптимизированы способы и питательные среды для ризогенеза. Определены оптимальные субстраты и способы закалки укоренённых растений, повышающие устойчивость к неблагоприятным факторам внешней среды, в том числе к патогенным микроорганизмам [38]. 

3 Обобщение и оценка результатов исследований 
3.1 Отбор хозяйственно-ценных чистосортных сортов яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащих быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений  

Выявлены зарубежные, отечественные и стародавние исчезающие сорта яблони, несущие наиболее важные для селекции хозяйственно-биологические признаки (продуктивность, устойчивость к болезням и вредителям, морозостойкость, зимостойкость, низкорослость, лёжкоспособность, вкусовые качества и др.).

В результате проведённого мониторинга были отобраны и описаны 20 хозяйственно-ценных чистосортных сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, с высокими хозяйственно-ценными признаками подлежащие быстрому внедрению практику производства посадочного материала и закладке маточных насаждений, отвечающие современным требованиям интенсивного плодоводства Казахстана. Новые сорта казахстанской селекции: Дамира, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Анель, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен. Стародавние сорта: Пеструшка, Апорт и Форма Апорта 5/18. Интродуцированные сорта: Голден Делишес, Суйслеппер, Мутсу, Рояль Ред Делишес. (В приложении А приведено описание сортов яблони).
3.2 Получение асептических растений яблони in vitro из отобранных образцов

Изоляция побегов и введение в асептические условия является ответственным этапом клонального микроразмножения растений. Произрастая в полевых условиях растения накапливают огромное количество сапрофитной и патогенной микрофлоры, которая при попадании на искусственные питательные среды активно размножается и препятствует развитию растений в условиях in vitro. В местах произрастания растений складывается индивидуальный биоценоз микрофлоры свойственный конкретному месту произрастания, который зависит от вида, культуры и генотипа растения, заражённости объекта болезнями, погодных условий, а также экологической ситуации, складывающейся из многих факторов. Поэтому подбор оптимальных способов и стерилизующих препаратов для получения асептических растений является необходимым этапом в разработке регламента клонального микроразмножения.  

Проведено изучение эффективности использования различных стерилизующих препаратов для ингибирования роста сапрофитной и патогенной микрофлоры при введении в асептическую культуру. На участках по сортоизучению НИИ плодоводства и виноградарства провели сбор растительного материала яблони. Апексы изолировали, стерилизовали и высаживали на искусственные питательные. Для выявления эффективных стерилизующих препаратов для поверхностной стерилизации, испытывали в различных концентрациях и экспозициях HgCl2 (контроль), отбеливатель, содержащие активный хлор – «Domestos» и перикись водорода (Н2О2) 3%.  За растениями проводили еженедельные наблюдения, при этом учитывали число живых, погибших и инфицированных эксплантов. Эксперименты проводили на верхушечных побегах сортов яблони: Голден Делишес, Восход и Максат. Результаты стерилизации сегментов побегов от микрофлоры с апикальными и пазушными почками приведены на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Стерилизация апексов яблони от сапрофитной и патогенной

микрофлоры различными препаратами

Из таблицы следует, что апексы яблони эффективно стерилизовать HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. В этом случае количество эксплантов способных регенерировать составляет у сорта Голден Делишес 76%, у сорта Восход 85%, у сорта Максат 75%. Хороший эффект был получен при сочетании стерилизации HgCl2 0,1% (6 мин) с последующей обработкой 3% Н2О2 (4 мин). Число живых апексов составило 75%, 75% и 70% соответственно. Стерилизация «Domestos» также успешна в разведении с H20 1:5 при экспозиции 20 мин, при этом обеззараживается от 65 до 75% побегов.

Реакция сортов на стерилизацию различными реагентами не одинакова. Так, например стерилизация HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин приводила к некрозу нескольких побегов сорта Голден Делишес, а для сортов Восход и Максат некроза не наблюдалось, но числопобегов зараженных бактериями и грибами было выше. Подобные различия наблюдались и в пределах одного сорта, одни побеги погибали или были заражены, а другие после тех же манипуляций регенерировали. 

Таким образом, получены асептические растения яблони in vitro для клонального микроразмножения из отобранных коммерчески важных отечественных и зарубежных сортов яблони. Экспланты яблони от сапрофитной микрофлоры эффективно стерилизовать одним из способов: а) HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. б) HgCl2 0,1 % – 6 мин, с последующей обработкой 3% Н2О2 4 мин. в) «Доместос» + H20 1:5 – 20 мин. 

3.2.1 Изоляция эксплантов яблони в асептические условия

На основе полученных результатов стерилизации от заражения микрофлорой провели изоляцию апексов 20 сортов яблони в асептические условия. Применяли наиболее эффективный способ стерилизации, а именно HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин (таблица Б.1, рисунок 2).
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           Рисунок 2 – Асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов

 В результате в культуру in vitro введено 20 генотипов отечественной и зарубежной селекции: Голден Делишес, Апорт и Форма Апорта 5/18, Дамира, Суйслеппер, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Мутсу, Анель, Пеструшка, Рояль Ред Делишес, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен.  

3.2.2 Тестирование на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбраковка заражённых

Кроме сапрофитной микрофлоры в растениях может развиваться патогенная, которая в отличие от сапрофитной не всегда погибает при стерилизации. При пассаже таких растений на питательную среду, со временем патогенная микрофлора начнет развиваться и может погубить растения. Во избежание этого, во время введения растений в культуру in vitro, обязательно нужно проверить микропобеги на заражение скрытой микрофлорой на провокационной VISS среде. Для этого необходимо отчленить от каждого растения базальную часть размером около 5 мм и высадить на такую среду.  Провокационная среда специализирована для активного развития бактерий и грибов. Поэтому в течение 1-3 недель на такой среде в случае заражения появляется характерный рост микрофлоры.  Поражённые растения, растущие на среде для размножения, отбраковываются. Это простой, но очень эффективный способ диагностики на наличие патогенной микрофлоры.

Базальная часть побегов всех сортов яблони прошедших стерилизацию от сапрофитной микрофлоры была высажена на VISS среду.  В результате проверки были обнаружены грибное и бактериальное заражения, что видно в таблице Б.2 и на рисунке 3. 
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  б)
а – Заражённые бактериальной инфекцией, б – свободные от инфекции

Рисунок 3 – Проверка эксплантов на скрытую инфекцию на 

провокационной среде VISS  

Результаты тестирования показали эффективность применённого метода для выявления латентного заражения побегов микрофлорой. В результате проверки заражённые растения от 0 до 80 % в зависимости от сорта были отбракованы.  Свободные от микрофлоры от 20 до100% были пассированы на среды для дальнейшего размножения. 
Таким образом, введённые in vitro микрорастения 20 отечественных и зарубежных сортов тестированы на наличие инфицированности грибными и бактериальными болезнями на провокационной среде VISS, отбракованы заражённые. Получены растения яблони in vitro свободные от наиболее вредоносных заболеваний (грибных и бактериальных).

3.2.3 Клонирование микрорастений на стандартных питательных средах 

Клональное микроразможение успешно применяют для быстрого и эффективного размножения отдельных сортов из минимального количества исходного материала. Применяя технику размножения в культуре in vitro, заключающуюся в размножении растений в асептических условиях на специально подобранных питательных средах, можно значительно ускорить процесс размножения посадочного материала. В литературе имеется достаточно много сведений об изучении различных этапов клонального микроразмножения. Однако, по данным ряда исследователей, способность растений к размножению в условиях in vitro зависит от особенностей сорта и различных лабораторных условий выращивания. В связи с тем, что целью наших исследований является разработка регламента и универсальной среды для клонирования различных сортов яблони применяя современное прикладное программное обеспечение Design–Expert® необходимо было размножить растения (3 сорта) в достаточном количестве для проведения экспериментов. Для сравнения эффективности, разработанной универсальной среды (выявленной дальнейшими исследованиями) со стандартной средой МС, дополнительно размножали ещё 17 сортов в небольшом количестве и определяли коэффициент размножения (таблица Б.3, рисунки 4, 5).
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 в)

а – Сорт Апорт, б – сорт Дамира, в – сорт Заря Алатау

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

температуре +24°С 
Таким образом, для клонального микроразмножения яблони и внедрения технологии в производство саженцев необходимо разработать эффективную питательную среду. Свободные от грибных и бактериальных заболеваний пробирочные растения яблони размножены в искусственных условиях для начала проведения экспериментов по разработке регламента и универсальной среды.

3.3 Разработака универсальной питательной среды и регламента клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert® 

Для разработки регламента клонального микроразмножения с применением программного обеспечения Design–Expert®  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 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:
– 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. 

3.3.1 Разработка модели (дизайна) эксперимента по оптимизации минерального состава среды для клонального микроразмножения яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert® 

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. В связи с этим этот сорт часто включается в исследования в качестве контрольного [32-33]. 

Проектирование модели эксперимента выполнено по принципу методов, рекомендуемых Niedz и Evens [34]  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 Б.4 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). 
3.3.2 Экспериментальные исследования на основе разработанной модели, определение оптимальной питательной среды для клонирования in vitro 

3.3.2.1 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 6А). У сорта 'Golden Delicious' качество побегов, некроз верхушек побегов, наличие каллуса, цвет листьев имели существенные различия по вариантам опыта. 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 2). 
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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

Рисунок 6 – Графическая модель влияния факторов минерального питания на побеги сорта ‘Golden Delicious’
Графическая модель показала необходимость повысить содержание микроэлементов, с несколькими дополнительными факторами, которые были также нужны для повышения качества побегов (рисунок 6C). Некроз побега (STN) был существенным при сочетании NH4NO3 и CaCl2 и также NH4NO3 и KH2PO4 (рисунок 6D) (таблица Б.5).
Анализ результатов, сорт 'Максат'. Факторы минерального питания существенно влияли на все 7 показателей развития сорта 'Максат' (таблица Б.6). 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 7В). 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 3, рисунок 7C). 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 7D) по сравнению с ≥2,5 в контроле. Оптимальная окраска листьев наблюдалась при нормальном или низком содержании NH4NO3 (рисунок 7E), а также с высоким содержанием микроэлементов. На размер листьев (рисунок 7F) 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 7G). Микроэлементы и NH4NO3влияли на появление некроза верхушки побега. Существенного изменения цвета листьев (STN) не отмечено при высоком содержании микроэлементов и   нормальном NH4NO3 (рисунок 7H). 
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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

Рисунок 7 – Графическая модель влияния факторов минерального питания на побеги сорта ‘Maskat’ 
Анализ результатов, сорт 'Восход'. Влияния изменения состава среды на качество побегов сорта 'Восход' не было доказано (нет достоверной разницы по вариантам опыта) (таблица Б.7). 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. 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 (рисунок 8C.). Длина побега увеличивалась при низком содержании KH2PO4, повышенном содержании Ca, микроэлементов и KNO3 (рисунок 8D). На размер листьев влияло взаимодействие азота, кальция и KH2PO4. Увеличение концентрации KH2PO4 и кальция, но с уменьшением микроэлементов и азота увеличивали размер листьев (рисунок 8E). Цвет листьев находился под влиянием повышенного содержания микроэлементов при низком содержании всех других компонентов (рисунок 8F). На образование каллуса влияли соли KH2PO4 и микроэлементы (таблица Б.7). Большая концентрация солей Ca, KNO3, KH2PO4 и микроэлементов снижала каллусообразование (рисунок 8G). Микроэлементы оказали наибольшее влияние на изменение цвета листьев (рисунок 8H). Отмечено влияние сочетания нескольких компонентов среды на появление витрификации, которое устранялось при изменении концентрации минеральных веществ (рисунок 8 I). 
	A [image: image24.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Quality

Design Points

3

1

Quality = 2.83333

Std # 1 Run # 20

X1 = F: Minors = 1

X2 = A: NH4NO3 = 1

Actual Factors

B: KNO3 = 1

C: CaCl2 = 1

D: MgSO4 = 1

E: KH2PO4 = 1

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Quality

F: Minors

A: NH4NO3

1.6

1.8

2 2.2

2.4

2.6

2


	B [image: image25.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Quality

Design Points

3

1

X1 = F: Minors

X2 = A: NH4NO3

Actual Factors

B: KNO3 = 0.5

C: CaCl2 = 0.5

D: MgSO4 = 0.5

E: KH2PO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Quality

F: Minors

A: NH4NO3

1.8

2

2.2

2.4

2.6

2.8



	
	

	C [image: image26.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Shoot Number

Design Points

6.5

1

X1 = F: Minors

X2 = A: NH4NO3

Actual Factors

B: KNO3 = 0.5

C: CaCl2 = 0.5

D: MgSO4 = 0.5

E: KH2PO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Shoot Number

F: Minors

A: NH4NO3

3

4

5

     
	D [image: image27.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Shoot Length

5.28333

0.516667

X1 = E: KH2PO4

X2 = F: Minors

Actual Factors

A: NH4NO3 = 1

B: KNO3 = 2

C: CaCl2 = 2

D: MgSO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Shoot Length

E: KH2PO4

F: Minors

2

3

4

4

5

6



	
	

	E [image: image28.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Leaf Size

Design Points

2.5

1

X1 = C: CaCl2

X2 = B: KNO3

Actual Factors

A: NH4NO3 = 0.5

D: MgSO4 = 0.5

E: KH2PO4 = 3

F: Minors = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Leaf Size

C: CaCl2

B: KNO3

1.5

2

2.5

 
	F [image: image29.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Leaf Color

Design Points

2.83333

1

X1 = F: Minors

X2 = A: NH4NO3

Actual Factors

B: KNO3 = 0.5

C: CaCl2 = 0.5

D: MgSO4 = 0.5

E: KH2PO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Leaf Color

F: Minors

A: NH4NO3

1.8

2

2.2

2.4

2.6



	G [image: image30.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Callus

3

1.16667

X1 = F: Minors

X2 = E: KH2PO4

Actual Factors

A: NH4NO3 = 1

B: KNO3 = 2

C: CaCl2 = 2

D: MgSO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Callus

F: Minors

E: KH2PO4

2.2

2.4

2.6

2.8

3

                        
	H [image: image31.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Shoot Tip Necrosis

3

1

X1 = F: Minors

X2 = B: KNO3

Actual Factors

A: NH4NO3 = 1

C: CaCl2 = 0.5

D: MgSO4 = 0.5

E: KH2PO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Shoot Tip Necrosis

F: Minors

B: KNO3

2

2.5

2.5

3

3

 


	I [image: image32.emf]Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Original Scale

Hyperhydricity

Design Points

3

2.66667

X1 = A: NH4NO3

X2 = F: Minors

Actual Factors

B: KNO3 = 0.5

C: CaCl2 = 3

D: MgSO4 = 3

E: KH2PO4 = 0.5

0.5 1 1.5 2 2.5 3

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Hyperhydricity

A: NH4NO3

F: Minors

2.7

2.8

2.9


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

Рисунок 8 – Графическая модель влияния факторов минерального питания на побеги сорта ‘Восход’
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. 


3.3.2.2 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 1, рисунки 4, 5).   

Таблица 1– 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 2, рисунок 9,10). 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 9,10). 

Таблица 2 – 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


У сорта 'Максат' побеги были значительно лучшего качества на обобщённой среде, Максат-среде и контрольной среде MС, существенных различий между ними не было (таблица 3). 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. 
Таблица 3 – 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


Для сорта 'Восход' рейтинг качества побегов был очень хорошим на обобщённой среде, но существенно не отличался от качества на Восход-среде (таблица 4, рисунок 9, 10). 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. 

Таблица 4 – 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

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	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
	
	
	

	Продолжение таблицы 4

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	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


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 2-4 и рисунки 9, 10). 
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Рисунок 9 – 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 10 – 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.

3.3.2.3 Ризогенез in vitro
Для корнеобразования применяли способы, разработанные нами в предыдущих исследованиях. Растения высаживали на 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 агаризованную среду МС, содержащую ½ концентрации макро- и микроэлементов и 0,5 мг/л ИМК (рисунок 11).
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Рисунок 11– Ризогенез яблони в культуре in vitro
В результате у всех исследуемых сортов в культуре in vitro образовались корни.

При укоренении в варианте на безгормональной среде с замачиванием микропобегов, через 3-4 недели у 78% растений развились корни размером 1,5-2,0см, а на среде МС с ½ концентрации макро- и микроэлементов и 0,5 мг/л ИМК – образование корневой системы было достаточно высоким и варьировало в зависимости от генотипа от 85 до 90 %. Через 2 недели выращивания, в зависимости от сорта, в базальной части растенийй образовалось от 1 до 3 корней длиной 5-7 мм. Затем постепенное формировались новые корни и увеличивалась их длина. 

3.3.3 Регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции
В результате полученных результатов был составлен биотехнологический регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции, состоящий из 4 этапов (Приложение В).
3.4 Размножение хозяйственно-ценных образцов яблони in vitro. Депонирование в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС) для длительного сохранения. Клоновая коллекция гермоплазмы в условиях хладохранения
3.4.1 Размножение сортообразцов in vitro на модифицированной питательной среде
Введённые в асептическую культуру сортообразцы были размножены на модифицированной питательной среде следующего состава: 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.
Коэффициент размножения на модифицированной питательной среде значительно превысил размножение растений на стандартной питательной среде Мурасиге и Скуга.  Так, например, сорт Голден Делишес на среде МС имеет коэффициент размножения 5,2, а на модифицированной 6,8, Восход 3,1 и 5,2, Максат 3,1 и 6,3 соответственно (Приложение Г).
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Рисунок 12 – Микроклональное размножение in vitro яблони в светокультуральном помещении при освещённости 40 μmol m-2s-1 ,16-ти часовом фотопериоде, 

температуре +24°С

В результате клонального микроразмножения сорта яблони были размножены для депонирования в условия хладохранения и укоренения в защищённом грунте.

3.4.2 Депонирование in vitro в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС). Создание клоновой коллекции гермоплазмы яблони в условиях хладохранения
Одним из наиболее перспективных направлений в сохранении, выращивании и размножении вегетативно размножаемых форм, гибридов и сортов яблони является использование культуры тканей в условиях in vitro. Применение такой системы для хранения генофонда помимо основной цели ограждает коллекцию сортов от заражения вредителями и болезнями.

Сохранение in vitro является важной составной частью стратегии сохранения ex situ генофонда растений и создания банка гермоплазмы. Принципиальной основой этого метода является ограничение роста культуры in vitro в условиях сниженного метаболизма, требующее периодического возобновления нормального развития, и эффективное в случаях коротких и средних сроков хранения. Популярность этого метода объясняется низкой стоимостью хранения и малым объемом занимаемой площади, замедленным развитием растений, возможностью массового размножения, а также отсутствием в культуре микрофлоры и вредителей. Это позволяет широко использовать генетический материал в международном обмене при значительно сокращенной карантинной процедуре.

Сохранение гермоплазмы in vitro в условиях ограничения роста может осуществляться при использовании ингибиторов роста, снижении питательных веществ и гормонов в питательной среде, понижении температуры воздуха. Наиболее эффективным является хладохранение, на фоне которого проводятся другие способы задержки метаболических процессов [35, 36].
Во многих станах созданы банки гермоплазмы растений. Коллекция яблони Банка гермоплазмы Наваррского народного университета (Испания) составляет 493 сортообразцов [37]. Шведская коллекция in vitro яблони государственного учреждения ‘National Program for Diversity of Cultivated Plants’ содержит 220 образцов [38]. Самая большая коллекция яблони Дании (Malus domestica Borkh.) хранится в коллекции генного банка Pometum (Университет Копенгагена, Дания). Он содержит около 300 сортообразцов, происходящих со всей страны, за исключением самых северных и самых западных регионов [39]. In vitro банк гермоплазмы ягодных и плодовых культур в Федеральном исследовательском центре Всероссийского института генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (ВИР) состоит из 330 сортообразцов, которые сохраняются на питательной среде МС с 50% состава минеральных солей без фитогормонов при +4оС, освещенности (500 лк и фотопериоде 8 ч [40].   В Национальном генбанке Китая, в условиях in vitro сохранения имеет 316 сортообразцов 35 видов вегетативно размножаемых растений [41]. 
В предыдущие годы нами был разработан протокол сохранения гермоплазмы яблони в условиях сниженного метаболизма.  Были определены условия и питательные среды для максимального сохранения растений in vitro в хладобанке. Установлено, оптимальные условия содержания в камере: низкая положительная температура – 4 ± 2ºС, освещенность 7-15 μmol m-2s-1 и 10-ти часовой фотопериод, а также модифицированная питательная среда МС, содержащая 25 или 50% солей нитрата азота, 0,5 мг/л  абсцизовой кислоты, 2% сахарозы или 2% маннита и 2% сахарозы в отсутствии фитогормонов. Для помещения в условия хранения при низкой положительной температуре вначале растения находятся в камере роста растений в течение недели (+23°С, 16-часовой фотопериод, освещённость 25 μmol m-2s-1) и неделю проходят акклиматизацию (10 час при +4°С и 14 час при +23°С). Прошедшие закаливание растения помещают на хладохранение. 

Результаты наших исследований показывают, что сочетание факторов температурного и светового режимов, а также оптимизированного состава питательной среды с лучшими вариантами углеводного и азотного питания могут увеличить срок хладохранения яблони больше, чем на 36 мес [42]. На основе разработанного протокола растения 37 генотипов яблони высажены в пяти секционные воздухопроницаемые пакеты и депонированы в условия замедленного метаболизма (4 ± 2ºС) (рисунок 13).
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Рисунок 13 – Сортообразцы растений в условиях хладохранения 

Создана клоновая коллекция гермоплазмы яблони в условиях хладохранения (4 ± 2ºС), состоящая из 37 сортов, подвоев казахстанской и зарубежной селекции, а также дикорастущих форм: Дамира, Суйслейпер, Айнур, Заря Алатау, Даналык, Восход, Ренет Ладсбергский, Салтанат, Апорт, Бельфлёр Алматиский, Грушовка Верненская, Анель, Голден Делишес, Пеструшка, Максат, ПVII-35, Форма апорта 5/18, Рояль Рэд Делишес, Мутсу,  Куляш, Рахат, Егемен, Выдубецкое Стелющееся, Ренет Бурхарда, Заман, Тюльпан, Карлыгаш, Байтерек, Жаркын, Данияр, Камилла, Талгарское, Жетесу -5, АРМ-18,  M. Domestica Borkh. – формы ТМ-2 и ТМ-6, Malus niedzwetzkyana Dieck ex Koehne. 

Банк гермоплазмы (4°C) in vitro Казахский НИИ плодоовощеводства, состоящий из 37 образцов является резервом полевой коллекции. 

3.5 Пересадка пробирочных растений в не стерильные условия защищённого грунта для последующей передачи в питомник

Перед посадкой растений в не стерильные условия защищённого грунта подготовили 3 варианта субстрата. Состав 1: торф верховой, торф низинный, песок, мука известняковая (доломитовая) в соотношении 1:1:1:0,1. Состав 2: чернозем, торф низинный и песок в соотношении 3:2:1. Состав 3: чернозем, торф низинный и песок в соотношении 2:2:1.  Состав питательных веществ во всех вариантах (мг/кг): азот(N) 150-350, фосфор (P2O5) 250-400, калий (К2О) 250-400. pH – 5,5-6,5.

Подготовленный субстрат стерилизовали одним из способов: пропаривание в сушильном шкафу при 70°С в течение 12 часов. Или стерилизация в автоклаве при давлении 0,8-1,0 атмосфер в течение 30 минут. 

Растеньица с хорошо сформированной корневой системой извлекли из культуральных сосудов, тщательно очистили от агара, промыли дистиллированной водой. Пересадили в торфоперегнойные или пластиковые контейнеры с субстратом в не стерильные условия in vivo. 

Лучшим почвенным субстратом для пересадки оказалась смесь чернозема, торфа и песка в соотношении 3:2:1 стерилизованном в автоклаве при давлении 0,8-1,0 атмосфер в течение 30 минут.

3.5.1 Адаптация пробирочных растений в условия in vivo. Адаптированные пробирочные растения в условия in vivo
Адаптацию растений проводили в условиях теплицы с контролируемыми условиями выращивания (температура, освещение, полив, проветривание и затенение). Сначала проводили 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. На горшочки с растениями надели пакеты, для создания необходимой (95-100%) влажности воздуха для лучшей адаптации к условиям внешней среды. Через двое суток растения постепенно приоткрывали, на 9-10 день подкармливали солями по прописи среды МС. Затем в течение 15-20 дней выращивали в горшочках без покрытия. Через 35-40 дней растения перенесли в теплицу, с контролируемыми условиями дальнейшего выращивания: температура, освещение, полив, проветривание и затенение. После того, как растения полностью прошли адаптацию, из можно пересадить в открытый грунт. 

Лучшим почвенным субстратом для пересадки оказалась смесь чернозема, торфа и песка в соотношении 3:2:1, автоклавированная при температуре 102 °С от 0,8 до 1,0 атм. в течение 20 мин. В этом случае 80–90 % растений приживались в нестерильных условиях защищенного грунта, в то время как в других вариантах приживаемость составляла не более 50–75 % растений. Через 35–40 дней после того, как растения полностью прошли адаптацию, они были пересажены в контейнеры большего размера или открытый грунт. Дальнейший уход за растениями включал частые поливы и рыхление, внесение органических удобрений и борьбу с вредителями и болезнями (рисунок 14). 
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Рисунок 14 - Контейнерная культура яблони в условиях защищенного грунта

Пробирочные растения яблони пересажены в не стерильные условия защищённого грунта для последующей передачи в питомник. 

Растения в не стерильных условия защищённого грунта: сорта отечественной селекции Дамира, Бельфлер Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Анель, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен, Заилийское, Казахское Юбилейное, Нургуль, Рахат, Румянка Алматинская, Синап Алматинский, Улан; районированные интродуцированные сорта: Голден Делишес, Суйслеппер, Мутсу и Рояль Ред Делишес, Агат, Айдаред, Горицвет, Кандиль Синап, Старкримсон; стародавние сорта: Апорт (формы 5/18, 5/3, 5/7), Пеструшка, Грушовка Верненская.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Запланированный объем исследований на 2018-2020г г полностью выполнен. Отобраны хозяйственно-ценные чистосортные сорта яблони отечественной и зарубежной селекции, подлежащие быстрому внедрению в производство и закладке маточных насаждений. Получены асептические растения яблони in vitro из отобранных образцов.  Проведено тестирование растений на наличие грибных и бактериальных инфекций, отбракованы заражённые. Микрорастения клонированы на стандартных питательных средах. Разработана универсальная питательная среда и регламент клонального микроразмножения для различных генотипов яблони с использованием прикладного программного обеспечения Design–Expert®.  Размножены хозяйственноценные образцы яблони in vitro и депонированы в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС) для длительного сохранения. Пробирочные растения пересажены в не стерильные условия защищённого грунта для последующей передачи в питомник.
Получены следующие результаты:

Двадцать чистосортных сортов яблони отечественной и зарубежной селекции, оценены как наиболее хозяйственно-ценные отвечающие современным требованиям интенсивного плодоводства, подлежащие быстрому размножению и внедрению в производство.
Определено, экспланты яблони от сапрофитной микрофлоры эффективно стерилизовать одним из способов: а) HgCl2 0,2% в экспозиции 4 мин. б) HgCl2 0,1 % – 6 мин, с последующей обработкой 3% Н2О2 4 мин. в) «Доместос» + H20 1:5 – 20 мин. 

В культуру in vitro введено 20 генотипов отечественной и зарубежной селекции: Голден Делишес, Апорт и Форма Апорта 5/18, Дамира, Суйслеппер, Бельфлёр Алматинский, Максат, Заря Алатау, Восход, Мутсу, Анель, Пеструшка, Рояль Ред Делишес, Даналык, Салтанат, Талгарское, Байтерек, Карлыгаш, Заман, Тюльпан, Егемен. 

Растения in vitro тестированы на наличие инфицированности грибной и бактериальной микрофлорой на провокационной среде VISS, обракованы заражённые. Получены растения яблони in vitro свободные от грибных и бактериальных вредоносных заболеваний.

Пробирочные растения размножены на стандартной среде Мурасиге и Скуга для проведения экспериментов по разработке регламента и универсальной среды для клонального микроразмножения. 
Разработана (сгенерирована) дизайн (модель) 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 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.

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 4 этапов: 1й этап – Изоляция образцов и введение в культуру in vitro, 2й этап – Клонирование в асептических условиях, 3й этап – Ризогенез асептических растений in vitro, 4й этап – Пересадка в нестерильные условия in vivo.
Введённые в асептическую культуру сортообразцы размножены на модифицированной питательной среде. Коэффициент размножения на модифицированной питательной среде значительно превысил размножение растений на стандартной питательной среде Мурасиге и Скуга.

Растения яблони in vitro депонированы в условия замедленного метаболизма (+4 ± 2ºС) на модифицированную питательную среду МС, содержащую 25 или 50% солей нитрата азота, 0,5 мг/л абсцизовой кислоты, 2% сахарозы или 2% маннита и 2% сахарозы в отсутствии фитогормонов. 

Создана клоновая коллекция гермоплазмы яблони in vitro в условиях хладохранения, состоящая из 37 сортов, подвоев казахстанской и зарубежной селекции, а также дикорастущих форм.

Пробирочные растения 20 сортов, подвоев и дикорастущих форм яблони пересажены в не стерильные условия защищённого грунта для последующей передачи в питомник. 

По результатам научных исследований опубликовано 4 статьи в рецензируемых зарубежных научных изданиях, с ненулевым импакт-фактором, 2 статьи в журналах, рекомендованных ККСОН МОН РК, 2 тезисов докладов опубликованы в сборниках международных конференций, сделано 2 доклада на международной конференции.

Полученные результаты могут быть внедрены в практику агропромышленного производства элитных саженцев, пополнения генофонда in vitro и использованы в коммерческих целях. Разработанная технология клонального микроразмножения яблони гарантирует стабильное клональное микроразмножение и приживаемость в нестерильных условиях защищённого грунта.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Описание отобранных сортов яблони

Новые сорта казахстанской селекции:

 Талгарское 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства, зимнего срока потребления. Сорт высокозимостойкий. Устойчив к парше и мучнистой росе. Дерево среднерослое, крона округлая, средней густоты. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды крупные 190г, округло-конической формы, основная окраска зеленоватая, покровная бордовая, кисло-сладкого вкуса. Мякоть кремовая, сочная, плотная. Аромат средний. Плоды созревают в конце сентября. Хранятся до апреля месяца. Районирован в Алматинской области.

 Максат 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт осенне-зимнего срока созревания. Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое, крона округлая, раскидистая. В плодоношение вступает на 2-3год. Урожайность высокая. Плоды 210 г, плоскоокруглой формы, основная окраска зеленоватая, красный румянец на большей части плода. Вкус кисло-сладкий, с сильным ароматом. Мякоть кремовая, плотная, сочная. Плоды созревают в конце августа. Хранятся до января месяца.  Сорт включен в Гос. реестр по Алматинской области.

 Восход

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Зимнего срока созревания, зимостойкость высокая.  Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое, крона округлая, компактная. В плодоношение вступает на 2-3год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды крупные до 260 г, кандилеобразной формы, окраска светло-желтая с нежным румянцем. Вкус кисло-сладкий, с приятным ароматом. Мякоть белая, плотная, нежная, сочная, мелкозернистая. Плоды созревают в середине сентября. Хранятся до апреля месяца. Сорт районирован в Алматинской, Жамбылской областях.

 Анель

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства.  Летне-осеннего срока созревания.  Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево низкорослое, крона округлая. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды средние и крупные до 205г, округлые темно-красной окраски.  Вкус кисло-сладкий, с сильным ароматом, мякоть белая, средней плотности, нежная, сочная. Плоды созревают в августе. Хранятся до января месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.

 Дамира 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимнего срока созревания. Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе, незначительно поражается паршой. Дерево среднерослое, крона овальная с раскидистыми ветвями. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность высокая. Плоды выше среднего 200г, форма удлинено-коническая, окраска яркая с красными полосками по всему плоду. Вкус кисло-сладкий, аромат средний, мякоть белая, сочная, зернистая. Плоды созревают в середине сентября. Хранятся до апреля месяца. Проходит Государственное сортоиспытание. 

 Даналык 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимнего срока созревания. Зимостойкий. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое. Крона густая, округлая. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность 205,6 ц/га. Плоды крупные до 220 г, конической формы. Основная окраска зеленовато-желтая размытая, румянец темно красный по всему плоду.  Вкус кисло-сладкий, с сильным ароматом. Мякоть кремовая, сочная, плотная. Плоды созревают в середине сентября. Хранятся до апреля месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.

 Егемен 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимнего срока созревания. Сорт отличается высокой зимостойкостью, обильным ежегодным плодоношением. Устойчив к мучнистой росе и парше. Дерево среднерослое. Крона густая, округлая, ветви расположены компактно. В плодоношение вступает на 3 – 4 год после посадки в сад. Плоды крупные, правильной конической формы (180 – 200г) с покровной окраской по всему плоду. Урожайность высокая. Мякоть белая, плотная, сочная, кремовая, вкус кисло-сладкий 4,7 балла, с ароматом тонким. Созревает в конце сентября, лежит до апреля месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.

 Тюльпан 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Осеннего срока созревания. Зимостойкость высокая. Устойчив к мучнистой росе редко поражается паршой. Дерево среднерослое, крона округло-коническая. В плодоношение вступает на 3 год после посадки в сад. Урожайность 248 ц/га. Плоды крупные до 250г, очень красивые, форма цилиндрическая, окраска яркая на размытом красном фоне более темные штрихи по всему плоду, равномерные. Вкус кисло-сладкий, десертный, мякоть кремовая, нежная, сочная, мелкозернистая. Плоды созревают в конце августа. Хранятся до января месяца. Проходит Государственное сортоиспытание.

 Заман 

Сорт селекции Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт создан в Казахстане, позднезимнего срока созревания. Дерево среднерослое, крона округлая. Плодоносит на кольчатках, копьецах и плодовых прутиках. Плоды крупные и средние 140 – 190 г, имеют округлую форму. Основная окраска светло-желтая, покровная темно-красная по всему плоду. Мякоть белая, плотная, сочная кисло-сладкого хорошего вкуса, со слабым ароматом. Кожица плотная, при созревании с сильным восковым налетом. Подкожные точки белые, редкие. Плоды созревают в конце сентября – начале октября, хранятся до мая. Сорт скороплодный, урожайный, в плодоношение на карликовом подвое вступает на 3-й год после посадки в сад. Сорт комплексно-устойчив к парше, мучнистой росе и бактериальному ожогу.

 Заря Алатау 

Сеянец свободного опыления сорта Ренет Орлеанский.
Оригинатор: Казахский НИИ плодоводства и виноградарства. Сорт зимостойкий, урожайный, требователен к теплу и продолжительному периоду вегетации. Дерево сильнорослое, с овально-пирамидальной, достаточно густой кроной. Тип плодоношения смешанный, преимущественно кольчаточный, плодоношение регулярное только при соблюдении хорошей агротехники. Биологические особенности: вступает в плодоношение на 3-й год после посадки в сад на подвое 62-396. Восприимчив к парше. Плоды ниже средней величины, не одномерные по размеру, правильной округло-конической формы, основная окраска желтая, покровная – в виде небольшого размытого румянца по меньшей части плода. Мякоть кремовая, плотная, мелкозернистая, очень сочная, кисловато-сладкая, с сильным ароматом. Срок потребления: декабрь–апрель. Плоды 100 – 120 г, конической формы, не одинакового размера, жёлто зелёного цвета с румянцем на солнечной стороне. Мякоть плотная, сочная, ароматная, очень хорошего вкуса, с дегустационной оценкой 4,3 балла. Плоды позднезимнего срока потребления. Хранятся плоды до мая, срок потребления с декабря по апрель.

Салтанат

Выведен в помологическом саду Казахского НИИ плодоводства и виноградарства методом отбора сеянцев Ренет Бурхардта от свободного опыления. Сорт в основном выращивается на семенном подвое, но можно деревья выращивать и на полукарликовых формах, на вегетативном подвое ММ-106. Сорт позднеосеннего срока созревания, высокоурожайный, зимостойкий. Плоды одномерные, средний вес плода 170 г, плоскоокруглые, правильной формы, очень привлекательные (на международной выставке в Монреале сорт удостоен высшей награды Гран-при), зеленовато-желтые с размытым румянцем, высоких товарных качеств. У плодов мякоть кремовая средней плотности, мелкозернистая, товарных качеств. У плодов мякоть кремовая плотности, мелкозернистая, кисловатосладкая. Урожайность высокая, средний урожай за 4 года составил 119,6 ц в пересчете на гектар, что на 39,8 ц больше сорта Апорт Александр. 

Байтерек

Сеянец сорта Апорт, выведен в Казахский НИИ плодоводства и виноградарства.  Сорт с высокими показателями урожайности и качества плодов, регулярен в плодоношении. Дерево большое, крона средней густоты. Плоды крупные от 280 до 360 г, округло-конической формы, окраска зеленоватая, по всему плоду размытый полосатый румянец, мякоть средней плотности, кремовая, мелкозернистая, сочная. Вкус плода кисло-сладкий, аромат сильный. 

Карлыгаш 

Сорт казахстанской селекции (Изобильное х Рашида), выведен в КазНИИПиВ. Зимнего срока созревания, хранится до марта месяца. Засухо-морозо устойчив, урожайность высокая, плоды крупные (235 г), конические, округлые, с размытым румянцем. Мякоть сочная, плотная, хорошего вкуса.

Бельфлёр Алматинский

Деревья сильнорослые: в 10 лет высота 5 м, диаметр кроны 1,7 м. Крона узкопирамидальная, среднезагущенная. Ветви отходят под острым углом. Кора на штамбе и основных ветвях серая, шелушащаяся. Побеги тонкие, коричневые, опушенные. Чечевичек много, они мелкие. Почки мелкие, прижатые, округлоконические, опушенные. Листья средние, удлиненные, с длиннозаостренным кончиком, зеленые, слабоморщинистые, с грубой нервацией. Пластинка чуть вогнутая, слабоопушенная. Край листа пильчатый. Черешок средней длины и ширины, слегка опушенный. Прилистники средние, шиловидные. Плоды созревают в конце сентября. Они крупные (средний вес 200 г, высота 68 мм, ширина 65 мм), округлоконические, почти цилиндрические, иногда сверху слегка скошенные. Поверхность слегка ребристая. Плодоножка средней длины (1,2 см) и толщины, слегка изогнута. Воронка среднеглубокая, коническая, неоржавленная. Чашечка неопадающая, закрытая. Блюдце глубокое, сильнобороздчатое. Кожица плотная, гладкая, слегка жирная на ощупь, без налета, желтовато-зеленая, с легким оранжевым румянцем на освещенной стороне плода. Подкожных точек немного; они мелкие, белые, слабозаметные. Сердечко среднее, широкосердцевидное. Семенные камеры полузакрытые, крупные. Подчашечная трубка средняя, воронковидная. Семена крупные, удлиненные, светло-коричневые, носик оттянут. Мякоть слегка желтоватая, очень плотная, но нежная, мелкозернистая, кисловато-сладкая, с сильным ароматом и особым привкусом Бельфлера.

Стародавние сорта:

Пеструшка 

Стародавний сорт из России, летнего срока созревания. Районирован в Алматинской, Жамбылской и Кызылординской областях. Сорт хорошо адаптирован к условиям Юга и Юго-Востока Казахстана, высоко зимостойкий. Дерево сильнорослое. Крона широовальная, раскидистая. Плодоносит преимущественно на простых и сложных кольчатках. Плоды средние и выше среднего размера 120 – 150г, широкотупоконические, поверхность слаборебристая. Основная окраска плодов желтая, покровная ярко-розовая в виде широких штрихов и крапинок, покрывающих почти весь плод. Мякоть белая, плотная, зернистая, сочная, с приятным вино-сладким вкусом и ананасным ароматом. Созревают плоды в начале -середине августа, хранятся в течение месяца. Транспортабельность хорошая. Сорт среднеурожайный. В плодоношение на слаборослых клоновых подвоях вступает на 4 год после посадки в сад. К парше и мучнистой росе среднеустойчив. Основные достоинства сорта: высоко зимостойкий, отличные товарные и вкусовые качества плодов. Недостатки сорта: средняя урожайность, мельчание плодов при перегрузке урожаем, склонность с возрастом к периодичности плодоношения, быстрое перезревание плодов при хранении. К бактериальному ожогу среднеустойчив.

Апорт

Сорт в условиях юго-востока Казахстана показывает наилучшие результаты по качеству плодов. Он выращивается здесь более 150 лет и в свое время занимал ведущее место в садах и являлся брендом Алма-Аты. Несмотря на недостаточную интенсивность этого сорта. Благодаря непревзойденным по качеству плодов он должен выращиваться в наиболее благоприятных для него условиях. Дерево среднерослое, образует средней ширины, округлую, относительно редкую крону, Крона плодоносящих деревьев становится плоско округлой. Ветви со средним или большим углом отхождения, побеги коричневые, опушенные. Сорт со смешанным типом плодоношения, скороплодный, урожайный. Плодоношение молодых деревьев ежегодное, с годами становится периодичным. Плоды крупные, плоскоокруглые, конические. Средний вес плода 250 – З00 г. При хорошем увлажнении плоды средней одномерности, осыпаются слабо. Окраска жёлтозелёная, с размытым розовым и полосатым карминово-красным покровным окрашиванием по большей части плода. Кожица плотная, с мелкими светлыми подкожными точками. Мякоть зеленовато-белая, среднеплотная, крупнозернистая, средне сочная, приятного кисло-сладкого вкуса, ароматная. Плоды созревают, в зависимости от высоты местности, в период с 15 сентября по 30 октября и сохраняются в свежем виде до 60-100 дней. Транспортабельность плодов средняя, требует тщательной упаковки. Сорт зимостойкий, среднеустойчив к засухе и к болезням. 

Для закладки садов Апорта необходимо использовать его наиболее перспективные формы отбор которых проводится в КазНИИПиВ. 
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Отобрана в Талгарском районе Алматинской области. Деревья имеют хорошее и отличное общее состояние, крона округлая. Урожайность высокая. В плодоношение вступают на 6-7 год после посадки в сад. Схема посадки 8х6. 

Плоды крупные (280 г), привлекательные, с сильным ароматом. Мякоть белая, зернистая, сочная. Плоды созревают в сентябре и хранятся до февраля-марта. Форма размножается для закладки новых садов апорта.

Интродуцированные сорта:

Голден Делишес 

Сорт создан в США, зимнего срока созревания. Районирован в Алматинской, Жамбылской, Южно-Казахстанской областях. Сорт хорошо адаптирован к зимним условиям юга и юго-востока Казахстана. Дерево среднерослое. Форма кроны у плодоносящих деревьев округлая или широко-округлая, густоветвистая и хорошо облиственная. Плоды среднего и выше среднего размера 140 – 170 г, округло-конические, золотисто-желтого цвета. Мякоть зеленоватая, плотная, очень сочная, сладкая, десертного вкуса с приятным ароматом. Созревают плоды в середине-конце сентября, хранятся до марта - апреля. Транспортабельность высокая. Сорт урожайный и скороплодный, в плодоношение на слаборослых подвоях вступает на третий год после посадки в сад. Наиболее полно требованиям сорта Голден Делишес отвечают условия предгорной и низкогорной зон Алматинской области. Основные достоинства сорта: скороплодность, высокая урожайность и товарные качества плодов. Устойчив к мучнистой росе. К парше и бактериальному ожогу не устойчив.

Суйслеппер 

Сорт народной селекции из Эстонии. Районирован в Алматинской, Жамбылской, Южно-Казахстанской областях. Дерево сильнорослое, крона широкопирамидальная, сильно загущенная. Плодоносит на простых и сложных кольчатках, копьецах. Плоды средней величины 90 – 110г., плоскоокруглые или округлоконические с плоскими ребрами. Основная окраска плодов белая, на солнечной стороне румянец в виде ярко - розовых полос. Мякоть плодов белая, иногда под кожицей розовая, мелкозернистая, нежная, прекрасного кисло-сладкого вкуса, ароматная. Плоды созревают в 1-2 декаде июля, хранятся 2-3 недели, малотранспортабельные. К парше и мучнистой росе не устойчив. Урожайность средняя. В плодоношение на карликовом подвое вступает на 4-5-й год после посадки в сад. Схема посадки для деревьев на яблоне Сиверса 7х5 м, на клоновых подвоях 5х2 м. К бактериальному ожогу среднеустойчив.

Роял Ред Делишес

Американский сорт, имеющий на семенном подвое среднерослые, средневетвистые деревья, отлично формирующиеся по типу пальметт. Зимостойкость выше, чем у других сортов из групп Голден и Ред Делишесов. Плоды по внешнему виду, размеру и качеству лучше, чем у более распространенного и известного спурового сорта Старкримсон. Их средний вес на суходоле колеблется от 125 до 193 г, а при орошении и во влажные годы с малой нагрузкой урожаем 220-250 г. Яблоки этого сорта продолговато-конические, с характерной сильно ребристой верхушкой, яркой карминно-красной окраской кожицы, с белыми точками. Их внешний вид оценивался в 4,5 – 4,9 балла. Хранятся они в обычных подвалах до мая. Транспортабельность отличная. Достоинства сорта: устойчивость к болезням, достаточно высокая и стабильная урожайность, отличный размер, вид, вкус и сохранность плодов. Недостатки сорта: позднее вступление в товарное плодоношение, недостаточно высокая морозостойкость, вынуждающая выращивать сорт на скелетообразователе из Антоновки обыкновенной и только на участках с благоприятной экологией.

Мутсу 

Сорт выведен в Японии. Срок созревания позднезимний. Дерево сильнорослое, триплоид, необходимы сорта опылители. Плоды крупные 200г, и очень крупные более 400г, продолговато-конические. Окраска зеленовато-желтая, при хранении становится ярко-желтой. Мякоть плотная, очень сочная, приятного кисло-сладкого вкуса. Плоды созревают в конце сентября начале октября. Хранятся до мая. Сорт урожайный. Среднеустойчив к болезням. Недостаточно зимостоек. Среднеустойчив к бактериальному ожогу.

ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Результаты экспериментов по оптимизации минерального состава питательного состава для клонального микроразмножения яблони 

Таблица Б.1 – Введение яблони в культуру in vitro 

	Сорт
	Количество побегов

	
	Изолировано, шт
	Погибло, шт
	Регенерирующих, шт
	Регенерирующих, %

	Максат
	75
	61
	14
	19 

	Восход
	75
	66
	9
	12 

	Голден Делишес
	75
	62
	13
	17

	Апорт
	75
	64
	11
	15

	Суйслеппер
	75
	70
	5
	7

	Даналык
	75
	69
	6
	8

	Пеструшка
	70
	67
	3
	4

	Дамира
	70
	65
	5
	7

	Мутсу
	70
	64
	6
	3

	Заря Алатау
	50
	47
	3
	6

	Талгарское
	75
	70
	5
	7

	Анель
	75
	71
	4
	5

	Бельфлер Алматинский
	25
	24
	5
	20

	Салтанат
	25
	21
	6
	24

	Рояль Ред Делишес
	25
	20
	8
	29

	Егемен
	100
	91
	9
	9

	Тюльпан
	100
	87
	13
	13

	Заман
	60
	55
	5
	8

	Байтерек
	70
	62
	8
	11

	Карлыгаш
	60
	54
	6
	10


Таблица Б.2 – Тестирование эксплантов яблони на провокационной среде VISS
	 Сорт
	Количество эксплантов, шт
	Заражено, шт.
	Свободно от микрофлоры

	
	
	Грибная инфекция
	Бактериальная инфекция
	шт
	%

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Максат
	14
	0
	4
	10 
	71

	Восход
	9
	0
	3
	6 
	67

	Голден Делишес
	13
	1
	3
	9 
	69

	Апорт
	11
	1
	5
	5 
	45

	Суйслеппер
	5
	0
	0
	5 
	100

	Даналык
	6
	0
	1
	5 
	83

	Пеструшка
	3
	1
	0
	2 
	67

	Дамира
	5
	0
	1
	4 
	80

	Мутсу
	6
	0
	1
	5 
	83

	Заря Алатау
	3
	0
	1
	2 
	67

	Талгарское
	5
	0
	1
	4 
	20

	Анель
	4
	1
	1
	2 
	50

	Продолжение таблицы Б.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Бельфлер Алматинский
	5
	0
	0
	5 
	100

	Салтанат
	6
	0
	0
	6  
	100

	Рояль Ред Делишес
	8
	0
	0
	8 
	100

	Егемен
	9
	2
	4
	3
	33

	Тюльпан
	13
	0
	9
	4 
	31

	Заман
	5
	0
	2
	3
	60

	Байтерек
	8
	2
	2
	4 
	50

	Карлыгаш
	6
	1
	3
	2 
	33


Таблица Б.3 – Клональное микроразмножение яблони in vitro 

	Сорт
	Количество побегов для размножения,

шт.
	Количество размноженных побегов, шт.
	Количество пассажей


	Среднее за 1 пассаж
	Коэффициент размножения

	Максат
	10
	123
	4
	30,7
	3,1

	Восход
	6
	73
	4
	18,3
	3,1

	Голден Делишес
	9
	186
	4
	46,5
	5,2

	Апорт
	5
	17
	5
	3,4
	0,7

	Суйслеппер
	5
	31
	3
	10,3
	2,1

	Даналык
	5
	37
	4
	9,3
	1,9

	Пеструшка
	2
	12
	4
	3,0
	1,5

	Дамира
	4
	27
	3
	9,0
	2,3

	Мутсу
	5
	21
	4
	5,3
	1,2

	Заря Алатау
	2
	15
	4
	3,8
	1,8

	Талгарское
	4
	24
	4
	6,0
	1,5

	Анель
	2
	37
	4
	9,3
	4,7

	Бельфлер Алматинский
	5
	21
	4
	5,3
	1,6

	Салтанат
	6
	23
	4
	5,8
	1,2

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

	Егемен
	3
	19
	3
	6,3
	2,1

	Тюльпан
	4
	12
	3
	4,0
	1,0

	Заман
	3
	11
	3
	3,7
	1,3

	Байтерек
	4
	18
	3
	6,0
	1,5

	Карлыгаш
	2
	15
	2
	7,5
	3,7


Таблица Б.4 -  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
	0,5
	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 Б.4

	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


Таблица Б.5 – 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)
	
	


Таблица Б.6 – 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
	Квадратичная

0,0483

(2,41) 

Не достоверность 0,18 NS

R Sq 0,31
	Квадратичная

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 Sq0,.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)
	
	
	
	
	
	


Таблица Б.7 – 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

(минральный состав)
	Качество

побегов
	Количесво побегов
	Длина побегов
	Размер листьев
	Цвет 

листьев
	Каллус
	Некроз верхушки
	Витрифи-

кация

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Модель
	Линейная

0,0002

(6,3)

Не досто-

верность 0,017

R Sq 0,51
	Линейная

0,0047

(3,97)

Не досто-

верность 0,18NS
R Sq 0,42
	Квадра-

тичная

0,0075

(3,99)

Не досто-

верность 0,37NS
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
	
	
	
	
	
	
	
	

	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)

	Продолжение таблицы Б.7 

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	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)


ПРИЛОЖЕНИЕ В

Регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции

«Регламент клонального микроразмножения сортов яблони местной и зарубежной селекции» в виде самостоятельного документа прикреплен в информационной системе Национального центра Государственной научно-технической экспертизы http://is.ncste.kz/. Регламент согласован и утвержден на Ученом совете ТОО «Казахский научно-исследовательский институт плодоовощеводство», протокол № 6 от «25» сентября 2019 г. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Клональное микроразмножение яблони на модифицированной питательной среде 

Таблица Г.1 - Клональное микроразмножение яблони на модифицированной питательной среде 

	Сорт
	Количество побегов для размножения, шт.
	Количество размноженных побегов, шт.
	Количество пассажей


	Среднее за 1 пассаж


	Коэффициент размножения

	Анель
	12
	220
	3
	73,3
	6,1

	Апорт
	5
	45
	3
	15
	3

	Байтерек
	6
	75
	3
	25,0
	4,2

	Бельфлер Алматинский
	6
	45
	3
	15
	2,5

	Восход
	25
	390
	3
	130
	5,2

	Голден Делишес
	25
	510
	3
	170
	6,8

	Дамира
	10
	154
	3
	51,3
	5,1

	Даналык
	25
	210
	3
	70
	2,8

	Егемен
	10
	79
	3
	26,5
	2,7

	Заман
	5
	54
	3
	18,0
	3,6

	Заря Алатау
	5
	46
	3
	15,3
	3

	Карлыгаш
	6
	93
	3
	31
	5,1

	Максат
	25
	390
	3
	157
	6,3

	Мутсу
	10
	62
	3
	20,7
	2,7

	Пеструшка
	4
	26
	3
	8,6
	2,2

	Рояль Ред Делишес
	10
	177
	3
	59,0
	5,9

	Салтанат
	6
	53
	3
	17,6
	2,9

	Суйслеппер
	6
	77
	3
	25,6
	4,3

	Талгарское
	6
	81
	3
	27,0
	4,5

	Тюльпан
	5
	54
	3
	18,0
	3,6


ПРИЛОЖЕНИЕ Д

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 Е

Календарный план работ по договору № 152 на грантовое финансирование от 14 марта 2018 г.  
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Приложение Ж

Научно-организационная деятельность

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: 

Общая сумма проекта 26 000 000 тенге, в том числе по годам: 2018 год – 9 000 000 тенге; 2019 год – 8 500 000 тенге; 2020 год – 8 500 000 тенге.

3. Публикации:

Статьи в рецензируемых зарубежных научных изданиях, с ненулевым импакт-фактором: 

2018 г.

1. Kovalchuk I.Y., Mukhitdinova Z., Turdiyev T., Madiyeva, G., Akin M., Eyduran, E., Reed B.M. Nitrogen ions and nitrogen ion proportions impact the growth of apricot (Prunus armeniaca) shoot cultures // Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), Journal of Plant Biotechnology. – 2018. – N. 2. – Vol. 133. – P. 263-273. Индекс цитирования (13), квартиль (Q3) по базе данных Web of Science, Impact Factor 2,329. DOI: 10.1007/s11240-018-1379-8.

2020 г. 

2. Turdiyev T.T., Kovalchuk I.Y., Kabylbekova B.Z., Chukanova N. I., Frolov S.N. In vitro germplasm cold storage of fruit and berry plants of Kazakhstan // EurAsian journal of BioSciences. – 2020. – N. 1. – Vol. 14. – P. 1213-1219. Процентиль (22), URL: http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-85090329703&partnerID=MN8TOARS
3. Balnur Kabylbekova, Irina Kovalchuk, Zinat Mukhitdinova, Timur Turdiyev, Gulshariya Kairova, Gulnara Madiyeva, Barbara M. Reed. Reduced major minerals and increased minor nutrients improve micropropagation in three apple cultivars // In Vitro Cellular/Developmental. Biology-Plant (In Vitro Cell.Dev.Biol.-Plant). – 2020. – Vol. 56. – N. 3. – P. 335-349. Процентиль – 68 по сельскохозяйственным наука, 50 - биотехнологии, Impact Factor 1,814. DOI: 10.1007/s11627-019-10019-1

4. Ковальчук И. Ю., Кабылбекова, Б. Ж., Чуканова, Н. И., Турдиев, Т. Т., & Фролов, С. Н. Клональное микроразмножение в производстве посадочного материала яблони Казахстана // Вестник Нижегородской государственной сельскохозяйственной академии. -  № 3 (27). - 2020. – С. 5-12. (Импакт-фактор РИНЦ - 0,121). 

Статьи в журналах, рекомендованных КОКСОН МОН РК:

2019 г.

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. 
Публикации в рецензируемых зарубежных журналах:

2019 г.
1. Kabylbekova B., Turdiev T., Chukanova N., Kovalchuk I. Optimization of in vitro coining of different genotypes of fruit and berry crops // Journal of Biotechnology. – 2019. – Vol. 305S. – P. 59.  DOI: 10.1016/j.jbiotec.2019.05.208.

Публикации в трудах международных конференций, проведенных за рубежом:

2018 год

1. Irina Kovalchuk, Balnur Kabylbekova, Nina Chukanova, Timur Turdiyev, Gulnar Madiyeva. Cold storage of in vitro apple germplasm in Kazakhstan // Biotechnology as an instrument for plant biodiversity conservation. Yalta, Russia, 1-5 October. – 2018. – P.147.

2. Kushnarenko S., Kovalchuk I., Turdiev T., Romadanova N., Reed B.M. Cryobanking clonally propagated plants in Kazakhstan: 15-year experience // Cryobiology. – 2018. – No. 80. – P. 162.

Публикации в трудах международных конференций, проведенных в Казахстане:

2019 год

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.

2. Kabylbekova B., Turdiev T., Chukanova N., Kovalchuk I. Optimization of in vitro coining of different genotypes of fruit and berry crops // Journal of Biotechnology. – 2019. – Vol. 305S. – P. 59.  DOI: 10.1016/j.jbiotec.2019.05.208.

4. Доклады:

а) в международных конференциях и семинарах, проведенных за рубежом:

2018 год

1. Доклад на тему: «Cold storage of in vitro apple germplasm in Kazakhstan» в VIII Международной научно-практической конференции «Биотехнология как инструмент сохранения биоразнообразия растительного мира (физиолого-биохимические, эмбриологические, генетические и правовые аспекты)», 1-5 октября 2018 года, на базе ФГБУН «Ордена Трудового Красного Знамени Никитский ботанический сад – Национальный научный центр РАН», г. Ялта, Россия.

2019 год

2. Poster presentation by Balnur Kabylbekova. Reduced Major Minerals and Increased Minor Nutrients Improve Micropropagation of Three Apple Cultivars. ‘European Biotechnology Congress 2019’, April 11-13, Valencia, Spain. 

б) в международных конференциях и семинарах, проведенных в Казахстане:

2019 год

1. 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.

7. Подготовка кадров:

а) руководство Ph.D докторанта:

1. Кабылбекова Балнур Жасулановна, защита диссертации доктора философии (PhD), Республиканское государственное предприятие на праве хозяйственного ведения «Казахский национальный аграрный университет» Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан, «Разработка биотехнологии размножения и сохранения генофонда плодовых культур в Кахахстане», по специальности 6D080900 – Плодоовощеводство, 2020 г. № диплома 0240045. 
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Abstract
Nitrogen s a msjo diver ofplant growth and the itrogen source can be crtcal 0 good growth n vito A resporse surfce
methodology mixtre-componeat design and a data mining agorithm wer: applied 10 nitrogen () triton o mproving the
micropropsgation of Prunus armeniaca Lamn. Data ke o shoot cultursinchaded 3 subjectiv guait sting. shoot number,
shoot length, leaf characteristcs and physologica disorders. Data were analyzed using the Clasifcaion and Regresion
“Trcedata mining algorithm. The best oversl shoot quality 3¢ wel s lea color were on medium with NO,=5 25 mM snd
NH,/Ca* > 0.5 Improving shoot length 115 mm requird 25 <NO,” <35 mM with NH,/Ca%* £2.33. The mst shoots
(116 were produced with NO,” >25 mM and NH,/Ca < 0.5, but there were 510 shoots at other NO~ concentrations
regardess of NH, /Ca proportion. Leaves increased in size with higher NO, concentrations (> 55 mM). Physiological
isorders were als iflucnced by thenirogen componets. Shoot i nccross was raely present with N0, > 45 mM. Cal-
Ius production decreasd somewhat with NH, /Ca+ > 2.3, Suggesed concentrtionsfor s improved medium considering
all ofthese growth characteistics would be 25 <NO,” <35 mM and NH,/Ca® < 03. Valdation xperiments comparing
WPM and thee trial media showed improvemments i severa shoot romwth parsmeters o meciom with optmized mesos
and optimized nitrogen components

Keywords CART data minin - lon confounding - Medium optmization - Micsopropsgtion - Mixture comporent

Introduction

Mineral utrints are the main componeats of plant tssue
cultue media, and nitrogen is a major nutient among the
14 essential lements for oo invitro gowth, Nirogen was
eporcd o ffct many plant responses ncluding callas

mation,organogenesis, cmbryogenesis and muliplication
Beconcsupplementey mateil Thecnioe veron of i (Niodz and Evens 2008). lans wilze nicogen i te form

el (tp bt /0. I0TAL1 240-015.1575:) contin of NH,* and NO,™. The effctof nitrogen is dtermined
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by tsion proporton and concentration as wel s the otal
available . Since the ilra soure used iscalcium nitate
it mustaisobe considerd n fon proportions (C2*) and con-
centratons. Calcum was found o have significantefiects o
Physiologicl disorders ke shoot tipnecrosis and hyperhy-
driity (Machadoeta. 2014: Snghact al. 1990).

“Tissue culture optimization stdics are conducted maily
by using salts s factors within the experimental design.
‘which leads o the poblem of ion confounding (Niedz and
Evens 2006). lon confounding occurs when slt are traied
as factors withi the experimenlal design, hus the effect of
ions i undeterminabe. For example, the efec of calcium
nirat [Ca(NO,] or ammonium nitrate (NHNO) on any
plant response depends on the amount and proportion of
Ca*,NH,* and NO -

“Traditonally. issue culture experiments were mainly
set up with factorial designs, which do not allow testing
many factors al various kevels,due 10 the very arge mumber
of treatment combinations generaid (Complon and Mize
1999; Murashige and Skoog 1962). Recent plan issue cul-
e studies began o utlize computer generated optimal
designs, which educed treatment combinations 0 a man-
ageable number, and allowed testing of many factorsat a
wide range of concentrations (Akin e a. 2163, b; Hand
etal. 2014; Reed et al. 2013, However, fctor proporions
‘within the media could also aiectplant esponses, and com-
puter generated mixture designs provide the opportunity of
‘esting the proportions and amounis o the inputs (Niedz
and Exens 2008, 2011). Mixture factors are referred fo as
“components’. and are proportions of a blend. The meas-
ured response depends on both the proportion of th com.
‘ponenis, and the amount of the mixture. The sum of compo-
nent proportions should equal fo one, herefore component
factors are dependent on each other. Ina thre.component.
mixtue desig the response depends on the proportion of
ingredient, but changing the proportions of one also keads
1o changes in the proportion of the ther two (Nieds and
Evens 2016)

Statisical methods used to analyze tssue culure data
vary. but ANOVA and regression arethe traditonalstatst-
caltechniques usd. In vito studies are complex, equiing
advanced satisical models ik response surface method-
ologies and data miring. tht are able to deect ineractions
between variables and nonlinear efecs (Akint al. 20160,
). Another appropriate statistical technique o analyze
biological data i the Classification and Regression Tree
(CART) daa mining algorithm. CART s a non-parametric
echnique able o detect compex interactions and non-iear
relationships beween independent variables. and it gener-
ates visual,easy 10 inkerpret binary decision rees (Gardner
and Doriing 2000; Rashidi et al. 2014)

In thisstudy we used a mixture-amount desig. fee of
ion confounding, that included a two-component mixture

@ springer

(NH.SCi) and  quantitaive fctor (NO, )t determine
proportionsl and smounteffcts on some n viro esporses
of wild priot shoot cultures natie to Kazakhstan. The
CART alorithm ws used t0 snayze the dta. A growth
experiment s run o vl theresuls.

Materials and methods
Plant materlal and culture conditions

Shoot cultures were originally initatd from 10 seedlings
of a selcted wild tre of Prunus armeniaca Lam. from
the Zailyskyi Alatu egion of Kazakhstan 1o represcnt the
senctc diersityofte populaion (Kovalchuketal. 0173).
For this study thes pooled shootculures were propagated
on a modified woody plant medium (WPM) (Lioyd and
McCown 1950), Trial Medium 1, with increased itrogen
(1.75>the WPM concentrations of N compounds) and
masos (CaCl, 2. MgSO, T, K.SO,.and KH,P0,)
(2:5% WPM) (Kovalchuk et al. 20172), 20 gI-! each sucrose:
and sorbitol and 22 M N-benzyladenine (BA) (PhytdTech.
nology Labs, Shawnee Mission, KS). 4 oI’ agar (Bitek,
Difco, Detroit, ML) and 15 gI”! Gelrite (G434 PhytoTech
nology Labs.) at pH 5.7 Magenta GAT boxes (Magenta
‘Corp.Chicago, IL.) with 0 ml of medium n eachbox were
used and shoots were transiered 1o fresh medium every.
3 week. Growth room condiions were 24 °C with 16 h
photoperiod and 40 uM s radiaton provided by cool
white fluorescent amps (Generik Company, Chelyabinsk
region, Miass,Russia).

Experimental design

An optimal mixture-amount experimental design was
generated with Design-Expert software (Design-Expert
2010) using NH,* and Ca'* as mixture components, and
'NO,” amount as a numeric factor within 19 eatment com-
binations. Treatment medium with the N components var-
ied was based on standard WPM minerals with 20 ¢ each
sucrose and sorbitol and 0.5 mg/L (22 uM) (BA).4 g agar
and 1.5  Gelrite. Treatment 201s a WPM control (Tabke 1)
“The ranges for NH,* and Ca?* were indicated s a propor-
tion with all mixture-componen proportions in each rea-
ment summed to one. N0~ conceniration ranged from 20
0 6 mM: NH, " and Ca™ proportions anged rom 0.25 0
075, The tolal amount of Ca®* and NH," was maiched to
the NO;~ kevel 10 provide neutraliy. and pH was uniform
through th design point. Solution Rcipes were calculaizd
using the linear programmine technique xplained n Nizdz.
and Evens (2006). Each treatment included two culue ves-
sels with five plan ineach. Replications ar included within
the design in addition to the two magenta boxes. Cullures
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PLANT TISSUE CULTURE

Reduced major minerals and increased minor nutrients improve
micropropagation in three apple cultivars

Balnur Kabybekova ™ - rina Kovalchuk - Zinat Mukbitdinova” - Tamur Turdiyey - Glshariya Kairova
Gulnara Madiyeva’ - Barbara M. Reed
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Abstraa
Mincral utrient madium requirements fo propagtion of i shoots ofappe (Ve domestica Borkh) “Golden Delcous'.
“Makoar, nd “Voskbod' were sudie usig resporse urfce mhadology (RSM). The mincral utsional ctors cvauaed
wercbasl o Murashige and Skoog (MS) minealmuricnts (NHNO3, KNOs, CaCl, KHoPO MgSO, and mivor mutiens).
with concentrators ranging from 0.5 o 3.0 the MS concentratons Nine plant growth qualies were cvalusted. The most
significat fctors were NHINOs at 05 1o 1.0< MS, and minor muricnts t 20« MS. Most of he othr tors were optmal at
05 Theguaby rating vas ighet when minormuicnswere 20< MS, ad st lhrmurients were standard concenrations
orlower,Incremal KH:PO, and mior nutrints wee the mos sigifican for improvad muliplication, and higher KNO for
oot length.Optimized mediawere deveoped for cch culivar b an these models. The culivars were grown o th three
individual optimized media. a gencral mdium bused on the tres optimizatons, and MS. The optmized mecium for cch.
ulivar was significanly bete for shoot quality and shoot lngh of cach culivar than MS, bt he generlized medm of
minors at 2.0< and NH.NOs, CaCl, and MgSO, at 0.5 MS, was sirificatly beter for two of the hre culvars and not
sgniicatly difrentfor th thir. Th next scp o develp & fral optmized madium wil e te caluatio of the minor
i, detarminion of opimal concentatos of cch, and serening 8 wile rnge of Ml garmplasm on th fralzed
medium.
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oftmes, Wi sed o wide e o hesbacous snd woody
Speicsand s cxocilly imporian o i crope. Thr v
many it e that are diffult o microopagals howerer,
cen developments o inviro culurs esiques bavemade
i possibl t commercilly propaie many Buit s Cain
and T 2003). Alhongh many genckyps can e roagaed
on asigl modim, thr s shrays xccptions. Develping.
& w microopagaion sheme i eting  lage -
ot of genotyps o defemine th bt protool e the st
senctypes (Bonga and Von Aderas 1992, By devekping
mproved protal, i s possbe o apidly mulipy supei
cuives,vew civars with desiable i, and dicae e
propgaton mteria or growers (Dobrinsz and s Silva
2010).

Appl (Mals domessca Bokh) s cutn bgan nthe
midle of the twanteth centry Goncs 1967; llat 1972,
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Walkey 1972). The developmen of Murashige and Skoog
MS) madium Munshige and Skoog 1952), designad for
tobaceo calls cultre ld 1o the use of that medium for
‘micrpropagation of mamy plans, and s now the mostcom-
‘monly wed medium for apple micropropagation (Modgil
et al. 1999; Ghanbari 2014). Rescarch on the
micropropagaion of pple has mnly focs on shoot pro-
lferaton ad rooting and imolved akeratons inthe compo-
siton ad rato of plant growth egultors (PGRs) i the me-
dium. In recent studics, improvement of apple
micropropagaion involed th selecion of PGR (Amii and
Elainia 2011; Ghanbari 014) for shoots grown on MS and
‘Woody Plant Medum (WPM; Lioyd and McCown 1951).
‘Whie changing plant growth regultors an be hepfal, ot
il culvars, and many species require  mr thorough ap-
roach (Resd ral. 2013, b). s impertan o consider ap-
timizing the macro-and miroclaments of growth malia o
facilitae improved growth of diverse plant genotypes
Ramage and Willams 200).

Unid ecenly,fow stuicscomsidered e miveral micns
s for micropropagation of spple. One o he few cramples
e study wsing silicon oxide. Navosilcon increased fssh
and dy weight lngih of shoots, numbe of shoos, and cho-
rophyl index, for Gl apple shoot culures with 100 ppm
silon oxide (Saber md Lot 2016, Some sudisimvved
‘modifying onc ortwo mireral nurint. Sotropoulos (2007)
found tat 10mM CaCly and 35 mM NaClin the MS mediam.
sgnificantly incrasal the rumber of shoots and the fresh
‘weightof ple oositock M4 shoots.In aditor,shoot ength
nd resh weightof pea culurcs wereimproved by inclucing
.1 mM B and 80 mM NaCl (Sotiropoulos et al. 2006).
Changes in irogen rtios from thse n MS were mportant
for growh ofa Malus hupehensis(Pamp) Rehd. apple oot
sock (Dongeral. 2015)
ampircally: howerer,these maia arc no cfceive for all
ulivar, s ofen diffcl 0 ptmic the mineral muriion
inthe madium usedforth growth ofn viro plants due o the
complex chemical interactions of essential nutrients.
Computa-sided design software s now available trat can b
ne o pln complex experments o improve the qulty of
i cultres (Niedz and Exers 2007). The rsporse sur-
e methodology (RSM) approsch uses compucr design 0
provide & geometic dsign. in which all possibl combing-
s of fcton aresampld o provide ancxpermantal design
tat sampls the dnign space and gaphiclly models the -
maiing peins. These model, basd on phnt gowh data.
provide information on which maditm componerts ac the
mostinflcnial orthe desired type of plat growth. The n-
formaton obvained can be usedo aker indvidual componcris
ofthe medium toprovide ptmal rsult. The indvida min-
aral muricn facom of 8 medim may also b identfd o
determine the response of the plant on cach variation of

@ @

minerl compositon, or 1 sty minerl ptake and vtz
o (Nicdz and Evers 2016).

Recent studis o in viro mineralnutition showed that
the identifcaion of the optimum medium compositon for
propagation can be obiained by computer modeling
(Nidz and Evens 2007; Niedz and Evens 2008). This
RSM modeling helped to define significanly improved
medi for propagation of fruit and mut specics and cult-
vars of apricat (Pumis armeniaca L), hazsiut (Coryis
avellana L), pear (Pyrus spp). and raspberry (Rubus
Spp) germplasm (Hand and Recd 2014; Wada et al.
2015, b; Poothong and Reed 2016; Kovalchuk et al.
2018). Modeling the influence of mirient medium com-
ponenis on plat growth with computer software cnables
researchen to adjust the composion of mediaforoptimal
growth and development of cach cultvar, or producs &
ereralized medium for a group of culivars or specis.

“The garmplam bank of appl cultvars and specics at the
Kazakh Researh Instine of Horiculture and Viculure,
Almaty, Kazakhstan has 1829 accessiors in the fild and
319 accessions n vir. Altough many o these spple shoot
cultures grow wel on M mediam. many otrers gow poorly
ornot at all. Preiminary resarch on many Kazakh aple
varcties grow an MS medium, rasuted inpoor muliplica-
o ad unsatisactory shoot gl

Development ofoneor seerl ganeal growh medisthat
ar suiabe for 3 wide rngs of genmplasm is mportant o
safeguand e it collctions. Considerin the success of
‘madding o improve the nuricnt medium in ohe cops, the
current sty was designad to model the et of mincral
nuiens for thre ppie culivars, ad 0 s these modkls o
devlop one o more improved gowth madia.

Materials and Methods

Plant mateial and propagaton Apple culivars Maksat' and
“Voskhod', which were developed in Kazakhstan, and
“Golden Delicius’ a inermational sandard, wer: wed for
the study. Cultured shoots were obtained from the
Pomologica Garden o the Kazakh Rescarch Ittt of
Hortculure and Viculur. The base medium used was
Miashige snd Skong modiem (MS: Murhiss and Skoog
1962) sals and vitaming with 0.5 mg L (22 ) N
bezyladanine (BA), 35 g L™ agar (Bitck, Difo, Detwoit,
MD). and 1.45 § L Gelrite™ (PhylaTechnology
Laboraories®, Shawnee Misson, KS) adjusted o pH 5.7
withconceiraed HoPO, md KOH. The cabon soures were
20 L™ cach scrose ad sobito, s dtemined i peimi-
naryexperiment. The medburm was atocaved fr 20 i at
121°C and 103 kPa.Indole3-busyrc acid (BA) was o -
cluded in the base madium, but 0.1 mg L™ 1BA (049 1)
was used in ll o the cxperments. Shonts wre growm i
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Magenia™ GA? boxes (Magenta Corp, Chicago, IL) with
40 mLof meditm incachbos, with s rto frsh medium
very 4 wk. Colturs were gown o 24°C under 2 16 pho-
operiod. vith an average of 40 amol > ' mciton pro-
vided by cool-whie ucrescentlmps (Philis, Pila. Polard).

Experimentl design An experimentl design vas devel-
oped using Design Expert software (Design-Expert
2010; Siat-Base, Minncapolis, MN). Six mincral mrent
fctors were used to develop design points (tRatments)
o the model bused on the MS sl (1) NH.NO,, (2)
KNOs. (3 CaCl, (4) KHzPOs, 5) MgSOs,and (6) minor
clements (B, Cu. Co, Ma. Mo, and Ze). Experimental
matments (design points) were detcrmined with Design
Expert softwareusimg the six factors at fve levels o sam-
Pl the design space of all posibl treatment. The com-
position o al mineral factors varicd from 0.5 1o 3.0 the
MS concentration, for a otl of 40 trcatments (Table 1).
“The other factors were those of the basc meditm de-
seribed sbone.

‘Shoots were planad on cach reatment medium i dupli-
e boxe with fiv shoots per box (1= 10). Some treamerts
bad o aditional rplicton built i the design (1= 20).
Culurs were gown for 4 w and trmsfared twice 1o the
same treatment medm for 8 otal of 12 wk of culure.
Culure condions were the same as deseribed above, Boxes
warerandomizd n the growih roomshelf.

Dota and statistcal analysisDat were taken at 12 wkon tres
shoots incach bo (1=6), andhe two emaining shonts were
photogrphec The folloving plant reqorscs were messred
o the six shoot or 12 inemally rplicated for e deter-
minion for the modd)for each ratment:qualiy (4 subjec-
e asscment ofplat sppesrance) was messurd (1= pocr,
2= sccptable and 3= goa): shoot muliplcation (shoots
unied: shoo lengih (longest oot meastred): af color
(1 =yelow or ed 2= lightgreen 3 = gren) e size (1 =
sl 2 =mediam, 3 = langeX: callus (1 = arge. 2= medom,
3= nome). shoot t necrosi. fsciion, hyperycrcity, by
pestophy. and cuked laves (1= many, 2= same, 3= o).
The model was generted rom the plant respons at cach
design point s the mean ofsix s (or 12 f eplcated).
For cach mesmured responie,the highest rder plynorial
model wasaralyed by ANOVA, in which aeitional model
e wersconsdered sgnifcant a the .05 leve (Niedzand
Evems 2008). The softwar application Design-Expert® §
esign-Expen 2010) was usedfo expeimental design con-
smucton, model evaluation, and analyses.

Medium optimizaton and model valdaton AR the il
ot aalysis was compice, formulations were dtermincd
bus o the best e or cach culiva, The formultions
ot were those modeled with the best subjective qualty

Table 1. Sinfctr RSM Dcptnl dsign iclding 40 st
por D po 1019 22 21 0.3 0 ivestges e o of
ndiibud ks on minrsl mirkio of M domesis Bokh
v 200 MS (Mgt Skoog 196) st cots (s 20
nd 40, Amauns e e s 1 s MS commtaion
s

Tt Futir | Faor2 Futir Facord Facurs Fators
NHNO, KNO, CiCl KHPO, MaSh M
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In vitro germplasm cold storage of fruit and berry plants
of Kazakhstan

“Timur T. Turdiyev ™, Irina Yu. Kovalchuk %, Balnur Zh. Kabylbekova,
Ninal. Chukanova %, Sergey N. Frolov

" Intiteof lant Sclogy and Btechrciogy Ay, KAZAKHSTAN
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“Conespaning adhor LSBT

Abstract
In viro germolasm cold storage is an mporant partof e plan biodiversity conservaton srteqy.
Which Snsure long- e raable conSeryaion S use of 1k & by arops. Serseming of o,
e, chery. raspbeny. backcurant and sirawberry plans for Cold Sorage Duration on Murasige
and Skooq (M) medium wihout plan growth repultors (PGRs). Murashige and Skood (MS)
medium wihout plant growh reguialos (PGR) showed fat the viabiky depends on tne breed and
enotype, beter preserved bery crops, worse fut The efec of lan growth reguiators, carbon
Souross and ritrate nirogen on the sirage duraion in vivo of varous crops in low posie
tamperature and luminaion condions was studied. Many genotypes were wel preserved 3 4°C n
Sem-parmesbie plastc issuecultre bags for cutivatin in MS medium wih 3% sucrose o 2%
Sucrose + 2% manvol with or wihout PGRs. Redusing he nivogen concentation increased e
Storage duraton of some crops (apple, pear), b abscisic aci i not improve the sorage ime. I
Vi e coliection s 3 reserve of the e collcion and now has 198 Sampies of it and bery
rops sored in bags fo eutvation on MS medium it Nirste nirogen st S0%. 0.5 mg L1 NG
benzylaminopuine (BAF). 0.1 mg L ndole-2utyrcac (1BA) with 35 susross and 0.75% agar at
oH57.

Keywords: garmpiasm, genei resouross, it and bery cops, oo siorage, in v lantarowth
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‘germpasm cold siorage of it and bery plants of Kazakhstan Eurasia J Biosoi 14: 1213-1218.
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INTRODUCTION

In Kazsknstan various varstiss of it and berry
erops are cufivated and unique wid-growing forms are
grown, including appe tre (Malus sieversi (Lede ) M.
Roem. Maus x domestica orkn). pesr (Fymus
communis L. Pys regeli Render), sherry (Prunus
ceracus L. Cerasus fomentosa Thunb. Gerasus
fitcosa Fall). raspberies (Rubus idseus L)
blsckeurrant (Ribes nmgum L) and _siswberriss

(Fragaria L. Fragara x ananasea Duch), adapted 1o
local environmental conditons. However, in recent
decades, under he effect of environmental and
‘anthropogenio facors, there has been 3 reduction n e
areas oocupied by these plants.

Curenty, along with raditonal methods _of
presenving genetic resources (in nature. reserves.
national parks, parial reserves. pomological and
botanical gardens). there is the most promising
approsch 1o solving his problem — the craation of
germplasm bark using in viro  biotechnologioal
methods, especially relevant for the conservation of it
nd bemy plans. since ther reproducton snd

B

maintenance of colcions is bazed anly on vegetive
reproducton. Using this approach s a rlable and cost.
effectve way 1 preserve genetic resources and allows
to maitain the viabity and regenaratie abifty o plans
for 2 long Sme. protects callectons from the impact of
extreme  enronmental factors,  minimizes  the
probabikty of genticchanges. Praservation of the gene.
poolin virs i carmad out n two ways: 3) Limitng the.
growh of crops in condions of low_positve
temperatures of 310°C (cold storage) and ffective in
the 252 of hort and medum — from 1 1 10 years of
storage. Against the baciground of cold siorsge,
‘additonal methods of deaying metabolic processes ara
caried out — the use of growh innbiors and the
raduction of ntrents and hormanss in medi: o) Daep.
freezing and siorage at an ulra-low temperature of -
186°C  (cryopreservation) when the metabolism s
completely siowsd down, i s used for long-tem
storage. I necessary, at any fme, the material can be

s

o
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extracted rom e germplasm bank. propagated n viro.
and used in the selection process, the laying of
plantatons, o ransferred o the natural environment o
restors phytocenoss.

“The most commen method of maintsining colisctions
of plant ssues invio, which alows t ncrease he shelf.
e of plant materia, is the use of low posiive
temperatures (lakesiey o al. 1998) The success of the
method is determined by the genotype (Engelmann
1887). but it aso depends on the siorage temperature,
lluminaton, nutrient compositon, and preculbvation of
plant isiues before laying for cold storage (Jouve et al.
2000, Mbuiawa 2017).

To siow down the growi of asepic plants. e
‘compositon of the nuient medium is modifed (Reed
1898). I partcular, osmotically aciv substances such
25 manritol and polyethylene glycol ae used (Chen and
Drbnenki 2004). reducing the concentraton of basic
mecia by 25% and 50% (Moriguchi and Yamaki 1983,
Mitofanova et al. 2018). 3dd sucrose and a retardant.
Shlorchoinchiorid. o the nutient medium (Mirofanova
ot al. 2018). In addiion. they reduce the photoperiod
(Read 1868). use different materials for closing test
tubes (Vysotskaya 2001). or siore samples in plastic
hestsesied bags (Resd 1992). Low parial pressrs
xygen storage s also used (Brindgen ot al. 1681).
under 5 layer of minersl oi (Calpn 1958), i fow
lluminaton (Preil 1985),or in toal darknass (Marino ot
al 1985, Platonova et a. 2019)

Cold' storage of genetic resources in in viro
‘germplasm bank s an important part of the srstegy for
presening plant biodiversiy. ensuing long-term rfisble
conservation and use of the gene poal for soienific and
industrial purposes. Many counties have germplasm
banks of sconomically important planis. Kazakhstan i
als0 taking measures o preserve the geneti resources
of agrcutural lants in the gene bark

The sim of this research was to study the sffect of
plant growth reguistors (PGRS), carbohydrates and
nirogen on the duration of i viro Storage ofvarous frut
ang beny crogs. A well & sereening the longeuiy of
Storing genotypes of apple. pear. chemy. respbary.
blackourant and stawbery 3t a low posiive
temperature and low iluminaton.

METHODOLOGY

In viro cod storage durabiity soreening was
erormad for varites, wikd forms and hybrds of: 3ppl.
ear, charry. bird chery. raspbeny. blsckeumsnt snd
Strawberry. contained at 3-4°C, iluminaton of 10 ym
257 and 10 photoperod in glass jars and semi-
permeable plasto tssue-culure bags (Star Fac Bage.
PhyioTechnology Laboratores, Shawnes Mission.
Kansss) on Mursshige and Skoog (MS) medium wihout
plant growih reguiators (PGRs). Previously. plants in
Storage containers were kept for on wesk st 24°C.

p—

umination 25 pmel i, with 2 181 ight photoperiod
(25 ymol "), hen acciimated for one week at 10:0
ight 25°C 1 14.1 dark 4°C photoperiod. The testnvolved
fve plants of esch genotype without repetions. The
‘condition of stored plants was evaluated every 3 months
on a scale from 0 o 5 poins, in appearance: 1 - plan's
are broun, somemes yellow; 2 - plants are yelow-
brown: 3 - plans are etolated. yellow-green: 4 - plans.
with siight etilaton. green; 5 _ plants with bright green
lesves and stems. Obseriations were mds befors the.
‘complete death of lants.

Under the same condions, experimental studies
wre condusted ta dstamming the optmal nurent medis
for each cultre. inressing the duration of i vio plant
old storage. To datermine the compasiion of the
nutrient medium hat ineresses e <helf ifs of 3l the
Studied crops. the sffest of carbohydrates and teir
‘concentratons, plant growh regulators (0.5 mg'L" N©
benzylaminopurine (BAP). 0.1 mgL" indole-3-butyric
acid (1B4) and nivogen in MS medium was studied.
‘Carbon sources - 3% sucrose, 2% or 3% mannitol, 2%
sucrose + 2% manniol, ritrogen source - salts
‘contaiing nitrogen nitate (NO) with a conceniration of
100%, 0%, 25%, each variant was withor without plant
rowt reguiators. The ffect of abscisic aci (ABA) in
the concentraton of 0.1: .5 1.0 mg /1 was studied.

Each experiment was a randomized scheme wih 5
hoots in three rapetiions for each genotype (n = 15).
The condition of stored plants was assessed according
tothe rfriagiven above. Plans witha rating >2 (outof
5)wera It for strage for another 3 months, plants with
3 rating 52 were extacied and re-propagated (Reed st
0. 2008). The dats was snslyzed by ANOVA witn
SYSTAT version £.0.

RESULTS

‘Screening of Viability of Fruit and Berry
Crops under Conditions of In Vitro Cold Storage

“The duration of storage of 23 genaiypes of appl. 8 -
pear, 58 - cherry, 32 - plum, 11 - cherry. 55 - raspbery.
Y6 - black currant & - stewbery. contsined n 5
Rormone-fee MS medium, at 2 low positve temperature.
and low ifuminstion was stucic.

“The duration of storage depended on the genotype.
type of container in which plants are siored, as well 35
temparstre. and dluminston. The determining facior
that slows down the metabolic prosesses of plants
Guing storage was the temperature of 34-C. as well a5
the duration and degree of iluminaon — a 10-n
photoperiod. iluminaton af 10 ymol m%s". Keeping
plants in plastec airpermeable bags is more effecive
than in glass jars. Diflrent viabity of breeds and
individual genotypesis observed during cod storage in
conditions of forcad rest. The storsge time i plsstc
bags (untl the complte death of plans). depending on
the genotype s: apple trees from 1210 21 months, pears
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*Golden Delicions™

Rating

Months stored

“Talgarskaya Krasavitsa®

Rating

Months stored

=PGRS + 306 sucrose (control 1)
=PGRS + 3% mannitol

2306 sucrose (control 2)

3% mannitol

o 9
T ms gy

Months stored

“Mramornaya®

Months stored

-
#PGRs + 20 mannitol

=PGRS + 29 sucrose + 200 mannitol
=206 mannitol
429 sucrose + 200 mannitol

Fig. 1. Mean o storage condison ratings (D low. 5 high) of i it shoofs of appe (8) and pear (8) culfvars stored at 4°C.
o medium in bags wih carbon source aaiments, wihor WA lant growh reguiiors (PGRS),fo 33 months

- 1524, cherres - 12.27,plums - 15:30; bird cherries -
1228, raspbemies and strawberes - 21.30, black
curmants - 18-21. Flats wih an versge raing of 2.
which requires re-culivaton fo. new envionmens.
depending on the genoiype is: apple wees - 8-12
months, pears - 518, chemes - 6.24, plums - 821,
Gheries - .18, raspberries - 12-15, svawberres - 15
18, black currants - 12-15 months.

Effect of Carbon Sources and Growth
Regulators on the Duration of In Vitro Plant
Conservation

Carbon sources and growth egulators afect storage
21 34°C. In three apple varities, the longest storage
wss on media wihout PGRS with 3% sucrose or 2%

manitol+ 2% sucrose. On such media, the cold storage
time for “Golden Delicous’ (raing of * 20) was 30
monihs. for Voskhod' and Maksat - 24.25 months. The
frst dead planis in hese varieies were marked at 18
monihs of cold storage, indwidual plants remained
visbls for mere than 30 montns. The cold storage time
was shorer on media with PGRs. Thus, on @ medium
with PGRS + 3% sucrose, viabiity of Voskhod was
maintained for 12 months, Maksat and Golden
Delicious' — 18 months. On medis wih PGRs 2%
mannitol + 2% sucrose. the storage me was also
hortr than on the same media witout PGR (Fig. 1A).

“The sffectof carbon sources and hormonss on two
varieties of pears was sudied. Mramomaya’ shoots
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RATIONAL USE OF PASTURES IN THE CONDITIONS OF VERTICAL ZONALITY OF
SOILS IN ZHAMBYL REGION

Issayeva Zh'., Bakhralinova A2

novaive University of Enrasia, Paviodar
. Seifllin Kazakh Agro Technical University, Nur-Sultan

Abstract

Under_the conditions of vertical zonality of soils, for the first time in Kazskhstan,
comprehensive studies were conducted (0 study the causes of pasture degradation and. the
development of methods for their restoration in a specific project arca. As a result of studies based
on geobotanical research, the farm's territory 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
seasonal pastures provides more gain in live weight of the studied animals compared to animals that
are grazed in one place and unsystematically

Key words: pasture, natural herbage, soil, natural zone, productivity, animals.

VIK 63411

BIMSHHE COCTABA THTATEJIHOI CPEIbl H TEHOTHITA HA COXPAHEHHE
TEHO®OHJIA AIEJIOHN B YCHOBHAX X/IAJOBAHKA

KaGuuaGexoa 5K, Uykanosa HLIL', Typaues T.T.2, Kovaawuyi 110,

. Kaasciuit HITH nioooosonesoocmea,
Hucmumym Guasozn u Guomesnooen pacmeni, 2. Avam

Annorauns

B pesyanTate pasmansx aKTOPOs, reHOGOIT CETCKOXOIICTIRHHLEX KYILTYP i 1 Ak
COPOISH  NOISEPIAOTCH  pHCKY  WCSEIOCHIA  TEPMONIEINY IONOBNX  KYISTYD B
HCKYCCTBENHBEX YCIOBUEX MOKHO HAAEKHO CONPAISTS pH CHEPXHISKOI] 1 IOAOKHTENLHO HISKOI
TewnepaType, TO €CTh B KpHO - W Xiaoauke B Craie mpeiCTAsiensi pexyurari
SKCMIGPUNHTOB 10 XTATOXPAHCHITO i Vilfo COproB AGIONH KARXCTaHCKOT 1t SapyGesolt
cesextn. Hsyueno sausmie renoTina, pery#Topos pocta pacrenui (PPP)  conel, conepiauuire
Wrpat @07 (NO:) Ha MPOTOTAMTENLHOCT XPAHENIA B XARIO0ARKE npi +4°C. Kownowedrsl
P BNSIOT 1A (USNONOFIESKOE COCTORMIC 1 MOPDOTOTUO ACTEHINT N VilrO 1, KaKk
caexctaie, wa AoarosesmocTs xpanens. Cpexa Mypacire 1 Cxyra, conepauias 25-50% coreli
HITDETa 43078 1 3% CAXAPOIH W 2% Caxaposhl + 2% wawkTa O¢3 PPP, npouiesder cpox
XALIOXPAHGHI MIKPOKIOHOR ATIOHI 10 36 Mecsten. In vilro Gaik repomaam (4°C) b
Kasaxcrae SB15€TCH Pe3epuo Monesoll KOLIEKLI, B Héw COSPAISIOTs 37 COPTOB, fIOAB0es 1t
kopactymux opw aGaom wa cpene MC ¢ S0% conepania coneit mmpare asora n 3%
caxapoz Gea PP,

Kuoeane ctoea: sGnows, i Vitio, XAAIONPAHEHIE, TITATENHHIA CPEs

renobon,

Boexenne

Coxpanennie rewobonna pactenii smasercs muposoli mpoGrewoii B pesyusrate
GHoTIECKIN 1 ADHOTISECKI (JAKTOPOR, B TOM HHCHE HDPALIIOKATEHOTT JEATETSHOCTH He0REx:,
‘eeromo suposoe cooSuecrso Tepaer 400-450 punos pactenui. Besssi ¢ s 1974 roay Gn
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conman the Tnternational Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), koropeii s 1980 roay
wnposas cosanne kounexunnt i vitro [1]. Tlosanee, s 1992 rony s Puc-e-Kaneiipo Gwuio
npnta MexayHaponas Kousenuns o GHOTOIECKOM P0G, UETHIO KOTOpOlt A814710ck
‘coxpaneane pacresii ex sit 1 i sifi 2], B nacroauee spesus Konseruio noamicann 168 crpar,
KOTOPHIE OUGHILIN PHCK NCIEHOBIHIA TCHETINIGEKIIX. PECYPEOR 11 CTPGMATCA CONPAHITE CROE
HAUIORAIGHOE JOCTORHIE, A TAIGKE OYHITS KA CPABEANNBO 1 DABHOI OCHORE BHITOAY.
cmmsanyio ¢ wcnossosamie. Pecnyomika Kasaxcran paragmuposana Kowsenumo o
GonorieckoN paaiooGpa 6 CerTAGpA 1994 T [I0GAILNAA CTPATerIA CoXpaNEHIA Guii
npiisTa b 2010 1. (HoraficKii A0rOBOp) OHA BITIOSIET KOMILIEKCHYIO NPOrpANMY AETiCTBI 10
COXPAGHII0 PACTITENLHOTO CHOPA3HOOBPESI i i, CX Sift 1 i Vil

B KisaxCrane CKOMLCHTPUPOSIL YHHKAILHLE TEHETHIECKHE DECYPCH PACTHTENLHOTO
arpobiHOpaz00GPasIIA NHPOROFD ickA. O BKMOWOT 194 pita pacTesn, onpeseAROIIX
reneTiecki noTeIa1 24 CenCKOXOSAICTRCNNIX KYITYD. P M3 MIX mpeicTasmser
HRAIRTENHYIO UEHHOCTS KAK AR PATBHTIS CEAHCKOTO XOMWHCTBA, TaK M 1A PACUINpERIA
SKenoprHOro noexwuiata. MIpOO MPIGHAHIE MOTYAILTO MAO0R0 ArPOCHOPESHOOGPIING .
Apeae ncero, Aukas AGA0A [3], KOTOPAA OGTATIET BCOKON YCTORMMBOCTLO KO MHOTI
HBONEOHIAN, BHCOKOH MOPOIOCTOTIKOGTHO, UNPOKOT SKOROTIHESKOM MIACTIAIHOCTHO [4]. Tew
He Meree, CORpaLIEHHE TOMYISLUL YHUKAIBHLX NOPOX TUIOZOBLX KyabTYp M renodonia
KYLTYPHLE pACTEHIL 10 CHX 10 MPOTOKRETER

Hauonasnas KomIexuIA A010MN COXPARAETCR B noeBX yeaomiax Tlowosonecoro
cama Kasaxcxoro HHH mionoosouesonctsa u cocrapaser 431 coprooGpasis, 3a 5 mocaenminx
AECHTIAETIA OH CORPATHAACH 12 1409 COpTOR. B KOMEKIINII COOPAH PACTIFTEAMHAI METEPIAN 13
CTpaN A@ABHETO 1 GIKHETO 3apyGEAbA. OAHAKO PACTCHAS, COXPARICNDIE B TIOTCBbX. GaRKEX
(ROMOTOMIeCKHe,  GOTANIMECKHE CATM) TAK Ke NOTBEPRUOICH  BAKMAO OTPHIATENLHMY
QAKTOpO CPEH H TOMUGNOT  BHOTEXHOTOMINECKHE NETON  ABIRIOTCA  CTPATETIECKI
CHOCOGOM cOXpanerIs eHOPONIA, PACIIPHIOT BOSMOKHOCTH HCTIOIBSOBANIS EHETNESKIX
PecyDCoB it OGeCHENHBRIOT GE3OMACHOCTS COXPANIOCTIE KoMIeKI, B CA%3M CO CIONIHBLIENcH
CHTyauueii Croi Bompoc o co3tain_ HALIOHANLHORO TEHETINCCKOrO GIHKY 1A COXpAHEHIA
pacreni, 5 cocrase KOTOpOro AOANH Gutt, KpHO- (+196°C) n x1a0GarK (4°C)

XPIODAHK  TEPNOIIING  PEACTARIACT  COOOM  HAYAHO-TEXHINECKI _ KOMILAEK,
BT METOIOIOMII0 XJIOXPAHEHIA 1 CreLIpIICCKOE OBOPYAORAIE 213 oBecrercrI
ATMTETLHORD. XPANEHNA GHOTOMIECKIN OGLEKTOS, B KOTOOM B HBOM BIIE COXPANAIOTCH
OOPATUS  EPUOMIINE  KyNSTUBHPYEMbIX  DACTEHIH 1t WX AMKODACTYUUIX  COPONSET
TepMONLIZ3NA ARIACTCA HOCITEAEN BCEX FGHETINICKI. XaPAKTEPHCTIIK OPFaNIIMS, CONPAARNEA
Bpi mskoli noroMeAON TeNneparype (+4...+10°C) b xaanobaike, oMa mpercTaRneHa
ACCITISCCKINI PACTERURMI i VT, KOTOPbIE 5 11000C. BPENS MOTYT GuITh PASMHOREHS 1
HCTOB505aHb 113 MHTPORY KUK, SAKIAIKN TUIGHTANT, CEAKUIN 1 APYTIX uesei [3]. Ocrostoe
TpeConaHME K COTEPRANIIO DACTENNH i1 ViITo B XTAIOBAHKE — TAPAHTIA KIGHECHOCOTHOTIH
COXPAHAEMOFO METEPHAIA, €TO IOIOBCHHOCTS, [CHETIECKAA CTADIILHOCT, JIOCTYIHOGTS 1t
CHOCODHOCTS K BOCCTAHORIEHIO POCTA 1 PASSHTIS COPTA 4Ll BWAA B WX €CTECTRCHNON Cpete.
DTOT B KOLAEKINI ABAETCH AKTHHB CPEHECDONHBN XPAHENHEM HhDEXTIBHbM A1 MHOTIX
KYSISTYP YNEPHHOTO KSUIMETa, BI04 ATOIHSIE, MI0108bE 1 BiKOrpast [6-5]

Tlepsiie CooBieus 0 YCIEwNON COXpaeHI 1 Vilr) FEpHOIEIIL 3010 COPTa 36.10mM
Fonaen lemtuiec Gount nayiersi 5 1979 r., MIPOPACTEHIIA COXPARATI B TeNHOTE B Tesee 12
wecaties npit Teeparype | an 4°C [9]. Tlosanee Pz yueHbix OTMETIAN CyLECTBENAYIO por,
FEHOTIA, COETARA MHTATEILHOM CPEIL 1 KOHTETNEDOB N xAaR0spasern aGnok [10-14]. Bo
BCEX HCCIEAOBIMILEY LUEIbIO CETHECPOHOTD PAHCHI ABIAIOCH YBEINCHHE HHTEPBAIA MEATY
CYGKYATIMBHPOBINIIAK 52 CHET SAMELIEHHOTD POCTA. DTO AOCTUIAAOCh MYTEM HCTIOALSORMIS
VIMCHEHHNX  YCIOBNTE  OKDYAROWEH  CPENS,  MONDHIKAUN  KYTYDAIBHOT  CPEH
WHFUBITOpOR  POCTS,  OGMOTINICCKIIX  PeryARTOpOR pocra  pacremii (PPP) 1 ciunkeu
OHUEHTPALI KHEAOpOA 1 asoTa [15-16]
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Covannie Konext i itro s KasaxCTaie Hasaaioss » nocesme aecstirernn XX sexa
[14]. B yenonmsx xranoxpanenns Kasaxcxoro HHH nionoosouesoncrsa conepirnes 204 copra
RUIONOBMK, ATOAHM KYIVTYD H BHHOTPAZA. B KOMIEKLNI COSPAISIOTES 05000 LEHHME AOHOPH
noTesLIX MpIHAKOS 1 Kowwepsecki pocrpedosane copra.  Koniexus nocrosio
TIONOIHAETC H, 5 HACTOALICE BpPeMS TPEGYET KOpPEKLIIt YCIOBIi CONepAHIS OGbeKTOS.

B OpEACTABCHHON PABOTE JLIOAEHb PEINABTTH IKCTIEDMENTOD BANAHI COCTABY
ITETCIHOT CPEbI 1 IEHOTHIA 1A TPOTOTAITEILHOCTS COXPAHCHIS 5 YCAOBIRX XIATOGAHKE
(4°C) copron sGao KasaxCTaCKoft 1 apyGekol cesext

e —

Pactemus Malus Domestica Borkh. Geuit coSpars s KOAIEKIIOHHBEX HaCAKIEHIEX 5G10HH
s Howonorueckow cary Kasaxcroro HUH n10100s0teso1cTsa. Bepxyuki pacresudi Aol 3
v crepums0natn 0.2% HeClad M. CTepiabbIe SKCTTANTH IOMEULATH 1A IHTATEABHYI0 Cpeay
Mypacire-Ciyra (MC), conepatuyio yasoernoe komiecrso NaFe EDTA, 1,5 wrfs suramia C.
250 e/ TOAMBHHIIPPATAOK, 2 M/ g, 0,5 Mr/a 6-Serunavinonypuia (BATI), 0,1
el o amacasmoR kucots (HMK)

Besenie n kyILTYpy 1 Vilr0 pACTENIS PAIMHOKATH A0 HEOBXOMIOO KOIECTSA Ha
cpene MC, conepsanefi 1,0 wrfa BATL 0.1 wris MK, 0,1 rix ru0epesonois kucaorst (K).
HeECTKIBAIH 5 BOSIYXONPOMMUAEMME NSTH CEXINONHbIE NaKETHI ALTA Ky IsTyp THGHI! (Star
PacBags, PhytoTechnology Laboratories, Shawnee Mission, Kansas) ¢ mirareasuofi cpenoit A
FPOBICHIIA SKCTIINCITTOR LA XAAAOKPANCHI, PACTCHIA B HAKETAX TIOMELLATI B KAIMEKINCPY.
W KYITUBIPORAIN B TeNeHe BYX HEAGL NP +23...+25°C Ha MTATEALHON CPeAe, KOTOPa
WenomayeTes s xpasers [10], 3Tex HDOROIILIN HIKOTEMIEPATYPHOE TAKAAMBANIE b TESeHE
nezet (8 4 ¢ ocsemeriiew, 23°C/16 4 8 TennoTe, 4°C), NOCIC HErO COXPONATI NPt MOCTOAMHOR
revnepatype 4°C, 10-1u wacomow doronepuone 1 ciaom ocsemen (10 umol m™s”) [10] wan
NDOBOMIAIE OKCIIEPINENTH 110 YCTAHOBIEHNIO MHTATEARHOT CPEN  NPOLTERIOWE  CpOK.
ooxpanenis

JLis OnpeneseNA COCTABY MMTATEALNOT CPN Ha AIOATOBEHHOCTL XpaHENIE YA
BNAHIC YTICBOTOR I 1 KOHICHTPAIINT peryaATOpos pocra pacrernti (PPP) u asora o cpexe MC.
Hcroumikasn Yr1es0108 smaaancs — 3% caxaposa, 2% want, 3% vanmur, 2% caxaposa + 2%
MAHHIT, UCTONHORON 4307 — COIN, COnepKaIE WrTpaT a30ta (NO3) ¢ KonuesTpaunei 100%,
S0%, 25%, waxawil sapuan Ghin ¢ wun Ges PPP. Hccrenosamm smiamie abcursosoil
KicaoToM(ABK) B Konuenpauit 0,1; 0,5,1.0 wr [

Kbl SKCTIEPUNEHT IDEACTARIAN COOOT PEAIOMIHPORIHYIO CXeny © 5 noSeranin urs
K070 renoTna (n = 5). CoCTORHE XPAHAULIXCH PACTEHII] OUEHHSAIIN KX 3 NECAIa 1o
ke 0T 0 10 5 Gai08, 10 BueeNy BIAY: | ~ PACTENHA KODIUHEBLIE, MECTaMN HeTHE; 2
PACTHIIA KETTO-KOPIHESHIE, 3 — PACTCHII STHOMPOBINHNE, ACTO-3enCHME, -pacTenI ¢
HEHAUNTENLHEN STHOTIPOBANNEN, SeleHbie, 5 — PACTEHIS ¢ SPKO-SCTeHBMN AHCTLAMI 1
CrebaMIn Pacrewia C pETfTIHTOM > 2 (13 5) OCTARIAIN HQ XPAHENIN €ile 3 MECALR, PACTERIA ©
peiimunron <2 wsmaexamn u nosTopro. paswnoxam [17]. flannsie Guun npoanammposais
ANOVA ¢ neperneii SYSTAT 13.2 (16)

PesyabTarh: necaeaosanmii

KOMMOH@HTE Cpeit BAUSIOT Ha IENIOAONIIEEK0R COCTORHNE 1 MOPHOAONIIG pactertl in
VO 1, KaK CIEICTBI, Ha IOAIOBEUHOCTS XpanenIs. Peakues pacrenlt criewupuua A71a passx
COPTOB 1 MOWET GbTH NOTORNTEISHOR Wt OTPHUATEABHO. OrpiUTERLHOE  BIAIC
NpoRRIAETCA KK HSIMLINES OGPAOBaMHE KAUIYCH M mossieHne Hexposa Kainye mapyuaer
TOCTYIIIHIE b PACTENHE ITETEASHbX BEUECTS, 470 BIEHET HHOEAS, & TAIKE NOAET IDHBOITE &
COMBKIONATLHOR SWEHIBOCTIH CopTa. Y COpTa BOSXOX KaIYCOODPASORMIE MPONCKOMIT Ha
cpese ¢ 3% caxaposolt o coueramun PPP i 1,0 wr/n ABK, y coptos Maxcar  Fomen /lemuec
TOTbKO B KONTPOIBHOM BapIANTE ¢ 3% Caxapo3of 1 PPP. Hexpos npisout K ruGen oderon

¥ copros Bocxon, Maxcar u Fonten Jlenuie x noawofi nexporusaunn pacrenii 1a
DAMHEN STANE XAAIOKPAHEHIS MPHBOIT 2 At 3% MAKHIT I €10 CONETaRHe ¢ PPP, rocse 3-6 vec.
XPAHEHIR PACTEHIA HOTHOCTEO TONGAOT
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OMTUMM3ALINS KAOHHPOABHMS
IN VITRO PA3AMUHBIX TEHOTMINOB SEAOHHM

Ha KA 3TN KACHANIOTO MHRPOPEHOKES PSCTENR OSEASITCS TENAHOCTH, TEKE
KA 12 CTEEUANSALNS, 500 PANMIOR NG 2HOHGALHOS PSS AWAPOPACTEs 3 TAOKE
BHOALS CRACAGHA PACTEH A 8 TTTeALOM AC. T1HCACTRS T30, HEYAMI WOTY TASECTH
€ Hekpay pacTEuL 3 WHOTAA 0 HGEA. YETELHOR MIKDOREIIAEIE RN M 01
HaCkoALROR: TS BRI BXTOPOS, A CHOBHA O W Ve, NS AOCTHXBHIE
BCOKOTD KOMDIUICHTA PEACXGIS TS 11 Vil SEANO COMABATL OMTMMIHE
VEAGR 3 KiEADM STANS KADHAALAOND AVRPOPRAMOXEN. B CTaTLe PSACTAABHM PEAMTATH
COBEpHTEORH TOCHENOTY AHaNHOTC ARPOpAHOK NS T K SCACHI A PSR
B
2% HaCT o wcrosmtpin 4 i B STon CAYaE KOAWISCTOO KETWRHTOS, TOCOBA PRTGHCEMPORaT.
Cocraaaaer'y copra fonses Aciuec 76%,y copra Bookaa 85, y copra MakeaT 75°%. Ay
S oAU SKCAASHO SAARTC cpeas MC, COASFACMHLAS ARG HIoE KOAWISCTEO XAATS KEAESS,
1,5 Mt suaunsa C, 250 A DOBRAIApRRNIAHS, 2 MITA VNS, 05 ATA BATL 0,1 Mk
VMK (o 707 porciepupyioiis noGeroe S6:0u). OTIMANHAS CPeAs 543 KAGHANHOTD
PO AIHPaNLHA 001083 MC, Conepuatia 1 OWrIA EATL, 01 uiin UMK, 0,1 i
KB oy i1 Viro aneact # PRaioKEIb 36 COpron 1 9 AOPaCTYL PO 36N,

KioHentie 083 KAOHAAICR MIKPORSHOAIE 1 VI, CEANBRNS, FTaTEALHSS CPesa,
st

Kabylbokova.Zh, ChukanovaN. 17 Turdiyey T,
Rymkhanova N4 Kovalchuk LY.
“Reseachs, e mat by ko bl com
g, ¢ i crukanona @i
o g Sciences, & i vy
o o e e el Oonelny
Scincs o it Covachk vy

have shown that apple shoots ar efectively Serized with 0.2 HgC, a 3n exposure o 4 min. In
i case, e numbr o explant capable o egeneratin s 76% forvaicy Golden Delcious, 85% for
Varcty Voskhod 757 forvariety Makat. Thebest medienfor sclating explans s medium contin.
ing douile amountof ion chelte; vimin C 1.5 mg; poinylpyrakdone — 250 mgf gycine 2
mgf; BAP - 0.5 mg; The IMC i 0.1 m, 75% of egenerating apple shoots were obtained with such
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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 moles 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 itrate) than
in the other media with another itrogen sources. Thus, proteases
of A. alliaceus 7dN1 showed the appreciable activity and can be
used in different industial field.

hitps://doi.org/10.1016/j biotec.2019.05.206
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New cultivation methodology for production of
“Salinispora tropica” - bacteria with great
potential

2 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.

htps://doi.org/10.1016] biotec.2019.05.207

genotypes of fruit and berry crops

B. Kabylbekova ', T. TurdievZ, 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 s 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 02% HgCly at an exposure of 4min
(regeneration from75,0t085,0%). raspberry shoots with 0,1% HeCly
atan 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/l of BAP. 0,1 mg/l of IBA; for rasp-
5 mg/IBAP,0,1 mg/1BA,0,2 mg/| 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 1.0me/l BAP. 0.1 mg/l IBA, 0,1 mg/l GA. For
raspberry - MS with 0.5 mg/l BAP, 0.1 mg/l IBA. The multiplication
coefficient of the cultivars ranged from 4 to 13 depending on the
genotype. 33 cultivars and § wild forms of apple and 11 cultivars
of raspberry are introduced into in vitro culture and propagated.

hitps://doi.org/10.1016/jbiotec 2019.05.208

PP-APR12-031

‘The effects of tomato and pepper peel
carotenoids on thermal stability of sunflower

CN.Predescu’, L llie?, 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/10.1016j jbiotec.2019.05.209
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twice before suitable for transplantation with thawed skin. The condition
of skin survival, infection rate and secondary operation was recorded with
an average follow-up time of 6 months. Results: Complete skin survival
was observed in 3 cases without infection or other complications. Partial
skin survival in 10 cases without infection, autologous skin transplantation
or skin flap were used to repair the remaining wound. Skin necrosis with
severe infection was detected in 2 cases repaired with debridement and
skin flap. Conclusion: With better survival rate, low infection rate and
damage to the skin donor site, cryopreserved skin for transplantation can
be recommended for hand and foot degloving injury.

Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose

s24
WHY HAVE A CRYOBANK? THE VALUE OF CRYOPRESERVED SAMPLES
TO HUMANITY

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

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

Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose

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

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

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

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

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

Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose

526
CRYOPRESERVATION PART OF THE CONSERVATION STRATEGY FOR
FRUIT GENETIC RESOURCES IN GERMANY

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

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

Most temperate fruit species are genetically heterozygous and vegetatively
propagated. Primary collections of fruit genetic resources in Germany are
maintained as active collections in the field, ie. as potted plants in Fragaria
and trees in pome and stone fruit species. The objective of this study was to
develop an efficient and safe conservation strategy taking into consider-
ation the cryopreservation. Fruit tree cultivars can easily be duplicated as
field collections at a second site in the frame of the German Fruit Gene-
bank; a decentralised fruit specific network (http://www.deutsche-
genbank-obst.de). The strawberry cultivars are an exception to the
multi-genebank duplication plan because only two field collections exist in
the network of the German strawberry genebank. In addition wild species
accessions on the various fruit species, with special emphasis of Malus and
Fragaria, are held exclusively in the Fruit Genebank of the Institute for
Breeding Research on Fruit Crops Dresden. Based on the experimental
results a combination of the traditional ex situ conservation approach and
of the cryopreservation approach will be presented as a great potential to
improve conservation of fruit genetic resources. Using a highly repro-
ducible and effective protocol of vitrification in combination with 14-
d alternating cold acclimation a long-term cryopreservation was initiated
for 194 Fragaria genotypes, including cultivars and wild species accessions,
‘with an average regrowth of 86 %. The cryobank of cultivars represents the
third part of the German strawberry genebank to fulfil the conservation
strategy. In Malus, the general protocol and the handling details of cryo-
preservation based on dormant winter buds were adapted for the five
steps: collection of buds, desiccation, cryopreservation, rewarmingrehy-
dration and grafting. Further on the method will be used for managing the
duplicate collection for Malus wild species at the Dresden location as a
space and cost efficient method compared to a second field collection.
Source of Funding: Not applicable

Conflict of Interest: None to disclose

527
CCRYOBANKING VEGETATIVE CROPS IN NATIONAL CROP GENEBANK OF
CHINA

Zhang Jinmei, Bin Huang’, Xia Xin', Guangkun Yin', Juanjuan
He', Xinxiong Lu’, Xiaolin Chen ", " Institute of Crop Sciences, Chinese
Academy of Agricultural Sciences, China; > Fujian Agriculture and Forestry
University, China

E-mail address: chen:

ling@caas.cn (X. Chen).

‘The National Crop Genebank of China was built in 1986. The missions of the
National Genebank of China are to safe conserve crop germplasm resources
and to share information with breeders and researchers. Ten years ago we
started in vitro conservation and cryopreservation work for vegetatively
propagated crops. Until now, 150 accessions of germplasm resources,
belonging to 18 crops were cryopreserved, using shoot tips, dormant buds/
twigs, or pollen. For the implementation of cryopreservation and cryobank
when it was newly established, based on previous experiments and our
experience, there are many things that should be taken into account. They
involved the numbers of cryotanks, developments of cryopreservation
techniques for different crops, tissue culture problems, contaminations
during recovery culture after cryopreservation, potential explosion of
cryovials after cryoexposure, feasible innovative and rapid methods to
assess post cryopreservation viability, intraspecific and interspecific




[image: image78.png]BAYSERKE

CBOPHUK

TPYAOB
MEXAYHAPOAHOM

OCEALLEHHOM 70-AETHIO
AOCMYXAMEETOBA
TEMUPXAHA MbIHAVAAPOBUYA



 [image: image79.png]BHOTEXHOAOTHS 1Y YEHIS BHCOKOKAECTBEHHBIX
CARENLLEB L1 COLUAHIS MATOMHITKOB, & TAKKE
1151 COXPAMEHIH 1 BOCCTAHOBIEHIISI BHOPASHOOBPASIA
PHPOHLLY HOMY.1SIUNTT

Pasaoanoea 1B Kyanapenso C-. Typoues T.L, Kosarviss 1L10.
Masssmose .4 Hpranos MM, Mysunounosa 3P, @paos CH. Puveanoss HK:
e s Grotor i Giorexsoorun pacteni
A, Kasancran, nata_romadanova@mail i

1 PpOHo-SSHOATHICERIE YEROBI 073 1 1OF-ROETOR KahCTana GIronpiig
Lrn Chmapote 1 BOIRGIETEN BHGORORRHECTRRHNOH TAOR0RO, SO0, OPENOITOLOR
oy, Tt AGTER PO AP, O3HSKD. B ACTOATIEE PO UGS
o Cakem Sanocs W3 YOZRI ST, D0 CHRIZNO € TEN, IO HOCIAN:
e A MECTHORD TOIGBOTCTEY WIDROTO KHECTI 551 BHGOROH, IpAUIPORSE
e Gomepuassatasn, (G 1 BipyCITI SCOSGERIAN, B HOCTEDINE 024
et orteoe BesAECK PACTOCTPREII SAKIEPILIOTO GA0Ti, BHIUMENOTD SakTepis

. Raropul MOIT K NCCORO S PACTIEIIOTO NATEILTE
lepamemte ey IIBOHT K CHGAEHIN SPURLTIOCT 1, X TONY 4, FAOALL 1S
s Oy peIIK € apySEAON Tpoayct[1-2]

Y
pSGor, GHOTENIGAOTIECHIY NCTOL08 GHOPOVIENIN TR, TR WO
AN, PRI B SCCIEHNSS, SHINGIOUINGA TPOIDAOAETAON O OPORTEE
A Moro AMTEpIATA KACC) <yTEp-£yepITa. B TATORaTOpIIt FIIOCOXPICIEE
ot YA GOy 1 SASTENIGROrA PSTEIY PSPATOTA CTOER
i 0pONIGAIOTO TOEAADIOR SIS, OITIMIEIPORAILS IPTORLI o
e THpApORNI ACCTTICCI PACTEH B KAMTYDS i V0. 8 PESVILTANS 10 40
e odboGoacHne o1 WOl K. COTIaN QCEMTIEEKas KOIEKIRS
s S oapaion aaoi, 42 oGpasia aprod, 5 aGpayon uorocin 34 obpue
CamGapnca. 3 oGpasio rpyan, 32 Gpasa mtorpza, 29 odpsion s, 24 oG
o oot 2 oGpaon s3I, 35 OGPSLOR M, OGN TR0, 68
Gpasa AECHOrD opéxa, 40 OGP TPIIRTD 0PN
e ————

ot mocronu onaaA€Tea. JUA TCAYAEHIR BHIIYKOINION KOLICEIU 08
i WSy 1 i, HEPOKTOHLINOTD PAMIORCH

i peex Sranax GTexoIn

it (Ervinia amylo

JRESHTASHBTATRISET S

[

roHCCp I, OMTINIEAIPOR COSTAA TSI <
ectora ponceea [3-10].

s Supyciyio HbeKlo SHNTORITH NETGIOM MIKPOKIGHLILIOTD PLAMICE

et o HOTIY 1aGOPATOpHS 8 P

e e peayTaT Toayies

s im0, Ha 1

s npa
rpani uipa mraoren peunire o1y upodsesy. o
o SepaBakaemn F BPSCOD € HONOUO KPIGTSPAINIL, KAIPINGP. 13 K2prodeic, 6
o onpat. stmie, Ganac, csoropbi. swpycomu, xwese, rpye [11-13]. Ko
ot ToGopatop A0C ¥y T HAGOKNE PESYILTATS 10 TATYIEHNIO GESRIPY il




 [image: image80.png]AONH0ACTIO. SaEC s pom

" Hoolito KIOTENI KT 80%) w ot (37.5%) v kg
oo G ponescna micpoe » nps. Meros, paspadoranian n madonmre.
AT IO B KOOI SPOKE MIIVGILAIII KTDATT prEn o
ST X IUIPOBSHIOETS I oSa0paBIATS Hopkemte paCToe & mowonanes

o (6,5, 10,
7R IOPORTEHIX CHRILICHpispaGoran poroKo ysopenespacremi
P 1V LB PORIAX X cpeza A o

 caomt i i (picynos ) (10, Lt ympencs s yenemo nemoneaper.

wan cpea: 1 e

R ————
FONTATS 1t TEMEparype 23-25°C, ocaeunenoct 40 w2+ 1. Toom sy
MO, B PERTITIIE Gt J0cTIrnyTo 0 S0% 1090% kopucoGyasoma.
$16 KOPSLII CTA oA MTLGA e s e,

1 Ko pacennit i
amogent

opSTODI spoco e rpsonsA ~ o
s s - ooz - s

03 . e




[image: image81.jpg]«Syy a11Ua) JYNUAIS [eUOEN
Sy 93U9) IYRUIDS [2UOHEN o, Suspiey IealuEiog TS SIS 1
Juauniedag Miasesolg pue Aojouy33101g
*A80jo1g |e1uawd0|eASQ 1URId O PESH 3UT

PSR A
% eAOURJOIIN UL
?,L 8102 ‘ig - 15T 4340130
5J1U8) 23AUBIIS [BUOKEN - SUBPIED [ED1UBIOE EAIND SIASd
3010k1qua ‘|eaiwayo01q “Teaidoloshyd)
ZO_.r<>m_m_mZOu ALISY3IAIAOIE LNV1d d0O4d
INIWNYLSNI NV SY ADOTONHDO3ILlOI9

IIA 34

92U349jU0) |BDIIDBI4 PUB D1J1IUBIDS JRUOIIBUISIU|
1e uaAld
upgsyypzoy] ul wisvjduLiab ajddp o.4314 ul fo a6p.103s pj

uolyejuasaid iaysod

}Nyd[eAoy] euLyy

“ﬁ NOILVdIDILY¥Vd 40
@ 3LVOI41L43S




[image: image82.emf]
[image: image83.png]KASARCTAR PECTIYEIHKACH AV
WAPYALIBLTBIK MHHUCTRTIC 1T
WKABAK VATTHIK

ATPARTBIK YHUBE]
WAPYAUILLbIK
KYKbITILAAPb PECTIYEH
MEMIERETTIK KOCINOPHILI

b1k

BYHAPBIK

ANMATHI Kasackl

JlOKTOPABIK nCCepTauns TAKBIPbIObIN

PECHYBARKAHCKOE
FOCYAAPCTBEHHOE NPEANPHSITIE
HA TIPADE NOISHCTBERHOTO BEAENIS
WKAJAXCKHA HAUMOHANLHUI
ATPAPHLIR YHHEPCHTET.
MUHHCTEPCTBA CEMLCKOIO XOIACTRA
PECHYEANKH KABAXCTAN

TNPUKA3

ropoa sl

KIHE FBIILIMH KeHecwinepin KaiTa GexiTy Typanbl

Foubimn kenee maxcinicinin Nel Xarramacsl XaHe 2 OKy JKblbtHBIH - PhD
. Aoxtopantsl b.OK. Kabsinbexosatbin etiniwi Herisinne, BY AbIPAMbBIH:

1. 2 xypc PhD noxropantsl b.JK. KaGbinGexosarbin 2014 sxbinebl 28 kasanaa
Nel35-J1 yHuBepcHTeTTiH GyfipbIFbiMeH GeKiTireH AOKTOP/BIK AMCCEpTALs
TaKpIPpIObI XaHE [ETEMIIK FhIIbIMK KeHeCIlic] KaiTa GekiTincin:

[N PhD Mucceprauns W OraHabiK FLiTbIMHK erenaik
D.H. | IOKTOPAHTTBIH | TaKbIpbiGil KeHecwinepi | FbUIBIMM
| |aTeI-XKeHi kexecuwinepi |

GDUSUBOO; JKemic-KOKOHIC WIAPYAULLILIFbI |

itk ; Kabpinbexosa | Paspaborka

| Banuyp GHoTexHOROTHM
JKacynaHoBHA | PasMHOKEHUS K
COXpaHeHHs
redodonaa
601K B
Kasaxcrane

[ a.w.r.x. Kosansuyi

Dr.Barbara Reed |

| LJO. xame 6.F.. | (AKLI)

|

Typawnes T.T. |

2. By#psIKTHIH OpblHAanybl akbliay YKofapsl oKy opHbiHaH Kelinri Ginim Gepy
HHCTHUTYTBIHBIH AUpeKTOphl P.Epkumberynbina xykTencin.

Bipinuwi npopextop

001047

® Kas¥AY 403-01-15. Byiipsik. AnTotni Sacuinsm




         [image: image84.png]Kasak y/ITTBIK arpapIibik yHHBEpCHTET] Pemiennem Jluccepraunonnoro copera

JIHCCepTAMSAIBIK KEHECHiH Ka3aXCKOro HalOHATBHOTO arpapHOro HHBEPCHTETa
2020 KBUBL«I7 »  KoipKyiiex MeIIiMiMen (Ne 20 xarrava ) nporokox N 20 ot « 17»  cenmsbps 20 20 rona
Kabvinbexosa Kabwinbexosoii Bannyp Kacynanosne
bannyp Kacynanosnaza TIpHCYKJICH CTerCH,

JIOKTOPA GUIOCO®HH (P4D)

6D080900 - JKemic-kexonic wapyautbiibieol o clenmansoet (GHUROCUEITOS o

MaMaH]IbIFhl GoiibiHIIa

DHUIIOCODWS IOKTOPHI (PO
nepesxeci Gepimi

By decision of the Dissertation Council
of Kazakh National Agrarian University

i 6D080900 - Fruit and Vegetable growing

ckapva Toparach! - Pexrop

e S vy SRR I OSOE ()
Pt & — Balnur Kabylbekova
1%0240045 Peo o 41 september __ 175,20 20




                                   
1
44

_1664311983.xls
Диаграмма1

		'Голден Делишес'		'Голден Делишес'		'Голден Делишес'		'Голден Делишес'		'Голден Делишес'		'Голден Делишес'		'Голден Делишес'

		'Восход'		'Восход'		'Восход'		'Восход'		'Восход'		'Восход'		'Восход'

		'Максат'		'Максат'		'Максат'		'Максат'		'Максат'		'Максат'		'Максат'



Domestos +H20 2:1, 8 мин

Domestos +H20 2:1, 9 мин

Domestos +H20 1:5, 20 мин

HgCl2 0,1%, 10 мин

HgCl2 0,1%, 5 мин

HgCl2 0,1%, 6 мин, 3% Н2О2 15 мин

HgCl2 0,2%, 4 мин
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Лист1

		Столбец1		Domestos +H20 2:1, 8 мин		Domestos +H20 2:1, 9 мин		Domestos +H20 1:5, 20 мин		HgCl2 0,1%, 10 мин		HgCl2 0,1%, 5 мин		HgCl2 0,1%, 6 мин, 3% Н2О2 15 мин		HgCl2 0,2%, 4 мин

		'Голден Делишес'		25		35		65		60		15		75		76

		'Восход'		25		35		65		35		15		75		85

		'Максат'		15		20		75		50		30		70		75

		Кв. 4		1.2

				Для изменения диапазона данных диаграммы перетащите правый нижний угол диапазона.






