
102 Вестник Карагандинского университета 

DOI 10.31489/2021BMG3/102-118 

УДК 634.1/.7; 602.6:59;602.6:612; 578.2:21; 57.086.13;57:536.483; 606:57.082.26; 631.589.2; 631.544 

Н.В. Ромаданова*, С.В. Кушнаренко 

Институт биологии и биотехнологии растений КН МОН РК, Алматы, Казахстан 
*Автор для корреспонденции: nata_romadanova@mail.ru 

Биотехнология получения безвирусных саженцев яблони 

В обзорной статье подробно изложены последовательные этапы работы по получению оздоровленных 
саженцев яблони биотехнологическими методами. Представлены оптимизированные составы пита-
тельных сред для всех этапов криоконсервации (криотерапии), хемотерапии, идентификации вирусов, 
рекомендованы приемы введения в культуру in vitro, микроклонального размножения, укоренения 
в культуре in vitro и адаптации растительного материала к почвенному субстрату. В результате био-
технологическими методами создана безвирусная in vitro коллекция Malus domestica Borkh. и M. 
sieversii Ledeb. M. Roem., которая сохраняется при температурах (+23–25 °C) и (+ 4 °C). Криоконсер-
вация апикальных меристем стародавних и коммерчески ценных сортов, клоновых подвоев, а также 
дикорастущих форм яблони в жидком азоте при -196 °C позволит долгосрочно сохранять этот ценный 
растительный материал, и, при необходимости, созданная криоколлекция может быть использована в 
селекционном процессе. Безвирусные подвои и сорта яблони могут выступать субъектами агропро-
мышленного комплекса в области садоводства посадочным материалом класса супер-элита, что, 
в целом, будет способствовать развитию местного питомниководства. 

Ключевые слова: Malus, коллекция in vitro, крио- и хемотерапия, криобанк, суперэлитные саженцы, 
сорта яблок, охрана леса. 

 

Введение 

Многообразие природных зон Казахстана обусловило богатство и разнообразие его биологиче-
ских ресурсов, необходимых для экономического и социального развития. Биологическое разнообра-
зие ресурсов являются национальным достоянием огромной ценности для нынешнего и будущего 
поколений. На сегодняшний день площади дикорастущих яблоневых лесов составляют менее 20 % от 
объема, занимаемого ими в 60-х гг. XX века. Это приводит к нарушению стабильности биосферы, 
утрате многих ценных, редких, реликтовых и особенно эндемичных видов растений и животных. 
Ухудшение состояниея биоразнообразия связано с хозяйственной деятельностью человека, загрязне-
нием окружающей среды, стихийными бедствиями, а также незначительной площадью охраняемых 
территорий. Сложная ситуация складывается также в вопросах обеспечения охраны лесов от пожаров 
и незаконных рубок в Государственном лесном фонде. В особенной зоне риска находятся редкие ди-
корастущие яблони, занесенные в Красную книгу Казахстана [1]. Исчезновению подвержены теперь 
и перспективные сорта, и клоновые подвои яблони, которые подверглись атаке бактериального ожо-
га, в особенной опасности сорта местной селекции, саженцы которых не были широко распростране-
ны в мировых масштабах [2]. 

Яблоня (лат. Malus) — род листопадных деревьев и кустарников семейства Розоцветные 
(Rosaceae), насчитывает 62 вида (2013) [3]. Плоды яблони используются в питании и лечении от раз-
личных заболеваний. Хорошими качествами обладает древесина яблони, многие виды выращивают в 
качестве декоративных растений, кроме того, они используются в полезащитном лесоразведении. Все 
виды — хорошие медоносы. 

Наиболее распространенными являются яблоня домашняя, или культурная (Malus domestica),  
— это большинство возделываемых в мире сортов; яблоня сливолистная, китайская (Malus 
prunifolia), и яблоня низкая (Malus pumila) [4]. Родиной яблони является территория современного 
Южного Казахстана и Киргизии (предгорья Алатау), где до сих пор встречается в диком виде яблоня 
Сиверса (Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem.). Предположительно, из этого региона во времена Алек-
сандра Македонского либо во время других миграций она была привезена в Европу и другие регио-
ны. Также считается, что распространению диких плодов яблони Сиверса способствовал Великий 
Шелковый путь. 

Яблоня Сиверса получила свое название в честь ботаника Иоганна Сиверса, который встретил 
яблоневый лес в долине реки Урджар в южной части горного хребта Тарбагатай. К яблоне Сиверса 
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близки два горных вида: яблоня киргизская (Malus kirghisorum Al.Fed. & Fed) и яблоня Недзвецкого 
(Malus niedzwetzkyana Dieck ex Koehne), которые, наряду с яблоней Сиверса, также встречаются в Ка-
захстане, образуя заросли в горах. Яблоня Недзвецского, красивейшая (кора ствола, ветвей, бутоны, 
молодые листья, цветы, плоды всё окрашено в малиново-пурпурный цвет разных оттенков) и редкая 
яблоня так же, как и яблоня Сиверса, внесена в Красную книгу Казахстана как исчезающий вид [1]. 
Большинство дикорастущих яблонь произрастает в Жонгар-Алатауском национальном природном 
парке. Сегодня на территории парка находится пять генетических резерватов (охраняемые природные 
зоны) яблони. Площадь зарослей дикой яблони в горах Алатау, где сосредоточены самые крупные в 
мире ресурсы дикорастущих яблонь, составляет около 11 тысяч га. Яблоневые леса Заилийского и 
Джунгарского Алатау признаны генетическим центром происхождения дикорастущих яблонь плане-
ты. Эта гипотеза, высказанная академиком Николаем Вавиловым еще в конце 20-х годов прошлого 
века, подтверждена современными результатами исследований мирового научного сообщества [5–7]. 

Растущие на крутых склонах деревья диких яблонь порой достигают 30-метровой высоты, со-
хранились исполины, возраст которых 130 лет. Дикие яблони хорошо переносят перепады темпера-
туры от –40°С до +40°С. Эти деревья выдержали самые разные природные катаклизмы, нашествия 
вредителей и могут помочь людям в селекционном процессе в совершенствовании существующих 
сортов [8]. В результате отбора яблонь человеком из всего многообразия возникающих естественных 
изменений сохранились и постепенно усиливались ценные свойства. Некоторые сорта народной се-
лекции имеют промышленное значение и по сей день, они пока составляют основу ассортимента. 
Сортовые яблони наиболее сильно отличаются от своих диких прородительниц по признакам, кото-
рые более всего интересовали человека: вкус, величина и внешний вид плодов, тогда как цветки и 
листья существенно не изменились. 

Яблони разводят в большинстве областей с умеренным климатом. Главные, основные мировые 
производители плодов — это Германия, Италия, Франция, Испания, Китай, Япония, США, Канада, 
Аргентина, Чили, Австралия, Новая Зеландия и ЮАР [9]. В Казахстане в среднем урожайность ябло-
ни составляет в пределах 4 т/га, тогда как урожайность яблони во многих странах — 50–60 т/га. Ос-
новной проблемой низких урожаев является отсутствие интенсивных технологий оздоровления и вы-
ращивания посадочного подвойного и привойного материала. Яблоневые сады поражены бактери-
альными, грибными и вирусными заболеваниями [10]. 

Вирусы являются возбудителями многих опасных заболеваний яблони. Проявляются вирусные 
болезни в виде хлоротической или антоциановой окраски листьев, новообразованиями на отдельных 
органах и тканях, аномальным пробуждением почек, задержкой роста. Распространяются вирусные 
заболевания с соком инфицированных растений, особенно во время обрезки и прививки, пыльцой, 
семенами, насекомыми и почвенными нематодами [11]. Инфицированное дерево остается больным в 
течение всей своей жизни, соответственно вирусные заболевания плодовых имеют хронический ха-
рактер. Использование черенков с таких деревьев для прививки приводит к производству посадочно-
го материала, пораженного вирусами, а также одновременно стимулирует дальнейшее распростране-
ние вирусных болезней. Возбудители вирусных болезней снижают устойчивость растений к биотиче-
ским и абиотическим стрессовым факторам, вызывают нарушения физиологических процессов и, как 
следствие, ухудшают вегетативную и генеративную продуктивность, укоренение, выход стандартных 
саженцев в маточниках, а также их приживаемость в питомнике [10–12]. Соответственно, вирусные 
болезни яблони широко распространены и наносят огромный экономический ущерб во всем мире, 
что обусловливает необходимость их раннего выявления [13, 14]. 

В публикации ученых из Научно-исследовательского института плодоводства и виноградарства 
говорится о том, что в плодовых насаждениях юга и юго-востока республики выявлено 7 вирусных 
заболеваний на яблоне, из которых наиболее опасными являются: хлоротическая пятнистость листьев 
яблони (Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV), вирус растрескивания ствола (Apple stem pitting virus 
(ASPV) и вирус бороздчатости древесины (Apple stem grooving virus (ASGV). Какие еще 4 вируса вы-
явлены, не уточняется [12]. В других статьях казахстанских авторов, а также в публикациях исследо-
вателей смежных регионов, таких как Россия и Беларусь, среди вирусных заболеваний были выявле-
ны только ACLSV, ASGV, ASPV [15–18]. Ученые Института биологии и биотехнологии растений 
(ИББР) в результате тестирования яблони обнаружили 4 вируса ACLSV, ASPV, ASGV и ApMV в раз-
личных сочетаниях [16, 19]. В последние годы в Казахстане также отмечено массовое распростране-
ние бактериального ожога, вызываемого бактерией (Erwinia amylovora), который приводит к гибели 
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урожая, а впоследствии и всего яблоневого сада [20]. Бактериальный ожог может привести к эколо-
гической катастрофе — в опасности окажутся парки и скверы городов, защитные лесополосы и т.п. 

Природно-климатические условия юга и юго-востока Казахстана благоприятны для выращива-
ния высококачественной яблоневой продукции, которая может быть использована в питании, слу-
жить сырьем для переработки в достаточных количествах для обеспечения внутреннего рынка и экс-
порта [10]. Тем не менее, в настоящее время в Казахстан значительная часть саженцев яблони заво-
зится из зарубежных стран (более 55 %). Это связано с тем, что урожайность невысокая, саженцы ме-
стного производства низкого качества, плоды не выдерживают конкуренцию с зарубежной продук-
цией по товарным характеристикам [2, 10, 21]. 

На данный момент в Казахстане практически отсутствуют питомники, которые обеспечивают 
рынок отечественными оздоровленными саженцами. Высокий спрос оздоровленной продукции час-
тично покрывается за счет импорта. В результате недостатки традиционных способов выращивания 
яблони обусловили необходимость разработки научных методов оздоровления генофонда, организа-
ции маточников с саженцами, размноженными в учреждениях, занимающихся производством оздо-
ровленного посадочного материала. Биотехнологическими методами вегетативное in vitro потомство 
получают от единичного исходного растения, отобранного по сортовой (клоновой) типичности с га-
рантированной чистотой от различных инфекционных заболеваний [22, 23]. Для растений in vitro 
проводят подбор питательной среды, обеспечивающей высокий коэффициент размножения (КР) 
[11, 12, 24, 25]. Питательные среды оптимизируют эмпирическим способом и с использованием раз-
личных электронных программ, например, такой как Designing expert systems [26]. 

В лаборатории криосохранения гермоплазмы ИББР разработаны методы микроклонального раз-
множения для многих плодовых и ягодных культур, в том числе для яблони [27–30]. Освобождение 
от бактериальной и грибной инфекции достигается на этапе введения растительного материала в 
культуру in vitro, однако оздоровить от вирусной инфекции такими способами практически невоз-
можно. Известно несколько способов оздоровления пораженного вирусами растительного материала. 
Одним из методов является термотерапия [31, 32]. Методика заключается в суховоздушной обработ-
ке или в погружении растительного материала в горячую воду (38–55°С). Существуют различные ги-
потезы для объяснения механизма освобождения растений от вирусов в процессе термообработки. 
Например, длительная высокая может вызвать разрушение всех накопленных в клетках вирусных 
частиц и полное освобождение от вирусов целого растения. Однако чаще освобождаются от инфек-
ции лишь отдельные части или органы растений, например, апикальные меристемы. В оставшихся 
тканях уменьшается концентрация вирусных частиц, которые не успевают перемещаться в быстрора-
стущие ткани. 

Многие ученые считают, что получить свободный от вирусов материал можно путем размноже-
ния верхушечными меристемами. Авторы объясняют это наличием в меристемах больших концен-
траций ауксинов, препятствующих размножению вирусных частиц, а также предполагают, 
что физиологически мембраны меристематических клеток препятствуют проникновению и размно-
жению вирусов. Метод верхушечных меристем был описан Белкен-Грен и Миллером, которые осво-
бодили от термостабильного вируса A 50 % растений Fragaria vesca [33]. В дальнейшем, этот метод 
стал использоваться на разных культурах во многих странах мира [34, 35]. Однако впоследствии уче-
ные показали наличие остаточной инфекции в пораженных вирусами культурах. Поэтому вирусологи 
начали применять для оздоровления растений термотерапию в сочетании с другими методами 
[14, 30, 34–38]. 

Параллельно с описанными выше способами борьбы с вирусами ученые стали применять хемо-
терапию in vivo и in vitro. Для чего в питательные среды стали добавлять различные противовирусные 
препараты. М.Т. Упадышев рекомендует различные органические кислоты, которые обеспечивают 
оздоровление растений от 80 до 100 %. Им же проведено оздоровление малины от вирусов при по-
мощи добавления в питательную среду препаратов Рибавирин, Кагоцел и Арбидол [39]. Трудность 
при подборе таких веществ заключается в том, что противовирусный препарат должен блокировать 
процесс размножения вируса, не повреждая при этом само растение. Кроме того, противовирусный 
препарат должен сохранять активность в течение достаточно длительного времени, так как частое его 
применение может быть губительным для растения. 

Оздоровление от вирусов можно добиться также с помощью криотерапии, растения, выращен-
ные из меристем после криоконсервации, являются безвирусными [19, 40]. Этот метод заключается в 
погружении инфицированных апикальных меристем в жидкий азот на непродолжительное время (20–
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60 мин), что приводит к разрушению клеток, в которых обычно расположены вирусы. В результате 
это позволяет получить высокую частоту свободных от патогенов жизнеспособных растений [19]. 
Для криотерапии различных культур используют разные методы криоконсервации, те, которые более 
результативны для того или иного объекта [41, 42]. Криотерапию успешно применяют для освобож-
дения от вирусов у картофеля, сладкого картофеля, винограда, банана, апельсина, мандарина, помело, 
лимона, в том числе и яблони [19, 43–50]. 

Процесс оздоровления зависит от чувствительности растений к вирусам и от самого штамма ви-
руса, так как процент освобождения от вирусов у разных культур варьирует, к тому же для некоторых 
культур, таких как малина (Rubus idaeus L.), требуется комбинировать криотерапию с термотерапией 
[51]. Для повышения процента освобожденных от вирусов растений также подходит комбинирование 
криотерапии и хемотерапии, например, для получения 100 % безвирусного картофеля Solanum 
tuberosum L. [52]. Для получения оздоровленных пробирочных растений цветочных и декоративных 
культур О.В. Митрофанова сочетала три вида терапии — термотерапию, хемотерапию и культуру 
апикальных меристем [36]. 

Несмотря на достаточное количество информации о процессе оздоровления растительного мате-
риала, исследователи не пришли к единому мнению о необходимости использования того или иного 
вида терапии. Общепризнано только то, что для каждого нового образца необходима отработка всех 
критериев и параметров оздоровления. Подбор и оптимизация эффективных способов оздоровления 
растений могут открыть новые перспективы как в вирусологических исследованиях, так и в техноло-
гии получения безвирусного посадочного материала. Следует отметить, что для получения безвирус-
ных растений с помощью криотерапии и хемотерапии коллективом лаборатории криосохранения 
гермоплазмы ИББР достигнуты высокие результаты: картофель (80 %) и яблоня (37,5 %), при этом 
криотерапия яблони была проведена впервые в мире [19, 52]. Разработанная технология позволяет 
получать, тестировать и оздоравливать инфицированные in vitro растения с минимальными затратами 
в короткие сроки. Полученные оздоровленные саженцы класса суперэлита, как посадочный материал 
высокой категории чистоты, послужат для закладки элитных питомников [53, 54]. 

Учитывая глобальный характер проблемы утраты биоразнообразия, необходимо задействование 
научных подходов защиты, поддержания и размножения растительного материала. На современном 
уровне сохранение растений необходимо проводить с учетом применения всех наиболее прогрессив-
ных технологий, в том числе и длительное консервирование генетического материала в криоколлек-
циях [55–57]. В США криоконсервация является основным способом сохранения генетических ре-
сурсов плодовых, орехоплодных, ягодных культур и винограда с 1987 г. [55, 58]. Национальная сис-
тема сохранения гермоплазмы растений также создана в большинстве стран Европы, в Китае, Япо-
нии, Корее, Перу и во многих других, наряду с обширными полевыми коллекциями имеются так же и 
криобанки тканей, семян, почек и других органов различных культур, в том числе и яблони [56, 57, 
59, 60]. 

Особенности строения растительных клеток, отличающихся большими размерами, сильной ва-
куолизацией и, следовательно, большим содержанием воды, вызывают трудности их криосоконсер-
вации [49]. Оптимизация методов криосохранения, позволяющих избежать механического поврежде-
ния мембран кристаллами льда, вызывающего чрезмерое обезвоживание клеток, позволило разрабо-
тать несколько эффективных способов криоконсервации растительных тканей. В результате для 
криоконсервации (криотерапии) яблони используют методы: витрификации, дроплет-витрификации, 
инкапсуляции-дегидратации, медленного программированного замораживания и др. 

Для разработки метода инкапсуляции-дегидратации положила начало технология, используемая 
для получения искусственных семян. Растительные ткани, как в капсулу, заключают в альгинатный 
гель, тем самым обезвоживая и подсушивая ткани. Кроме того, внутри клеток предотвращается обра-
зование кристаллов льда. После частичного подсушивания (дегидратации) инкапсулированные в аль-
гинат ткани быстро погружают в жидкий азот. Этот метод применим к различным эксплантам: апи-
кальные меристемы, клеточные культуры, соматические зародыши, семена различных видов расте-
ний как умеренного климата, так и тропических широт [61, 62]. 

При проведении метода витрификации растительный материал предварительно обрабатывают 
высококонцентрированными растворами химических криопротекторов, после чего быстро заморажи-
вают [55, 63, 64]. В результате витрификации происходит затвердевание воды в аморфном состоянии, 
что предотвращает образование внутриклеточных кристаллов льда. Метод применяется для криосо-
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хранения апикальных меристем, изолированных клеток и соматических зародышей многих видов 
растений. 

Метод медленного программированного замораживания заключаеся в обработке меристем хи-
мическими криопротекторами так же, как и метод витрификации, особенностью его является охлаж-
дение растительных тканей до определенной температуры в программируемом фризере, например, до 
-40°С, после чего ткани переносят в жидкий азот (-196°С). При постепенной медленной скорости ох-
лаждения формирование льда начинается во внеклеточном пространстве, благодаря чему предотвра-
щается кристаллизация воды внутри клеток, которые вызывают повреждение мембран и клеточных 
органелл. Клетки успевают потерять часть воды, компенсируя водный дефицит во внешнем растворе. 
Для каждого вида растений подбирается оптимальная скорость охлаждения (от 0,1 до 1,0°С/мин). 
Метод программированного замораживания является общепризнанным и наиболее широко распро-
страненным, особенно эффективен для апикальных меристем и почек растений, а также для клеточ-
ных культур (суспензии клеток, каллусные ткани) [58]. 

В лаборатории криосохранения гермоплазмы были проведены эксперименты по криоконсернва-
ции методами: витрификации с 0,3М сахарозой, витрификации с 5 % ДМСО, инкапсуляции-
дегидратации, медленного программированного замораживания и было выявлено, что для многих 
культур наиболее эффективным, малозатратным и упрощенным при выполнении является метод вит-
рификации с 0,3М сахарозой, позволяющий получать от 60 до 80 % жизнеспособных апикальных ме-
ристем, после размораживания [42]. Этот метод применяется для криосохранения апикальных мери-
стем различных видов растений во многих ведущих мировых лабораториях [55, 58]. Метод основан 
на предотвращении кристаллизации воды в растительных клетках с помощью обработки высококон-
центрированными растворами криопротекторов, которые могут быть токсичными для клеток, поэто-
му для предотвращения повреждений и гибели клеток длительность обработки должна строго кон-
тролироваться для каждого образца [30; 41–43]. Сотрудниками ИББР этот метод оптимизирован для 
криоконсервации яблони, картофеля, барбариса, малины, груши, жимолости и других культур. 

Хранение гермоплазмы растений в жидком азоте в небольших помещениях имеет социальный 
спрос и экономическую заинтересованность у государства, так как существенно снижает затраты на 
содержание коллекций в полевых условиях и обеспечивает возможность круглогодичного использо-
вания коллекционных образцов в научных исследованиях. Сохранение растительного материала в 
криобанке обеспечит долгосрочное хранение гермоплазмы экономически ценных образцов для ис-
пользования в научных и практических целях, будет служить надежным хранилищем в экстремаль-
ных ситуациях. Образцы гермоплазмы яблони, сохранённые при сверхнизкой температуре, могут по-
служить основой для проведения широкого спектра биотехнологических исследований, в том числе и 
для разработки методологии сохранения генетических ресурсов других культур, особенно редких, 
исчезающих, эндемичных, реликтовых видов. Созданная криоколлекция может быть вовлечена в се-
лекционный процесс, для закладки элитных питомников, а также для международного обмена гене-
тическими ресурсами [41–43, 55–58, 60]. 

Производство оздоровленных саженцев влечет развитие местного плодоводства и сельского хо-
зяйства в целом, является решением важных социально-экономических проблем. Учитывая высокое 
качество саженцев, полученных биотехнологическим путем, повысится урожайность и качество пло-
довой продукции. Круглогодичное массовое производство саженцев будет способствовать созданию 
новых рабочих мест на производстве и снизит их себестоимость. Качественная, конкурентно-
способная продукция может реализовываться внутри страны и экспортироваться за рубеж, что повы-
сит рейтинг сельского хозяйства Казахстана на мировом рынке. 

Введение растительного материала в культуру in vitro и получение асептических растений 

Для успешного проведения всех этапов производства оздоровленных саженцев требуется доста-
точное количество асептически чистого растительного материала in vitro. Поэтому на первом этапе 
основную роль играют отбор первичного экспланта, технология стерилизации, подбор оптимальных 
условий культивирования. Для введения в культуру in vitro используют: 1) зеленые побеги, отросшие 
в лабораторных условиях из срезанных в зимний период однолетних одревесневших черенков со 
спящими почками; 2) в весенне-летний период — зеленые побеги, срезанные с деревьев в полевых 
условиях; 3) побеги, проросшие из семян дикорастущих яблонь; 4) изолированные из семян зароды-
шевые оси. 
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В период с января по март с деревьев яблони срезают однолетние побеги длиной 20–30 см, про-
мывают в мыльном растворе и проточной водопроводной воде и стерилизуют в хлорсодержащих от-
беливателях, например, в таких как «Белизна» (гипохлорит натрия (5–15 %), щелочные компоненты 
˂5 %, вода) или «Доместос» (< 5 % гипохлорит натрия, анионные ПАВ, неиногенные ПАВ, мыло, 
отдушка). Обработанные черенки проращивают в воде либо добавляют в воду слабые концентрации 
макро-, микроэлементов и гормонов. Отросшие зеленые побеги в стерильных условиях ламинарного 
бокса вновь обрабатывают в хлорсодержащих веществах, в данном случае самым эффективным явля-
ется 0,1 % раствор сулемы (HgCl2) [27]. 

При введении в культуру in vitro зеленых побегов, отросших в полевых условиях, используется 
та же методика, что и для побегов, отросших в лабораторных условиях, только время экспозиции по-
бегов в растворе хлорсодержащих веществ может быть более длительным, так как материал, собран-
ный в полевых условиях, в отличие от побегов, проросших в лабораторных условиях, значительно 
сильнее поражен бактериальной и грибной инфекцией. 

После стерилизации апексы побегов яблони, полученные всеми тремя способами, помещаются 
на жидкую питательную среду Мурасиге и Скуга (МС) для микроклонального размножения [29, 65]. 
Необходимость использования жидкой питательной среды (без добавления агара) связана с тем, что 
ткани яблони выделяют в питательный раствор фенольные соединения, повторное их поглощение 
приводит к гибели микрочеренков. Ежедневно побеги яблони переносят на свежую питательную сре-
ду для предотвращения некроза. Кроме того, в пробирки с жидкой средой помещают мостики из 
фильтровальной бумаги для удержания микропобеговна поверхности, чтобы они не утонули. Через 
1,5–3 недели жизнеспособные асептические побеги яблони готовы для пересадки в пробирки в твер-
дую питательную среду. 

Микроклональное размножение асептического растительного материала 

Для полученных пробирочных растений на первом этапе микроклонального размножения требу-
ется проверка инфицированности эксплантов на специализорованных питательных средах, так как 
инфекцию не всегда можно обнаружить визуально, и которая может проявиться при дальнейшем 
клонировании. В качестве специализированной питательной среды часто используют среду 523, в 
состав которой входят 10 г/л сахарозы, 8 г/л гидролизата казеина, 4 г/л дрожжевого экстракта, 2 г/л 
KH2PO4, 0,15 г/л MgSO4·7H2O, 6 г/л джелрайта, рН 6,9 [66]. Во время пересадки побегов in vitro в 
свежую среду срезают их основания и помещают в чашки Петри со средой 523, культивируют при 
естественном освещении в течение 1–2 недель. В случае отсутствия микрофлоры в эксплантах среда 
остается прозрачной, тогда как помутнение среды и рост колоний указывают на инфицированность 
микропобегов, которые следует сразу же отбраковывать. Дальнейшее микроклональное размножение 
проводят с проверенными асептическими растениями. 

Не исключено повторное инфицирование растений в культуре in vitro, или внутренняя бактери-
альная флора может быть устойчива к стерилизующим компонентам. В таких случаях можно провес-
ти хемотерапию с антибиотическими веществами, такими как ампицилин, гентомицин, цефотаксим и 
др. Однако в культуре тканей поддерживается рост устойчивых к антибиотикам штаммов, что позво-
ляет сохраняться инфекции на низком уровне. К тому же, согласно Thermo Fisher Scientific: «Анти-
биотики должны использоваться только в качестве крайней меры и только для краткосрочных при-
менений, их необходимо в короткие сроки удалять из культуры тканей» [67]. «Plant Cell Technology» 
— производитель Plant Preservative Mixture (PPM) — питательной среды, которая предназначена для 
борьбы с бактериальной и грибной инфекциями сообщает, что PPM имеет широкий спектр действия 
и ингибирует множество ферментов, поэтому образование по отношению к нему устойчивых штам-
мов маловероятно [68]. В результате проведенных в лаборатории исследований отмечена эффектив-
ность влияния РРМ для борьбы с патогенами в культуре in vitro для яблони, эксперименты продол-
жаются. 

Диагностика наличия вирусов в растительных тканях 

Для проверки на вирусы отбирают растения яблони в полевых условиях и в культуре in vitro. 
Из листьев выделяют тотальные препараты РНК [69]. Качество выделенной РНК определяют разны-
ми способами, например, по разделению на электрофореграмме двух рибосомальных РНК 
(28S и 18S) или с помощью контрольного гена глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы (GAPDH), 
или с помощью специфичных праймеров для GAPDH [70]. 
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Подбор специфических праймеров проводят, сравнивая известные нуклеотидные последова-
тельности различных изолятов соответствующих вирусов, идентифицированных в базе данных 
National Center for Biotechnology Information (NCBI), с помощью программы BioEdit [71]. По резуль-
татам сравнительного анализа были выявлены наиболее консервативные участки геномов вирусов, к 
которым применяют дизайн праймеров. Количество РНК измеряют на спектрофотометре. 

Обратную транскрипцию и полимеразно-цепную реакцию (ПЦР) проводят с реактивами, следуя 
рекомендациям производителя. Для получения ДНК вирусов используют обратный праймер, который 
является обратно-комплементарным к нужному участку РНК, для реакции ПЦР используют второй 
обратный праймер, тем самым увеличивая специфичность к вирусам. Температурный режим ампли-
фикатора для реакции ПЦР подбирают эмпирически в соответствии с температурой плавления прай-
меров. Продукты ПЦР анализируют после электрофореза. 

Учеными ИББР на яблоне выявлены 4 вируса ACLSV, ASPV, ASGV и ApMV в различных 
сочетаниях [16, 19]. Установлено, что клоновые подвои в меньшей степени поражены вирусами 
(21,1 %), в отличие от сортов. Вероятнее всего, молодые, не подвергнутые прививке, еще не 
плодоносящие двухлетние растения без внешних повреждений, в отличие от многолетних сортов, не 
подвергались обрезке и не поражались насекомыми, грибами, нематодами и т.п. Установлено также, 
что дикорастущие формы вирусами не поражены, возможно, это связано с высоким иммунитетом, 
устойчивостью к различным заболеваниям дикорастущих плодовых. Только у формы «Ася», 
привезеной из ГБС, выявлен вирус ACLSV. Скорее всего этот образец в Ботаническом саду был 
инфицирован контактным способом от других плодовых деревьев. 

Криотерапия инфицированных образцов 

Криотерапию проводят для инфицированных образцов яблони, для чего можно использовать 
различные методы криоконсервации. В лаборатории криосохранения гермоплазмы для криотерапии 
оптимизирован метод витрификации с 0,3 М сахарозой [41], жизнеспособность апикальных меристем 
после криоконсервации (криотерапии) при использовании этого метода в среднем составляет 68,9 % 
[40, 41]. Метод проводится в несколько этапов: 

1. Закаливание пробирочных растений в лабораторном инкубаторе при переменных в течение 
суток температурах (8 ч при 22°С, освещенность 10 мкмол·м-2·с-1 / 16 ч в темноте при -1°С). Для яб-
лони оптимальная длительность закаливания — 3–4 недели. 

2. Изолирование апикальных меристем из асептических растений. Апексы изолируют размером 
0,8–2,0 мм, состоящие из апикальной меристемы (4–5 слоев клеток) и 2–3 листовых примордиев. 
Изолирование проводят с использованием бинокулярного микроскопа в стерильных условиях на бу-
маге, смоченной стерильной дистиллированной водой, для предотвращения пересыхания раститель-
ных тканей. 

3. Культивирование апикальных меристем на среде с 0,3 М сахарозой. Изолированные 
апикальные меристемы помещают в стерильные чашки Петри на среду МС с 0,3М сахарозой и 
культивируют в течение 2 суток также при переменных в течение суток температурах (8 ч при 22°С, 
освещенность 10 мкмол·м-2·с-1 / 16 ч в темноте при -1°С). 

4. Обработка апикальных меристем криопротектором. Меристемы помещают в криопробирки 
добавляют в них криопротектор plant vitrification solution 2 (PVS2) (30 % глицерина, 15 % этиленгли-
коля, 15 % диметилсульфоксида (ДМСО) в жидкой среде МС с 0,4М сахарозой, рН 5,8, эксперимент 
проводят при 0 °C температуре, в связи с этим криопробирки помещают в замороженный во льду 
штатив [41, 58]. Длительность экспозиции в PVS2 – 80 мин. 

5. Погружение апикальных меристем в жидкий азот. Криопробирки с опытными меристемами 
погружают в жидкий азот на 20–60 мин. Оттаивание проводят в водяной бане: 1 мин при 45 °C, затем 
1 мин при 25 °C. Контрольные меристемы, которые не погружали в жидкий азот, и опытные после 
разморозки дважды промывают в среде МС с 1,2 М сахарозой и помещают на питательную среду для 
регенерации. 

Жизнеспособность апикальных меристем после криотерапии оценивают еженедельно в течение 
6 недель. Проводят учет выживших меристем (зеленая окраска) и регенерацию новых. Для 
криотерапии используют 20 апикальных меристем. Опыт выполняют в 3 повторностях (n= 60). 
Статистическую обработку экспериментальных данных проводят по общепринятым методикам, 
описанным в пособии Г.Ф. Лакина и в програмном пакете SYSTAT [72, 73]. 
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В результате в лаборатории криосохранения гермоплазмы установлено, что 77,8 % образцов 
яблони сорта «Апорт Александр» после криотерапии освобождается от ACLSV, от ASPV — 44,4 %, 
от ApMV — 88,9 %. В целом, 33,3 % тестированных образцов этого сорта после криотерапии наличие 
вирусов не показали [19]. У 66,7 % образцов сорта «Апорт Александр» форма 5 после криотерапии 
ACLSV не был обнаружен. У сорта «Восход» после криотерапии ACLSV не был идентифицирован, 
50 % образцов были оздоровлены от вируса ASPV. Безвирусными у сорта «Синап Алматинский» 
после криотерапии было 25 % тестированного материала, от вируса ACLSV оздоровилость 75 % 
растений, а от вируса ASGV — 50 %. У клонового подвоя «Арм 18» форма 1 наличие вируса ACLSV 
после криотерапии не подтвердилось. 

В целом, криотерапия — это эффективный подход для оздоровления растений яблони от 
вирусов. В среднем 37,5 % тестированного материала безвирусные. Криотерапия не оздоровила 
только сорт «Ренет Ландсбергский», а у сорта «Апорт кроваво-красный» форма 1 не удалось удалить 
вирус ACLSV. Эти результаты несколько ниже, чем у картофеля, батата, винограда, но выше чем у 
малины и хмеля Humulus lupulus [43, 45–47, 49]. В статье A. Nukari и других говорится, что не 
выявлена эффективность метода криотерапии меристемной культуры хмеля для детекции вируса 
ApMV, когда в экспериментах ученых ИББР 88,9 % побегов сорта «Апорт Александр» после 
криотерапии были освобождены от вируса ApMV. Возможно, процесс оздоровления зависит от 
чувствительности растений к вирусам и от самого штамма вируса, так как процент освобождения от 
вирусов у разных культур варьирует, к тому же для некоторых культур требуется комбинировать 
криотерапию с термотерапией и хемотерапией [41, 49]. 

Хемотерапия инфицированных образцов 

Хемотерапию проводят для инфицированных вирусами растений яблони in vitro, культивируют 
по пять штук в культуральных сосудах на питательной среде для микроклонального размножения с 
добавлением противовирусных препаратов. В качестве противовирусного препарата многими 
исследователями используется рибавирин (1-бета-рибофуранозил-1Н-1,2,4-триазол-3-карбоксамид) 
— синтетический аналог гуанозина, являющийся ингибитором синтеза нуклеиновых кислот вирусов. 
Этот препарат проявляет свою активность и против РНК- и против ДНК-содержащих вирусов [45, 52, 
74–76]. Рибавирин не влияет на синтез РНК в нормально функционирующих клетках растений, 
поскольку ингибирует селективно только синтез вирусной РНК. Тем не менее на развитие растений 
он оказывает угнетающее воздействие, которое возрастает с увеличением его концентрации в 
питательной среде. В изученной литературе авторы предлагают концентрацию рибавирина от 20 до 
100 мг/л; чаще всего она составляет 30 мг/л [45, 74]. Наиболее высокая эффективность рибавирина 
была показана в отношении вирусов картофеля (Solanum tuberosum L.) [52, 75]. 

Для яблони хемотерапию проводил F. Paprštein, растения яблони in vitro сорта Fragrance 
культивировали на питательной среде МС с рибавирином в концентрации 20 мг/л и 100 мг по 4 
недели для каждого варианта. Выявлено 76 % оздоровления от вирусов ASGV, ACLSV, ASPV [76]. 
Однако эксперименты, проведенные на единичных сортах или в ограниченном числе, не могут быть 
достоверными, так как эффективность оздоровления зависит от особенностей генотипов [45, 51, 75–
77]. 

Сотрудниками ИББР также достигнуты положительные результаты по хемотерапии яблони — 
100 % оздоровления в культуре in vitro, эксперимент проведен для 6 образцов, получен патент на 
изобретение [78]. В результате всех процедур оздоровления создана безвирусная in vitro коллекция, 
которую в дальнейшем использовали для создания криобанка и получения оздоровленных саженцев. 
На данный момент безвирусная коллекция апикальных меристем яблони в криобанке насчитывает 74 
образца, включающих 54 сорта, 7 клоновых подвоев и 13 дикорастущих форм. 

Укоренение в культуре in vitro безвирусных асептических образцов 

Следующим этапом в процедуре получения оздоровленных саженцев является ризогенез в куль-
туре in vitro — один из наиболее сложных процессов. Основные трудности этого процесса заключа-
ются в том, что без использования фитогормонов группы ауксинов у побегов in vitro корни не обра-
зуются. В то же время гормоны, в составе питательной среды, могут вызвать, например, разрастание 
каллуса, что, в свою очередь, нежелательно для микроклонального размножения [79]. Кроме того, 
процесс ризогенеза зависит от генотипа растения, консистенции питательной среды, на которой идет 
процесс ризогенеза, ее минерального состава, концентрации в ней углеводов, вида и концентрации 
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ауксина, соотношения ауксинов с цитокининами, присутствия в питательной среде веществ феноль-
ной природы, длительности субкультивирования, уровня освещенности, температуры и ряда других 
факторов. Наряду с фитогормонами, существенная роль в процессе ризогенеза принадлежит углево-
дам и, в частности, сахарозе, например, если сахарозу не добавлять в питательную среду, то даже под 
воздействием ИМК корни не закладываются. Канадские исследователи C. Chong и E.–C. Pua показа-
ли, что оптимальной концентрацией сахарозы в питательной среде для ризогенеза клонового подвоя 
яблони Оттава-3 является 30 г/л [80]. Многие авторы, сообщая о положительном влиянии ИМК, ИУК 
и НУК для получения корней в культуре in vitro, рекомендуют 2–4-кратное разбавление основы пита-
тельной среды МС [81, 82]. 

В Лаборатории криосохранения гермоплазмы ИББР тестированы следующие варианты пита-
тельных сред для укоренения: 1) ½ МС, 1,25 г/л джелрайта, 4 г/л агара, рН 5,7 (вариант 1); 2) ½ МС, 
1,25 г/л джелрайта, 4 г/л агара, рН 5,7 + предварительное выдерживание в растворе с 20 мг/л 
индолилуксусной кислоты (ИУК)(Sigma-Aldrich) в течение 16 ч (вариант 2); 3) ½ МС, 1,25 г/л джел-
райта, 4 г/л агара, рН 5,7, + предварительное выдерживание в растворе с 20 мг/л ИМК в течение 16 ч 
(вариант 3); 4) ½ МС, 1,25 г/л джелрайта, 4 г/л агара, рН 5,7 + 0,25 мг/л ИУК (вариант 4); 5) ½ МС, 
1,25 г/л джелрайта, 4 г/л агара, рН 5,7 + 0,25 мг/л ИМК (вариант 5) [54]. Установлено, что наиболее 
оптимальной (упрощенной в приготовлении) является питательная среда (вариант 5), питательные 
среды: варианты 2–4 также подходят для ризогенеза в качестве альтернативы. 

Перевод оздоровленных образцов яблони в почвенный субстрат,  
адаптация полученных саженцев к тепличным условиям 

В производстве саженцев один из самых сложных этапов — это процесс переноса укорененных 
пробирочных растений из стерильных условий в почвенный субстрат. На адаптацию растений в поч-
венном субстрате влияют такие физические факторы, как pH, температура, влажность воздуха, осве-
щение и другие, поэтому для каждой культуры оптимизацию приживаемости нужно проводить инди-
видуально. Обзор литературы выявил, что в качестве компонентов грунта используют различные 
субстраты: готовые смеси почв, чернозем, торф, перлит, вермикулит, песок, щебенка, опилки и т.п. в 
различных сочетаниях и пропорциях [18, 36]. В последнее время многие авторы рекомендуют ис-
пользовать готовую почвенную смесь, в состав которой входят стерильный песок и биогумус, содер-
жащую для жизнедеятельности растения все необходимые элементы. Положительным моментом яв-
ляется и то, что этот субстрат не требует дополнительной обработки, а это экономит время и средства 
[83]. 

В процессе адаптации к почвенному субстрату растения испытывают стресс, который проявля-
ется в замедлении роста, потемнении, засыхании и сбрасывании листьев, в результате чего большин-
ство растений часто погибает. При выяснении причин, вызывающих гибель растительного материала 
при пересадке в почву, выявлено, что у in vitro растений, выращенных внутри культуральных сосудов 
в условиях почти 100-процентной влажности воздуха, широко открыты устьица. В течение первых 
нескольких суток после пересадки растений происходит потеря большого количества воды в листьях, 
так как устьица так же остаются открытыми [84]. Кроме того, нарушено поглощение воды и мине-
ральных солей из почвы, так как корни in vitro растений практически не имеют корневых волосков. 
Следовательно, при пересадке в почву низкая поглотительная способность корней и высокая транс-
пирация листьев вызывает гибель растений. 

Сотрудниками Лаборатории криосохранения гермоплазмы ИББР разработаны и оптимизирова-
ны биотехнологические приёмы переноса, адаптации и выращивания укоренённых регенерантов в 
почвенном субстрате [54]. В качестве грунта используются: 1) почвенный субстрат «Готовый грунт 
универсальный», содержащий стерильный песок и биогумус следующего состава: азот (NH4+NO3) 
20–250; фосфор (P2O5) 100–500; калий (К2О) 100–500; кальций (СаО) 1000–6000; магний (MgO) 500–
3000; железо (Fe2O3) 50–250 и перлит (мг на 100 г сухого вещества) (вариант 1); 2) смесь стерильного 
чернозема с перлитом 20:1 (вариант 2);3) в смесь 1/1 готового почвенного субстрата и стерильного 
чернозема (вариант 3); 4) смесь чернозема, торфа, перлита в процентном соотношении: 50:40:10 
(вариант 4). В результате установлено, что самый высокий процент адаптации — 90 % был выявлен 
при использовании 4 варианта почвенного субстрата. 

Для лучшей приживаемости растительного материала в грунте побеги помещают в полиэтиле-
новые контейнеры (250 мл) с почвенным субстратом в лунку с влажным стерильным перлитом и на-
крывают прозрачным пластиковым колпаком или в минипарник (парник, обтянутый полиэтиленом 
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50х150 см), чтобы остановить испарение влаги. Колпаки и пленку минипарника периодически откры-
вают на 10–15 мин, чтобы проветривание препятствовало образованию плесени и загниванию корней. 
Первую неделю укорененные регенеранты адаптируют в светокультуральной комнате при 24±1°С, 
освещенность 40 µE·m-2·s-1, 16-часовой фотопериод. Далее саженцы переносят в теплицу, для даль-
нейшей адапатации при температуре от 15°С до 30°С, влажность 40 % при естественном освещении. 
Длительность адаптации составляет от 3 до 6 недель, после чего колпаки убирают совсем или кон-
тейнер с саженцем переносят из минипарника в теплицу. 

После адаптации безвирусных саженцев к тепличным условиям биотехнологическая часть работ 
заканчивается. Наступает этап переноса и адаптации растительного материала к полевым условиям. 
Для этого адаптированные тепличные саженцы необходимо передать в крестьянские (фермерские) 
хозяйства. Клоновые подвои на данном этапе готовы к высадке в открытый грунт, для сортового ма-
териала сначала, по необходимости, должна быть проведена окулировка. По проишествии 2–3 лет 
интенсивный сад начнет плодоношение. 

Заключение 

Таким образом, в период с 2003 по 2021 гг. в Лаборатории криосохранения гермоплазмы 
проведены биотехнологические работы, в результате которых отработаны методики введения в куль-
туру in vitro микроклонального размножения и криоконсервации различных плодовых, орехо-
плодных, ягодных, овощных и других культур. В том числе создана асептическая in vitro коллекция 
сортов, клоновых подвоев, дикорастущих форм яблони. Оптимизирован полный цикл получения без-
вирусных саженцев яблони, от введения в культуру in vitro до переноса саженцев в грунт. В даль-
нейшем, in vitro коллекция и полученные оздоровленные саженцы могут быть использованы в науч-
ных исследованиях для создания криобанка, а также для получения суперэлитного подвойного и при-
войного материала, который, в свою очередь, может применяться фермерскими хозяйствами для во-
влечения в селекционный процесс по улучшению существующих и созданию новых сортов, а также 
для международного обмена генетическими ресурсами. 

В статье изложена последовательность этапов по производству оздоровленных саженцев яблони. 
Полученные разработки могут решить проблему насыщаемости рынка Республики Казахстан качест-
венным отечественным безвирусным высокоурожайным посадочным материалом яблони. Продвиже-
ние реализации на рынке саженцев, полученных биотехнологическим путем, позволит обеспечить 
население страны экологически чистой отечественной плодовой продукцией с высокими товарными 
качествами. 
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Н.В. Ромаданова, С.В. Кушнаренко 

Вируссыз алма көшеттерін алудың биотехнологиясы 

Шолу мақалада биотехнологиялық əдістерді қолдана отырып, сау алма көшеттерін өндіру бойынша 
жұмыстардың кезекті кезеңдері анық көрсетілген. Криоконсервацияның (криотерепия), хемотерапия, 
вирустарды анықтаудың барлық кезеңдеріне арналған қоректік орталардың құрамы, in vitro 
культурасына енгізу əдістері, микрокланалды көбейту, in vitro жағдайында тамырландыру жəне 
өсімдік материалын топырақ субстратына бейімдеу ұсынылған. Нəтижесінде биотехнологиялық 
əдістерді қолдана отырып, вируссыз in vitro Malus domestica Borkh. мен M. sieversii Ledeb. M. Roem., 
коллекциясы құрылып (+ 23–25°C) жəне (+ 4 °C) температурада сақталынады. Ежелгі жəне тауарлық 
бағалы сорттардың, клонды телітушінің апикальды меристемаларын, сондай-ақ жабайы алма 
формаларын -196 °C сұйық азоттағы криоконсервациялау осы бағалы өсімдік материалын ұзақ уақыт 
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сақтауға мүмкіндік бере отырып жəне қажет болған жағдайда құрылған криоколлекцияны селекция 
процесінде пайдалануға болады. Агроөнеркəсіптік кешен субъектілері вируссыз теліту жəне алма 
сорттарын суперэлиталық кластағы отырғызу материалымен қолдана алады, бұл жалпы жергілікті 
питомниктің дамуына үлес қосады. 

Кілт сөздер: Malus, in vitro коллекциясы, крио жəне хемотерапия, криобанк, суперэлиталық көшеттер. 

 

N.V. Romadanova, S.V. Kushnarenko 

Biotechnology for obtaining virus-free apple planting stocks 

The review describes the successive stages of work on the production of virus-free apple planting stocks us-
ing biotechnology methods. Compositions of nutrient media, duration and temperature regime of plant mate-
rial treatment, and other details for all stages of cryopreservation (cryotherapy), chemotherapy, detection of 
viruses are presented, methods of in vitro initiation, micropropagation, in vitro rooting and adaptation of plant 
material to the soil substrate are discussed. Virus-free collection of Malus domestica Borkh. and M. sieversii 
Ledeb. M. Roem. is preserved by in vitro culture and cold storage (+4 °C). Cryopreservation of shoot tips of 
apple historic cultivars and wild forms in liquid nitrogen at -196° will preserve this valuable material for a 
long time and, if necessary, can be used in breeding. Virus-free apple rootstocks and cultivars will be availa-
ble to provide planting material of a super-elite class for local nurseries and in general will promote the de-
velopment of the domestic nursery. 

Keywords: Malus, in vitro collection, cryo- and chemotherapy, cryobank, super-elite planting stocks. 
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