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Свойства и функции вирусных белков и 
белка-супрессора РНК-интерференции Р19 вируса TBSV в 
активации иммунных механизмов растений против 
вирусной инфекции 

 

Аннотация. Развитие вирусных инфекции является одной из главных причин потери 

урожая с/х культур. В настоящее время ведутся биохимические исследования механиз- 

мов иммунного ответа растений при вторжении патогенов. Изучение молекулярных 

взаимодействий между растениями и патогенами имеет огромное значение в создании 

методологических подходов для повышения продуктивности сельскохозяйственных 

культур. Вирусы могут заражать все типы форм жизни, от животных и растений до 

микроорганизмов. Они встречаются почти в каждой экосистеме на Земле. В настоя- 

щее время известно огромное количество вирусов, поражающих большинство растений. 

Вирус кустистой карликовости томатов является удобной моделью для исследований 

взаимосвязи растений и вирусов. Научное направление относится к области молекуляр- 

ной биологии, биохимии, вирусoлoгии. 

Ключевые слова: вирус кустистой карликовости томатов, Р19 белок-супрессор, ви- 

русная инфекция, репликазные белки, РНК-интерференция. 
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Введение. РНК-интерференция принимает участие в физиологических процессах живых 

существ, а молекулярные посредники – короткие РНК – по разнообразию и специфичности не 

уступают антителам крови. У простейших РНК-и обеспечивает иммунитет (защиту от виру- 

сов), а у более развитых организмов этот механизм участвует в борьбе с внешними и внутриге- 

номными паразитами, также является регулятором активности генов. 

Вирус кустистой карликовости томатов (TBSV) используется в работах по изучению молеку- 

лярных взаимодействий растений и вирусов [1]. Tomato bushy stunt virus (TBSV) представитель 

рода Tombusvirus, семейства Tombusviridae. Tombusvirus является одной из 16 групп расти- 

тельных вирусов, впервые утвержденных в 1971 [2]. Определение полной нуклеотидной после- 

 
 

ВЕСТНИК ЕНУ имени Л.Н. Гумилева. Серия биологические науки  

BULLETIN of  L.N. Gumilyov ENU. Bioscience Series 

№ 4(133)/2020 7 



8 № 4(133)/2020 Л.Н. Гумилев атындағы ЕҰУ Хабаршысы. Биологиялық ғылымдар сериясы
ISSN(Print) 2616-7034   eISSN 2663-130Х

довательности РНК нескольких видов семейства предоставило информацию об организации 
генома и экспрессии генов. Белок-супрессор P19, кодируемый геномом TBSV обеспечивает за-
щиту геномной РНК вируса путем связывания коротких интерферирующих РНК дуплексов, 
тем самым блокируя РНК-интерференцию на начальном этапе инфекции [3]. 

Цель. Изучение функций вирусных белков, взаимодействия репликазных белков вируса ку-
стистой карликовости томатов (Tomato bushy stunt virus), характеристик РНК-связывающих 
доменов в белках репликазы TBSV и P19 – вирусного белка-супрессора, как инструмента для 
исследования малых РНК.

Молекулярная структура TBSV вируса. Геном tombusvirus состоит из линейной (+) одно-
цепочечной РНК-молекулы, длиной около 4700 нуклеотидов, которая содержит по меньшей 
мере пять открытых рамок считывания (ORF), кодирующих белки с молекулярной массой 33К, 
92К, 41К, 22К, и 19К [2]. Открытая рамка считывания 1, которой предшествует нетранслируемая 
последовательность, кодирует белок с молекулярной массой около 33К. Посредством трансля-
ционного считывания стоп-кодона Р33 синтезируется 92K белок (ORF 2). Р33 и Р92 транслиру-
ются непосредственно из геномной РНК. Небольшая область отделяет ORF 2 от открытой рам-
ки считывания 3, которая кодирует 41K белок оболочки вируса из субгеномной РНК1. Другая 
часть разделяет ORF 3 от ORFs 4 и 5. Открытая рамка считывания 4 кодирует белок размером 
22K, а ORF 5, перекрывающая ORF 4, кодирует полипептид около 19K. За 5 открытой рамкой 
следует 3’-некодирующая область ~ 350 нт. 3’ конец не является полиаденилированным.

Молекулярные функции вирусных белков TBSV. Роль белка р22 – в передвижении ви-
русной РНК между клетками, р19 является супрессором РНК-интерференции и патогенным 
фактором при развитии системной инфекции [3]. Синтез р92 белка осуществлялся посред-
ством трансляционного считывания стоп-кодона р33 и изучался в исследованиях трансляции 
in vitro Hayes et al. (1988) с использованием геномной мРНК TBSV. Экспрессия белка р33 необ-
ходима для репликации РНК, так как сдвиг в ORF 1 с образованием стоп-кодона в положении 
650 приводит к синтезу 16К белка, а замена стоп-кодона в положении 1048 метионином не 
продуцирует инфекцию [4]. РНК-полимеразный мотив Gly-Asp-Asp (GDD) [18] находится в 
области трансляционного считывания 92К томбусвирусов. Habili и Symons (1989) определили 
в одном и том же регионе два мотива хеликазы нуклеиновой кислоты, но их интерпретация 
несколько противоречива, поскольку другие авторы утверждают, что вирусы с геномами ме-
нее 6 кб лишены xеликазной активности [5]. СР (coat protein) – белок оболочки специфически 
реагировал с антителами против вирусных частиц, аминокислотная последовательность со-
впадает с химическим анализом СР-субъединиц TBSV-BS3 [6]. Поскольку белок оболочки име-
ет дополнительные функции помимо защиты вирусного генома от внешней среды, в разных 
лабораториях разрабатывались мутанты, которые не экспрессируют данный белок, также ис-
следовалось влияние мутации на репликацию и передвижение вируса. В целом, результаты, 
полученные с использованием CP мутантов томбусвирусов, приводят к следующим выводам: 
1. Ген CP необязателен при репликации. 2. В зависимости от хозяина и вируса, при переме-
щении на дальние расстояния необходимы вирионы. РНК томбусвируса в комплексе с белком 
22К проходит через плазмодесматы от инфицированной клетки к следующей до сосудистых 
тканей для распространения на большие расстояния. Однако движение через сосудистую си-
стему подвергает РНК-белковый комплекс воздействию нуклеазных атак, что объясняет неэ-
ффективность системной инвазии N. benthamiana мутантом с удаленной частью гена CP [2]. 
Johnston и Rochon (1990) предоставили доказательства того, что природная и синтетическая 
формы субгеномной РНК (sg 2) продуцируют два белка, соответствующие по размеру поли-
пептидам, кодируемыми ORF 4, 5 [7]. Репликация мутанта 22K в протопластах и отсутствие 
инфекции доказывают, что белок вовлечен в межклеточное распространение вируса [4]. Это 
было подтверждено компьютерным сравнением полипептида 22K томбусвирусов с белками 
передвижения других (+) ssRNA вирусов [2].

Свойства и функции вирусных белков и белка-супрессора РНК-интерференции Р19 вируса TBSV...
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РНК репликация и взаимодействие репликазных белков Tomato bushy stunt virus. Иде-
альной системой для исследования индивидуальных детерминант процесса репликации (+) 
РНК-вирусов является бесклеточный экстракт [8]. In vitro транслированные белки p33 и p92 
образуют вирусную репликазу. Интересным исследованием является, что в данной системе 
процессы трансляции и репликации РНК функционально не связаны, поскольку образование 
вирусной репликазы происходит и без одновременного синтеза белка. Вирусные РНК и белки 
образуют мембранно-связанные репликационные комплексы, которые катализируют транс-
крипцию (-) РНК-интермедиатов. (-) посредник действует как матрица для синтеза (+) РНК 
молекул, субгеномных (sg) мРНК, кодирующих дополнительные вирусные белки [9]. Моле-
кулярные механизмы способствуют взаимодействиям между вирусными репликационными 
белками, вирусной РНК и мембранами. Экспериментальная система - бесклеточный цито-
плазматический экстракт, воспроизводящий трансляцию белка и репликацию РНК с добав-
лением in vitro транскрибированной вирусной РНК [8]. Исследования репликации томбусви-
русов также включают в себя изучение дефектных интерферирующих (DI) вирусных РНК [10]. 
DI РНК не кодируют вирусные белки, но содержат элементы РНК (впоследствии «элементы 
репликации»), которые необходимы для процесса репликации. Эти элементы функционально 
определены в исследованиях репликации томбусвируса в растениях и протопластах [11] [12] 
[13] [14], а также in vitro данные с предварительно собранной репликазой томбусвируса [15] 
[16] [17]. Последовательность р33 перекрывается с N-концевым доменом р92, который также 
содержит мотивы РНК-зависимых РНК-полимераз (RdRps) в неперекрывающейся С-концевой 
части. Последовательность в 33К белке, участвующая в белковых взаимодействиях, картирова-
на в С-концевой области, содержащая РНК-связывающий сайт. Мутации в p33 / p92 снижали 
репликацию дефектной интерферирующей РНК TBSV в дрожжах, тем самым демонстрируя 
значение белковых взаимодействий в репликации томбусвируса. При репликации вирусной 
РНК требуется сборка репликазного комплекса в инфицированных клетках. Известно, что ре-
пликазные комплексы, находящиеся в характерных мембраносодержащих структурах (вези-
кулярные тела), содержат матрицу вирусной РНК и белки [18]. Эти факторы, вероятно, имеют 
белковые и РНК-белковые взаимодействия в комплексе репликазы. P33 участвует в реплика-
ции РНК, так как связывается с вирусной РНК in vitro [19]. РНК-связывающая область в p33 и 
перекрывающаяся (предварительно считываемая) область в p92 сопоставлена с аргинин-про-
лин мотивом (мотив RPR, рис. 1).

 

Рисунок 1. Схематическое изображение белков репликазы TBSV [20]

Мутации в RPR-мотиве 33К влияют на синтез gРНК и субгеномной (sg) РНК, рекомбинацию 
РНК [21], p33 является многофункциональным белком. Мотив RPR является значительным в 
функции p92 [22]. Кроме того, белки репликазы TBSV, вероятно, связываются с внутриклеточны-
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ми мембранами, основываясь на исследованиях близкородственных белков репликаз Carnation 
Italian ringspot virus, Cymbidium ringspot virus, которые локализуются в везикулярных телах 
[23] [24]. Прямое взаимодействие p33, p92 белкoв способствует стабильности комплекса RdRp. 
Чтобы проверить эту гипотезу, исследовалось взаимодействие p33 и p92, используя анализ 
поверхностного плазмонного резонанса (SPR) с очищенными рекомбинантными белками. P33 
взаимодействует с р92 и другими молекулами р33 (межмолекулярное взаимодействие). Были 
идентифицированы две короткие области в С-концевой части р33, способствующие вышеу-
помянутым взаимодействиям. Их значимость (p33: p33; p33: p92) подтверждена в модельной 
системе репликации tombusvirus экспрессией белков 33К и 92К с сайт-специфическими му-
тациями в области, необходимой для взаимодействия белков. Репликазные белки TBSV взаи-
модействуют друг с другом и данное взаимодействие имеет значение в их функциях во время 
инфекции томбусвирусом [20].

Характеристика РНК-связывающих доменов в белках репликазы TBSV. При проведе-
нии дополнительных исследований, используя производные делеции рекомбинантных бел-
ков, экспрессируемых в Escherichia coli, в анализах Northwestern демонстрируется, что p33 и 
перекрывающийся домен p92 содержат аргинин-пролин-РНК-связывающий мотив (последо-
вательность RPRRRP). Неперекрывающийся С-концевой домен р92 содержит дополнительные 
РНК-связывающие области [19]. Интересная особенность томбусвирусов заключается в том, 
что белок репликазы экспрессируется из геномной РНК через рибосомальный механизм тер-
минирующего кодона р33 [25]. Оба белка локализованы на мембранных структурах в инфици-
рованных клетках - предполагаемых сайтах репликации томбусвируса [23]. Вирусная геномная 
РНК комплектуется в вирусном репликазном комплексе после трансляции [26]. Кроме того, 
вирусный репликазный комплекс, который, вероятно, содержит как вирусные, так и кодируе-
мые хозяином белки, синтезирует комплементарную (-)РНК на геномной (+)РНК. Это сопро-
вождается устойчивым синтезом (+)РНК с использованием промежуточных (-)продуктов [27]. 
Томбусвирусы также синтезируют субгеномные РНК для экспрессии 3’-проксимальных генов 
[2].

P19 – вирусный белок-супрессор. TBSV и р19 белок – эффективные инструменты в мо-
лекулярных исследованиях взаимодействия растений и вирусов [28]. Данный белок является 
супрессором РНК-интерференции и участвует в системной инфекции [29]. Белок защища-
ет вирусную геномную РНК от механизма РНКи связыванием киРНК дуплексов, блокируя 
РНК-интерференцию в модельном растении Nicotiana benthamiana [3]. Супрессия РНКи – ос-
новная функция р19 белка, также является элиситором гиперсенситивного ответа [30]. Акку-
муляция 19К определяет тяжесть симптомов инфекции и стабильность вирусной РНК [31]. Две 
независимые группы провели рентгеноструктурные анализы и выявили комплекс р19-киРНК, 
конформацию с триптофановыми остатками на субъединицах димеров белка, связывающих 
21-нуклеотидные киРНК дуплексы [32]. При TBSV инфекции супрессор связывается с цирку-
лирующими Tombusvirus-киРНК, не включая в RISC-комплекс, таким образом происходит 
системное распространение вирусной РНК [3]. Функциональность белка определяется биохи-
мическими свойствами: образование димеров, структурное расположение аминокислот для 
связывания киРНК [33].

Заключение. Таким образом, связывание киРНК – ключевое свойство при системной ин-
фекции TBSV-вируса в растениях. Исследования демонстрируют, что распространение виру-
са и супрессия РНК-интерференции зависят от относительно высокой экспрессии р19-го [34]. 
Разработка мутантных белков без экспрессии Р19-го белка представляет научный интерес в 
области исследований РНК-интерференции.

Материалы подготовлены в рамках проекта №АР05135633 «Влияние детерминант вирус-
ного белка на приобретенную резистентность растений и генерацию семенного материала с 
пре-программированной устойчивостью к вирусной инфекции», программы NoBR05236574 
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Висуттық инфекцияласға қасты өтімдіктесдіо иммундық тетіктесін 

белтенділендісуге висуттық ақуыздас мен «РНК-интесфесенция» 

механизмді төндісетін P19 рсптеинніо қатиеттесі мен функцияласы 

 

Аодатра. Висуттық инфекцияласдыо дамуы ауылшасуашылық дақылдасыныо жпғалуыныо негізгі 

тебертесініо бісі бплыр табылады. Қазісгі уақытта өтімдіктесдіо қпздысғыштасдыо шабуылына иммун- 
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дық жауар бесу механизмдесіне бипхимиялық зесттеулес жүсгізілуде. Өтімдіктес мен қпздысғыштас- 

дыо асатындағы мплекулалық өзаса юсекеттетуді зесттеу ауылшасуашылық дақылдасыныо өнімділігін 

асттысудыо юдітнамалық тютілдесін жатауда үлкен маоызға ие. Висуттас жануаслас мен өтімдіктесден 

миксппсганизмдесге дейінгі баслық тісшілік фпсмаласын жұқтысуы мүмкін. Олас жес бетіндегі бас- 

лық деслік экпжүйелесде кездетеді. Қазісгі уақытта көртеген өтімдіктесді жұқтысатын көртеген вису- 

ттас белгілі. Қызанақ бұталы есгежейлі висут өтімдіктес мен висуттас асатындағы қатынатты зесттеу 

үшін қплайлы мпдель бплыр табылады. Ғылыми бағыт мплекулалық биплпгия, бипхимия, висутплпгия 

талаласына қатытты. 

Түйін төздес: TBSV, Р19 турсеттпслы ақуыз, висуттық инфекция, серликаза ақуыздасы, РНК-интес- 

фесенция. 
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Properties and functions of viral proteins and P19 protein – suppressor of RNA interference in 

activating immune mechanisms of plants against viral infection 

 

Abstract. The development of viral infections is one of the main reasons for the loss of agricultural crops. At 

present, biochemical studies of the plant’s immune response mechanisms to the invasion of pathogens are being 

in progress. The study of molecular interactions between plants and viruses has the significant importance 

in the development of methodological approaches to increase the productivity of agricultural crops. Viruses 

can infect all types of life forms, from animals and plants to microorganisms. They are found in almost every 

ecosystem on Earth. А huge number of viruses are known to affect most plants. Tomato bushy stunt virus is 

a convenient model for studying the interaction between plants and viruses. The scientific field relates to the 

molecular biology, biochemistry, virology. 

Key words: Тomato bushy stunt virus, P19 suppressor protein, viral infection, replicase proteins, RNA 

interference. 
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Search for promising protease producers used for molecular 
diagnostics 

 

Annotation: The article considers that the majority of biotechnologies in industry and agriculture 

are based on catalytic processes carried out by enzymes of microbial origin. Special importance 

is currently attached to enzyme preparations of proteolytic action, which is due to the significant 

opportunities for their multi-purpose use in various industries. Particularly relevant in recent 

years is the use of proteolytic enzymes in basic and applied medical research-the detection of vital 

proteins in the human body. In this paper, we selected the most promising strain - a producer of 

proteolytic enzymes. The activity of proteolytic enzymes formed by local strains isolated from 

natural sources (soil of the Turkestan region) was studied. Active producers of proteases are 

bacteria, microscopic fungi and actinomycetes. Microscopic fungi of the genus Aspergillus have 

the greatest ability to biosynthesize proteases. As a seed material, an aqueous spore suspension 

obtained after the growth of fungi was used. The choice of the producer strain is determined by its 

ability to provide sufficiently high levels of protease activity in the fermentation medium, the rate 

of formation of enzymes per unit mass of the substrate used, as well as the cost of the substrates 

themselves. 

Key words: strains, proteases, cultivating, enzymes, proteins, screening. 
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Proteases are enzymes from the class of hydrolases that cleave the peptide bond between amino 

acids in proteins. They are one of the most important industrial enzymes [1]. 

The most promising sources of protease production are microorganisms. Active producers of 

proteases are bacteria, microscopic fungi and actinomycetes. The choice of the producer strain is 

determined by its ability to provide sufficiently high levels of protease activity in the fermentation 

medium, the rate of formation of enzymes per unit mass of the substrate used, as well as the cost 

of the substrates themselves [2].We can name hundreds of microorganisms belonging to various 

taxonomic groups that are used in the industrial production of proteases. They are most often 

related to childbirth Bacillus, Aspergillus, Penicillium, Rizopus, Streptomyces, Pseudomonas, Streptococcus, 

Lactococcus, Aeromonas инекоторыедругие [3-6]. 

Microscopic fungi of the genus have the greatest ability to biosynthesize proteases Aspergillus: A. 

oryzae, A. flavus, A. foetidus, A. niger, A. terreusetc [7-9].Thus, it was found that micromycetes, unlike 

bacteria, form not only serine and metal-dependent proteinases, but also carboxyl proteinases and a 

complex of peptidases. Fungi of the genus Aspergillus as important industrial microorganisms for the 

production of various enzymes were included in the list of safe cultures [10]. 
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37 fungal strains isolated from various natural objects (soils, plant residues, etc.) using soil 
breeding or storage cultures were used as the objects of research [11-12]. Identification of the 
selected fungi before the genus was performed based on the results obtained by analyzing macro, 
micro morphological features, morphological features of conidial sporulation of the culture under 
study, and comparison with those presented in the determinants [10-12]. The selection of producing 
strains was carried out in two stages. At the first stage, a high-quality (Cup) method was used, which 
provides for growing crops on agarized selective nutrient media. The tested mushrooms were grown 
in Petri dishes on modified Chapek media with sodium Caseinate and kept in a thermostat at 30°C 
for 2 days. Colonies with the largest zones of hydrolysis (enlightenment) of the nutrient medium, 
protease activity was estimated by the ratio of the diameter of the enlightenment zones (dzones) and 
the diameter of the colonies (dcolonies). Deep cultivation of fungi was carried out in 250 ml Erlenmeyer 
flasks with 50 ml of nutrient medium on a rocker (180-200 rpm) at 26-30°C for 4-7 days. The nutrient 
medium contained (g/l): rye bran-20.0; malt sprouts-5.0; NH4NO3 (medium # 1) - 1.0; KH2PO4-1.0; 
MgSO4×7H2O – 0.5; KCl – 0.5; FeSO4×7H2O – 0.01. The initial pH of the nutrient medium is 4.5.

As a seed material, an aqueous spore suspension obtained after the growth of fungi on a supporting 
medium for 14 days at 24-26 oC was used. At the end of cultivation, the biomass was separated by 
filtration, and the culture liquid filtrate was used for analysis. The total proteolytic activity was 
determined by a modified Anson method [13] in which a 2% solution of bovine hemoglobin denatured 
with urea was used as a substrate. As a unit of proteolytic activity, the amount of the enzyme was 
taken, which in 1 minute under experimental conditions (30-50°C, pH 5.0) catalyzes the transition to 
the state of such an amount of hemoglobin that contains 1mmol of tyrosine (1mmol of tyrosine is 0.181 
mg), which is not precipitated by a 5% solution of trichloroacetic acid. The experimental results 
presented in this paper represent the average values of 3-5 experiments. For statistical processing of 
the obtained data, the Microsoft Excel computer program was used.

To increase the effectiveness and reduce the time of detection of biologically active compounds, 
the selection of the screening method is relevant when searching for producers of any groups 
of substances of natural origin. The criterion for evaluating the decay of a substance, sample, or 
material can be the formation of colonies of microorganisms and the appearance of lysis zones. In 
microbiological practice, the screening method is used to detect the presence of enzymes by seeding 
on Petri dishes and in test tubes.

The literature presents Express methods of selection of microorganisms-producers of proteases 
on nutrient media containing various protein substrates: meat-peptone gelatin (MPG) «column» in 
a test tube, rolled horse or bovine serum, milk, blood agar. To detect proteolytic activity, a modified 
CAPEC medium with sodium Caseinate was used. Microorganisms with proteolytic activity formed 
lysis zones on the medium with casein, forming a transparent area around the colonies.

Using the above-mentioned Express method, the ability of 37 micromycetes isolated from the 
environment was analyzed. The ability to produce proteases was detected in 11 cultures, of which 7 
strains were related to the genus Aspergillus, 2 – Actinomyces, 2 – Trichoderma, The relationship of the 
diameters of lysis areas and diameters of colonies made up: of 1.02– 2,03. The most active protease-
producing strains were selected based on the maximum values of the d zone / d ratio of the colony 
(table 1).

Table 1 – Comparative analysis of collection strains-producers of proteases

№ Strains Samplinglocation dzones/ 
dcolonies

КОЕ/
г×10-6

1 A. flavus Tolebi district, vill. Tasaryk, serozem 1,06±0,05 16,1
2 A. foetidus 1 Kazygurt district, village. Rabat, serozem 1,02±0,05 15,4

M.Zh. Kanzhigitova, A.M. Esimova, M.A. Dzhakasheva
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3 A. orizae 1 Arys, vill. Montaitas, Sierozem 1,92±0,04 17,4
4 A. niger 1 Saryagash district, village Tabolina, the 

Sierozem
2,03±0,03 8,7

5 A.orizae2 Tulkibas district, village of Yntymak, 
Sierozem

1,55±0,04 11,4

6 A. niger 2 Tolebi district, Lenger city, the Sierozem 1,68±0,04 9,3
7 Tr. viride Maktaral district, zhetisay city, Sierozem 2,00±0,04 15,3
8 Tr. koningii Shymkent, Enbekshidistrict, Sierozem 2,02±0,05 15,5
9 A. foetidus2 Tulkibas district, village of Yntymak, 

Sierozem
1,84±0,05 11,5

10 Actinomyces ther movulgaris Shymkent, al-Farabidistrict,Sierozem 1,93±0,05 10,4
11 Actinomyces fradiae Saryagash district, Derbesek village, 

Sierozem
1,85±0,04 10,6

This method made it possible to quickly differentiate colonies with proteolytic activity. The largest 
diameter of clarification around the colonies were the following strains: A. niger 1, isolated from the 
gray-earth soil of Saryagash district, Tabolino village; Tr. koningii, isolated from the soil of Enbekshinsky 
district, Shymkent and Tr. viride, isolated from the soil of Maktaralsky district, Zhetysay. However, for 
quantitative determination of protease activity, it is necessary to screen the most active variant during 
deep cultivation of microorganisms, which served as the next stage of work

In order to obtain directed biosynthesis of proteolytic enzymes and increase the productivity 
of protease-producing strains, the influence of natural nutrient medium was studied, taking into 
account the physiological needs of the producers. When selecting the components of the natural 
nutrient medium, the fact that starch and proteins are favorable for the active formation of proteases 
was taken into account, that is, the main components of the medium should be grain raw materials. 
We conducted a search for grain raw materials that have a low cost. Such a source in the Turkestan 
region may be rye used for feeding livestock. Rye (Secalecereale) is a cereal crop, its advantages are 
simplicity of processing, low requirements to soils and fertilizers, as well as good frost resistance. 
This culture most fully corresponds to the natural and climatic potential of the main zones of the 
country, including Central Asia and southern Kazakhstan. High adaptive capacity of rye, stability 
of yield and green mass, agrotechnical significance as a good precursor put it at the moment among 
the most important agricultural crops. Studies have shown that the greatest biosynthesis of proteases 
is detected in the medium on 3-4 days of cultivation. The level of protease synthesis by the selected 
cultures in this case was 7.6-18.4 u / ml (table 2). The maximum level of biosynthesis of proteolytic 
enzymes was characterized by A. niger 1-18.4 u/ml.

Table 2 – biosynthesis of proteolytic enzymes by selected strains during deep cultivation

№ Producerstrain Biomass, mg / ml PS, units / ml The time of growth, t
1 A. niger 1 4,8 18,4 48
2 Tr. viride 3,2 7,6 72
3 Tr. koningii 2,5 9,6 72

Thus, because of a step-by-step two-stage screening of proteolytic enzyme producers, the A. 
niger 1 strain was selected among the strains isolated from the soils of the Turkestan region. As the 
most active and promising protease producer, the selected strain can be used to create a domestic 
biotechnology for obtaining protease enzyme preparation in fundamental and applied medical 
research-the detection of vital proteins in the human body.

Search for promising protease producers used for molecular diagnostics
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Поиск перспективных продуцентов протеаз, применяемых для молекулярной диагностики

Аннотация. В статье рассматривается что в основе большинства биотехнологий в промышленности 
и сельском хозяйстве лежат каталитические процессы, осуществляемые ферментами микробного про-
исхождения. Особое значение в настоящее время придается ферментым препаратам протеолитического 
действия, что обусловлено значительными возможностями их многоцелевого применения в различных 
отраслях. Особо актуальным в последние годы применение протеолитических ферментов в фундамен-
тальных и прикладных медицинских исследованиях - обнаружения жизненно важных белков в организ-
ме человека. В данной работе отобран наиболее перспективный штамм-продуцент протеолитических 
ферментов. Исследованы активности протеолитических ферментов, образуемых местными штаммами, 
выделенных из природных источников (почвы Туркестанской области). Активными продуцентами про-
теаз являются бактерии, микроскопические грибы и актиномицеты. В наибольшей степени способность 
к биосинтезу протеаз обладают микроскопические грибы рода Aspergillus. В качестве посевного мате-
риала использовали водную споровую суспензию, полученную после роста грибов. Выбор штамма про-
дуцента определяется его способностью обеспечить достаточно высокие уровни активности протеаз в 
ферментационной среде, скоростью образования ферментов с единицы массы используемого субстрата, 
а также стоимостью самих субстратов. 

 Ключевые слова: штаммы, протеазы, культивирование, ферменты, белки, скрининг. 
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Молекулярлық диагностикада қолданылатын перспективалы протеаздың продуценттерін іздеу

Аңдатпа. Мақалада өнеркәсіпте және ауыл шаруашылығында көптеген биотехнологиялық әдістер 
микробтық тектес ферменттер жүзеге асыратын каталитикалық процестерге негізделуі қарастырылады. 
Қазіргі уақытта протеолитикалық әсер ететін ферменттік препараттарға ерекше мән беріледі, бұл әртүр-
лі салаларда оларды көп мақсатты қолданудың нақты шамадағы мүмкіндіктеріне байланысты. Соңғы 
жылдары протеолитикалық ферменттерді іргелі және қолданбалы медициналық зерттеулерде қолдану- 
адам ағзасындағы өмірлік маңызды ақуыздарды анықтау аса өзекті болып табылады. Бұл жұмыста ең ке-
лешегі бар штамм-протеолитикалық ферменттердің продуценті іріктеледі. Табиғи көздерден (Түркістан 
облысының топырағынан) бөлінген жергілікті штаммдармен түзілетін протеолитикалық ферменттердің 
белсенділігін зерттеу қарастырылады. Протеиназдың белсенді продуценттері бактериялар, микроскопи-
ялық саңырауқұлақтар және актиномицеттер болып табылады. Протеаз биосинтезге қабілеттілігі жоға-
ры дәрежеде Aspergillus текті микроскопиялық саңырауқұлақтар бар.  Егістік материал ретінде саңыра-
уқұлақтардың өсуінен кейін алынған сулы споралардан құралған суспензия қолданылады. Продуцент 
штаммын таңдау оның ферментациялық ортада протеаз белсенділігінің жеткілікті жоғары деңгейін 
қамтамасыз ету қабілетімен, пайдаланылатын субстрат массасының бірлігінен ферменттердің пайда 
болу жылдамдығымен, сонымен қатар, субстраттардың өз құнымен анықталады. 

Түйін сөздер: штаммдар, протеаздар, культивирлеу, ферменттер, ақуыздар, скрининг. 
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«Агспбипнпв» рсерасатын енгізген кезіндегі кәдімгі қаса 
тпрысақтыо микспфлпсаты, қпсектену элементтесімен 
қамтаматыз етілуі және жаздық бидайдыо өнімділігі 

 

Аодатра. Мақалада «Агспбипнпв» рсерасатын енгізген кезде кәдімгі қаса тпрысақтыо 

микспфлпсаты, микспбиплпгиялық белтенділігі және қпсектену элементтесімен қамта- 

матыз етілуі жайлы зесттеу нәтижелесі келтісіледі.Зесттеудіо мақтаты кәдімгі 

қаса тпрысақтыо биплпгиялық қатиеттесі, қпсектену элементтесімен қамтаматыз 

етілуі және жаздық бидайдыо өнімділігі бпйынша рсерасатты енгізу мөлшесіне агсп- 

экплпгиялық баға бесу бплыр табылады. Тпрысақтыо микспбиплпгиялық белтенділігі 

зығыс мататынан жаталған төтемшелесді аррликациялау әдітімен анықталды. Ми- 

ксппсганизмдесдіо келеті тпбы зесттелді: азпттыо псганикалық қптылыттасын ути- 

лизациялайтын бактесиялас; минесалдық азптты тұтынатын миксппсганизмдес; 

плигпнитспфилдес; минесалды фптфаттасды татымалдаушы бактесиялас; целлюлпза 

бұзғыш миксппсганизмдес; нитсификатпслас; таоысауқұлақтас. Зесттелетін рсера- 

сат микспбиплпгиялық белтенділікті, миксппсганизмдесдіо жалры танын, пныо ішінде, 

агспнпмиялық құнды миксппсганизмдесді, тпрысақтыо жеоіл гидсплизденетін азптрен 

қамтаматыз етілуін және жаздық бидайдыо өнімділігін асттысатындығы анықталды. 

Түйін төздес: кәдімгі қаса тпрысақ, жаздық бидай, «Агспбипнпв» рсерасаты, миксп- 

флпса, гумут, микспэлементтес, өнімділік. 
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Кісітре. Ауыл шасуашылығы мақтаттағы жеслесді жаррайрайдалану жағдайында 

тпрысақтыо беткі қасашісік қабатын үздіктіз жысту талдасынан, пныо құсылымы өзгесітке 

ұшысар, ай- мақтасдағы тпрысақтасдыо агспгендік дегсадацияға ұшысауына алыр келді, 

тпндықтан дегу- мификация тебертесін зесттеу қажеттілігі туындар птыс [1]. 

Насықтық экпнпмиканыо қасқынды дамуы және елдегі азық-түлік қауіртіздігін қамтама- 

тыз ету қажеттілігі жағдайында жес қпсын, әтісете, ауыл шасуашылығы маоызы бас жеслесді 

потайлы және тиімді райдалану маоызды сөл атқасады *2+. 

А.С. Сараспвтыо және т.б. (2016) мәліметтесі бпйынша тпоғы жылдасы Қазақттан Ретру- 

бликаты аумағыныо 75%-ға жуығы шөл бату қаурі жпғасы аймаққа жатады, ал жайылымдас- 

дыо дегсадациялануы 14% деогейіне жеткен және тпрысақ құнаслылығыныо төмендеуі бай- 

қалады. Бүгінгі күні гумут құсамыныо төмендеу көстеткіші пныо баттарқы құсамыныо үштен 

бісін құсайды. Спндықтаннегізгі міндеттесдіо бісі тпрысақтыо құнаслылығын тақтау, астты- 

су және қалрына келтісу бплыр табылады [3]. 
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Осы мәселелердің туындауының себептерінің бірі қайтарым заңының сақталмауы, яғни то-
пырақтан алынған қоректік заттар минералдық тыңайтқыш түрінде оған қайта енгізілуі қажет. 
Минералды тыңайытқыштардың құны қымбат болғандықтан, оның орнына балама ретінде ар-
зан өнеркәсіп қалдықтарын пайдалануға болады. 

Мақаланың мақсаты – кәдімгі қара топырақтың биологиялық қасиеттері, қоректену эле-
менттерімен қамтамасыз етілуі және жаздық бидайдың өнімділігі бойынша «Агробионов» 
препартатын енгізу мөлшеріне агроэкологиялық баға беру. 

Міндеттері: 
- «Агробионов» препаратын енгізу мөлшерінің кәдімгі қара топырақтыңмикробиологи-

ялық белсенділігіне, қоректену элементтерімен қамтамасыз етілуіне әсерін анықтау; 
- препаратты енгізу мөлшерінің  жаздық бидайдың өнімділігіне әсерін зерттеу.
Жұмыстың ғылыми жаңалығы Солтүстік Қазақстан жағдайында «Агробионов» препаратын 

енгізу мөлшерінің кәдімгі қара топырақтың микробиологиялық белсенділігіне,  гумус құрамы 
мен қоректік элменттерге әсерін анықтау болып табылады. 

«Агробионов» препаратын пайдалану микробиологиялық процестердің активизациясы 
және ондағы жеңіл гидролизденетін азоттың құрамын арттыру есебінен қарапайым қара то-
пырақтың құнарлылығын, сондай-ақ жаздық бидайдың өнімділігін арттыруға мүмкіндік бе-
реді.

Зерттеу нысаны, жағдайы мен әдістері. Зерттеу нысандары: кәдімгі қара топырақ, жаз-
дық бидай.Зерттеу пәні ұнтақ түріндегі Агробионов препараты, оның құрамына Екібастұз 
тас көмірінен шыққан төменкальцийлі күл, техникалық көміртегі кіреді. Екібастұз кен орны 
көмірінің күлінің химиялық құрамы: SiO2 62,9%, Fe2O3 6,35%, Al2O3 26,35%, СаО 1,9% MgO 
0,9%, SO3 1,2%, Na2O 0,23%. Күлдің макро - және микроэлементті құрамы кему бойынша келе-
сі элементтерден тұрады: K > Fe > Al > Mg > Ca > Mn > Sr > Pb > Co > Zn > Cu > Sn > As > Ni > Cd > 
Hg. Техникалық көміртек 99 %астам көміртектен тұрады[4].

Тәжірибе Ш. Уәлиханов атындағы Көкшетау мемлекеттік университетінің «Элит» оқу ғылы-
ми-өндірістік орталығы негізінде қойылды. 

Тәжірибелік учаскенің топырақ жамылғысы-кәдімгі қара топырақ, карбонатты, орташа қу-
атты, азгумусты, ауыр саздауытты. Егістіктің топырақтың қабатында 3,96% гумус бар, топы-
рақ ерітіндісінің реакциясы әлсіз (рН – 7,9). Жеңіл гидролизденетін азоттың құрамы 46 мг/кг 
және жылжымалы фосфор 17 мг/кг құрады.Жеңіл гидролизденетін азоттың қамтамасыз етілу 
дәрежесі Тюрин және Кононов бойынша орташа, ал жылжымалы фосфор Мачигин бойынша 
төмен болып саналады[5].

2018 жылы вегетациялық кезеңдегі орташа тәуліктік температура (мамыр-қазан) 15,1°С 
құрады, көпжылдық орташа тәуліктік температурамен (16,22°С) салыстырғанда 1,12°С төмен, 
2019 жылы – 16,3°С құрады, көпжылдық орташа тәуліктік температура деңгейінде қалды. Ат-
мосфералық жауын-шашын мөлшеріне келетін болсақ, 2018 жылы 242 мм түсті, бұл орташа 
көпжылдық көрсеткішпен(211 мм) салыстырғанда 31 мм артық, ал 2019 жылы-188мм, яғни 
көпжылдық орташа мөлшерден 23 мм-ге төмен.

Тәжірибе 4 реттік қайталанымда келесі схема бойынша жүргізілді: бақылау-тыңайтқыш-
сыз; Р16 (есептік мөлшердің 1/10), фон; минералды фонға Агробионов препаратын 100, 200, 300, 
400, 500 кг/га мөлшерде себу алдындатопыраққа енгізілді.  Мөлдектердің ауданы: 125 м2, (5 х 25 
м); есепке алу алаңы: 100 м2, (4х25 м).

Тәжірибелерде келесі талдаулар іске асырылды: 0-40 см топырақ қабатынан топырақ үл-
гілерін алуМемСТ 28168-89 сәйкес көктемде егіс алдында, жазда жұмсақ жаздық бидайдың 
түптену кезеңінде және күзде егін жинағаннан кейін жүргізілді.

Зерттеу барысында келесі есептеулер мен бақылау жүргізілді: топырақтың органикалық 
заты (гумус) Тюрин әдісімен, МемСТ 26231-91; топырақтың микробиологиялық белсенділігі 
аппликация әдісімен Мишустин бойынша; өнімділікті есептеу Доспеховтың Б.А., (1985)дала-

А.Т. Хусаинов, Б.Х. Есенжолов, Т.Н. Жаркинбеков, А.А. Сарсенова, Г.Р. Данкина
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лық тәжірибе әдістемесі бойынша;мәліметтерді статистикалық өңдеу Фишер бойынша Доспе-
ховтың Б.А. мазмұндауында (1985 ж.)[6].

Топырақтағы микроорганизмдердің саны топырақ суспензиясын қатты қоректік ортаға 
себу жолымен есептелді: азоттың органикалық қосылыстарын утилизациялайтын бактери-
ялар үшін ет-пептонды агар (ЕПА), минералды азотты тұтынатын микроорганизмдер үшін 
крахмалды-аммиакты агар (КАА), олигонитрофилдер үшін Мишустина ортасы, минералды 
фосфаттарды тасымалдаушы бактериялар үшін Муромцева–Герретсенортасы, целлюлоза 
бұзғыш микроорганизмдер үшін Гетчинсон ортасы, нитрификаторлар үшін су агарға фос-
фор қышқылының қос аммоний – магний тұзын қосу арқылы, саңырауқұлақтар үшін сүт 
қышқылымен қышқылданған – Чапек ортасы [7].

Зерттеу нәтижелері және оларды талқылау. Жүргізілген зерттеу жұмысының нәтиже-
сінде«Агробионов» препараты мөлшерлерінің топырақтың целлюлозолитикалық қабілетіне 
қолайлы әсері анықталды. Зығыр төсемшелерінің шіруі үш фазада - түптену, масақтану және 
дәннің қалыптауы кезінде егжей – тегжейлі қарастырылды (кесте1).

Кесте 1 – «Агробионов» препаратын енгізу мөлшерінің топырақтың целлюлозолитикалық 
белсенділігіне әсері

№ нұсқалар жылдар мамыр шілде қыркүйек орташа жылдық
1 Бақылау 2018 17,1 30,9 9,9 19,3

2019 14 25,7 8,1 15,9
орташа 15,55 28,3 9 17,6

2 1/10P158 -фон 2018 38,4 52,6 46,6 45,9
2019 19,2 30 6,2 18,5
орташа 28,8 41,3 26,4 32,2

3 Фон+100 кг/га 2018 26,6 38,4 20,8 28,6
2019 23,3 46,9 7 25,7
орташа 24,95 42,65 13,9 27,15

4 Фон+200 кг/га 2018 42,1 75 42,9 53,4
2019 35,3 40,1 36 37,1
орташа 38,7 57,55 39,45 45,25

5 Фон+300 кг/га 2018 36,2 68,4 23,5 42,7
2019 54,2 43,4 10,9 36,2
орташа 45,2 55,9 17,2 39,45

6 Фон+400 кг/га 2018 46,1 70,6 35,6 50,7
2019 38,9 39 13,2 30,4
орташа 42,5 54,8 24,4 40,55

7 Фон+500 кг/га 2018 59,5 92,1 83,9 78,5
2019 32,7 41 12,2 28,6
орташа 46,1 66,55 48,05 53,55

1-кестеден байқағанымыз, 2019 жылы топырақтағы целлюлозолитикалық белсенділік2018 
жылға қарағанда төмен болды. Себебі 2019 жылы вегетациялық кезеңде 2018 жылмен салысты-
рғанда жауын-шашын53 мм аз түскен, ал температура 1°С ыстығырақ болған.Топырақтың био-
логиялық белсенділігінде ауа райы жағдайлары үлкен рөл атқаратыны белгілі: құрғақшылық 
жылдары биологиялық процестер өте төмен деңгейде болса, ылғалды жылдары едәуір белсен-
дірек жүреді [8].

«Агробионов» препаратын енгізген кезіндегі кәдімгі қара топырақтың микрофлорасы...
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А.Т. Хусаинов, Б.Х. Есенжолов, Т.Н. Жаркинбеков, А.А. Сарсенова, Г.Р. Данкина

Зығыр матасы төсемшелерініңшіруі 2018 жылы бақылауда 19,3% – ды, 2019 жылы-15,9%-ды 
құрады, ал препаратты енгізу мөлшерінің 100-500 кг/га нұсқаларында 2018 жылы 28,6-78,5% 
- ды, 2019 жылы 25,7-37,1% - ды құрады. Айта кету керек, «Агробионов» препараты ауа райы 
жағдайына қарамастан микроорганизмдердің белсенділігіне оң әсер етеді. Салыстырмалы 
талдау көрсеткендей, 2019 жылы целлюлозолитикалық белсенділік тыңайтылған нұсқаларда 
бақылауға қарағанда орта есеппен  49,3% көп болды.

ЗвягинцевД.Г. (1980) топырақтың биологиялық белсенділігін бағалау үшін клетчатканың 
бұзылу қарқындылығы(вегетациялық кезеңде ыдыраған кенептің үлесі %) бойынша мынадай 
шкала ұсынды: < 10өте әлсіз, 10-30әлсіз, 30-50орташа, 50-80күшті, >80өте күшті [9]. Топырақтың 
целлюлозолитикалық белсенділігінің орташа екі жылдық көрсеткіштері бақылауда 17,6%-ды 
құрады, яғни оны әлсіз деп бағалаймыз, ал тыңайтылған нұсқаларда 27,7% - дан (фон+100 кг/га) 
53,5% - ға дейін (фон+500кг/га) жетіп, әлсізден күштіге дейін бағаланды. Алынған мәліметтерді 
математикалық өңдеу препараттың мөлшері мен топырақтың биологиялық белсенділігі ара-
сында өте тығыз R=0,88 корреляциялық байланыс бар екенін көрсетті (сурет 1). 

 

Сурет1 – Жаздық бидайдың вегетациясы кезеңінде топырақтың микробиологиялық белсен-
ділігіне «Агробионов» препаратын енгізу мөлшерінің әсері, %

Біздің нәтижелер басқа да авторлардың зерттеулерімен расталып отыр. Щур А.В. және т. 
б. (2015) анықтауынша, қөң мен минералды тыңайтқыштарды енгізу микробтық биомассаның 
жалпы құрамын арттырады, ал әктеу микроорганизмдер мен саңырауқұлақ мицелиясының 
жалпы құрамын төмендетеді [10]. Демек, тыңайтқыш ретінде пайдаланылған өнеркәсіп қал-
дықтары да, минералды және ортганикалық тыңайтқыштар сияқты топырақтың микробиоло-
гиялық белсенділігін арттырады. 

Енгізілген тыңайтқыштардың топырақ микробиотасына әсер ету дәрежесін бағалау кезінде 
әртүрлі экологиялық-трофикалық топтардың микроорганизмдерінің санын анықтауды және 
олардың өзгеру сипатын (ұлғаю немесе азаю) әрдайым біржақты оң немесе теріс құбылыс 
ретінде қарауға болмайды. Топырақтағы микробиологиялық процестердің ауқымы микро-
организмдердің санымен ғана емес, негізінен олардың белсенділігімен анықталады. Осыған 
байланысты енгізілген минералдық тыңайтқыштардың топырақта өтіп жатқан микробиоло-
гиялық процестердің жүру қарқындылығына әсерін зерттеу маңызды болып табылады.
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Кәдімгі қара топырақтағы микроорганизмдердің жалпы саны 2018 жылы 515,3-тен 580,1 
млн-ға дейін, ал 2019 жылы 124,9-дан 146,4 млн-ға дейін өзгерген.Салыстырмалы талдау көр-
сеткендей, 2018 жылы микроорганизмдердің жалпы саны бақылауда тыңайтылған нұсқаларда 
орта есеппен 11,8% - ға аз болса, ал 2019 жылы керісінше тыңайтылған нұсқада 17,2% - ға ар-
тық. Экологиялық-трофикалық топтардың арақатынасы мынадай: микроорганизмдердің жал-
пы санындағы үлесі 2018 жылы ЕПА бактерияларбақылауда 9,69%, фон+100кг/га - 14,29%, 2019 
жылы - 16,65% және 13,93%, КАА микроорганизмдердің үлесі 2018 жылы бақылауда 10,99% 
және 12,27%, 2019 жылы фон+100кг/га нұсқасында 13,45% және 17,62%, олигонитрофилдер 
тиісінше 2018 жылы -39,71% және 35,03%, 2019 жылы-46,67% және 42%, фосфор тасымалдаушы-
лар 2018 жылы - 39,59% және 38,39%, 2019 жылы - 23,13% және 26,36%, целлюлоза-бұзушылар 
тиісінше 2018 жылы 0,02% - дан, 2019 жылы - 0,06% және 0.05% (кесте 2).

Кесте 2 – «Агробионов» препаратының микрофлораға әсері
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Бақылау 2018 56,2 63,7 230,3 229,7 162,5 0,5 67,7 580,1 15,1

2019 20,8 16,8 58,3 28,9 80,4 0,037 20 124,9 15,1

Фон+100 2018 73,6 63,2 180,5 197,8 100,7 2,2 66,5 515,3 16,6

2019 20,4 25,8 61,5 38,6 75 0,038 30,4 146,4 14,6

Микробиологиялық процестердің белсенділігін бағалау үшін белгілі бір топтың басым 
әсерін көрсететін коэффициенттер есептелді. Азоттың минералдық формасын пайдаланатын 
(КАА-да өсетін) микроорганизмдердің дамуы минералдану коэффициентін (КАА/ЕПА қаты-
насы) көрсетеді.

Аммонификаторларды бөлу топырақ суспензиясын ЕПА-ға себумен біртіндеп өсіру нәти-
жесінде жүзеге асырылады. ЕПА/КАА бактериялары санының арақатынасы құрамында азот 
бар органикалық қосылыстардың микроорганизмдермен ыдырауы кезінде пайда болатын ми-
нералдық азотты (NH3) иммобилизациялау процесінің қарқындылығын сипаттайды.

Органикалық заттың трансформация коэффициенті (Пм) ЕПА/КАА*(ЕПА+КАА) арақаты-
насының туындысы ретінде есептеледі.

МуханыңВ.Д. (1980) пікірінше, Пм шамасы өсімдік қалдықтарының микробиологиялық өз-
геру процесінің гумустық заттардың синтезі жағына немесе органикалық минералдану жағы-
на бағытталғанын көрсетеді, сондықтан топырақта гумустық заттардың жиналуының әлеуетті 
қарқындылығын көрсетеді [11].

Зерттеу нәтижелеріне жүргізілген талдау жұмыстары 2018 жылы фон+100кг/га нұсқасында 
минералдану коэффициенті бақылаудан 23,9% - ға төмен, ал 2019 жылы 55,5% - ға артық екенін 
көрсетті. Иммобилизация коэффициенті 2018 жылы фон+100 кг/га нұсқасында бақылаудан 
31,8% - ға артық болса, 2019 жылы 36,2% - ға төмен.2019 жылы фон+100 кг/га нұсқасында топы-
рақтың органикалық затында органикалық қалдықтардың өзгеру жылдамдығының төмендеуі 
аммонификаторлардың тежелуіне және азотты иммобилизациялау процесіне байланысты бо-
луы мүмкін (кесте 3).

«Агробионов» препаратын енгізген кезіндегі кәдімгі қара топырақтың микрофлорасы...
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Кесте 3 – «Агробионов»  препаратының топырақ-микробиологиялық процестердің бағыт-
тылығына әсері

Нұсқа Жылдар
Орташа саны

Минерализация 
коэффициенті

ЕПА+
КАА

Иммобилизация 
коэффициенті

ПМЕПА млн. 
КОЕ/г

КАА млн. 
КОЕ/г

Бақылау 2018 56,2 63,7 1,13 119,9 0,88 105,5
2019 20,8 16,8 0,81 37,6 1,24 46,6

Фон+100 2018 73,6 63,2 0,86 136,8 1,16 158,7
2019 20,4 25,8 1,26 46,2 0,79 36,5

 
Өнеркәсіп қалдықтарының микробиологиялық белсенділікке әсері туралы жүргізілген көп-

теген шетелдік зерттеулерде біздің тәжірибемізді растап отыр. Серевелли т.б. (1986), Вонг т.б. 
(1986) және Питчелдің (1990) келтірілген мәліметтері бойынша күл шлактытопыраққа енгізу 
оның аэрациясы мен ферменттердің белсенділігін ғана емес, сонымен қатар нитрификация 
және минералдану сияқты топырақтағы азот циклінің процестерін де айтарлықтай жақсар-
татындығын көрсетіп отыр [12-14].  Алайда, Артур және т.б (1984) анықтауынша, күл шлакты 
шамадан тыс қолдану (400-700т/га) топырақтың микробиологиялық белсенділігіне кері әсер 
етеді [15].

«Агробионов» препаратын қолдану құнарлылық көрсеткіштерінің және қоректік элемент-
тердің құрамының артуына оң әсер етті. Орта есеппен екі жылда тыңайтылған нұсқаларда 
«Агробионов» препаратын енгізу мөлшерініңартуына қарай, гумус құрамының өсу үрдісі 
байқалады. Препараттың құрамында гумус түзілу процесіне қатысатын көміртегі бар болған-
дықтан, оны қолдану кем дегенде гумустың құрамын сақтап қалуға мүмкіндік береді (кесте 
4). Препарат құрамында фосфор және азот сияқты элементтер жоқ десе де болады, бірақ то-
пырақтағы микроорганизмдерді белсендіру есебінен нитритті азот жинақталады, ол жаздық 
бидайдың мол өнімін қалыптастыру үшін қолданылады.

Кесте 4 – «Агробионов» препаратының гумус құрамына және қоректену элементтеріне әсері

Нұсқалар Гумус %
Фосфор, мг/кг Азот, мг/кг

жазғы күзгі жазғы күзгі
орташа 2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019

П р е п а р а т т ы 
енгізгенге дейін

3.96 17,0 - 46,0 -

Бақылау 4,42 10,0 16 11,0 26 13,0 106 25,0 54
1/10P158 -фон 4,37 9,0 14 13,0 20 22,0 87 30,0 46
Фон +100кг/га 4,28 10,0 12 15,0 19 33,0 100 3,0 49
Фон +200кг/га 4,60 18,0 12 15,0 21 35,0 110 24,0 52
Фон +300кг/га 4,66 8 12 23,0 26 21,0 118 21,0 55
Фон +400кг/га 4,95 13,0 12 18,0 26 20,0 117 35,0 56
Фон +500кг/га 5,08 11,0 12 28,0 28 38,0 115 24,0 57

«Агробионов» перапаратын гектарына 100-500 кг аралығында топыраққа енгізу  барысында 
жаздық бидайдың өнімділігіне келесідей әсер етті. Орташа екі жылдық көрсеткіш бойынша 
жаздық бидайдың өнімділігі бақылауда 10,65 ц/га құрады, ал тыңайтылған нұсқаларда бақыла-
умен салыстырғанда 21,8-50,2% - ға немесе 4,35 және 5,35 ц/га-ға артық болды (кесте 5).

А.Т. Хусаинов, Б.Х. Есенжолов, Т.Н. Жаркинбеков, А.А. Сарсенова, Г.Р. Данкина
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Кесте 5 – «Агробионов» препаратын енгізу мөлшерінің жаздық бидайдың өнімділігіне әсері

№ Нұсқалар 2018 ж. 2019 ж. Орташа
Бақылаумен 

салыстырғанда
центнер %

1 Бақылау 11,9 9,4 10,65 - -
2 1/10 Р158 – фон 14,3 14,5 14,4 3,75 35,2
3 фон + препарат 100кг/га 14,5 15,5 15 4,35 40,8
4 фон + препарат 200кг/га 15,7 14,9 15,3 4,65 43,7
5 фон + препарат 300кг/га 15,9 15,3 15,6 4,95 46,5
6 фон + препарат 400кг/га 16,5 15,5 16 5,35 50,2
7 фон + препарат 500кг/га 16,4 14,4 15,4 4,75 44,6

Қорытынды. «Агробионов» препаратын қолдану топырақтың микробиологиялық бел-
сенділігін, микроорганизмдердің санын, оның ішінде аммонифициялаушы бактериялар мен 
нитрификаторлардың санын, кәдімгі қара топырақтың жеңіл гидролизденетін азотпен қамта-
масыз етілуін және жаздық бидайдың өнімділігін бақылаумен салыстырғанда 21,8-50,2% - ға 
арттырады.

«Агробионов» препаратын енгізген кезіндегі кәдімгі қара топырақтың микрофлорасы...
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Микрофлора, обеспеченность элементами питаниѐ чернозема обыкновенного и 

урожайность ѐровой пшеницы при внесениѐ препарата «агробионов» 

 

Аннотациѐ: В ттатье рсивпдѐттѐ сезультаты иттледпваниѐ микспфлпсы, микспбиплпгичеткпй ак- 

тивнптти и пбетреченнптти элементами ританиѐ чеснпзема пбыкнпвеннпгп рси внетении рсерасата 

«Агспбипнпв». Целья иттледпваниѐ ѐвлѐеттѐ дать агспэкплпгичеткуя пценку дпз внетениѐ рсерасата 

рп биплпгичетким твпйттвам и пбетреченнптти элементами ританиѐ и успжайнптти ѐспвпй ршеницы. 

Микспбиплпгичеткуя активнптть рпчвы прседелѐли метпдпм арликации льнпрплптна. Изучали тледу- 

ящуя гсурру миксппсганизмпв: бактесии, утилизисуящих псганичеткие тпединениѐ азпта; миксппс- 

ганизмы, рптсеблѐящие минесальный азпт; плигпнитспфилы; бактесии, мпбилизуящие минесальные 

фптфаты; целлялпзпсазсушаящие миксппсганизмы; нитсификатпсы; гсибы. Уттанпвленп, чтп иттле- 

дуемый рсерасат рпвышаят микспбиплпгичеткуя активнптть, пбщуя читленнптть миксппсганизмпв, 

в тпм читле агспнпмичетких ценных миксппсганизмпв, пбетреченнптти рпчвы легкпгидсплизуемым 

азптпм и успжайнптть ѐспвпй ршеницы. 

Клячевые слова: чеснпзем пбыкнпвенный, ѐспваѐ ршеница, рсерасат «Агспбипнпв», микспфлпса, 

гумут, макспэлементы, успжайнптть. 
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Microflora, supply of elements of nutrition of ordinary сhernozem and productivity of 

spring wheat when applying the preparation «agrobionov» 

 

Abstract: Тhe article presents the results of research of the microflora, microbiological activity and nutritional 

content of ordinary тhernozem when applying the preparation «Agrobionov». The aim of the preparation is 

to give agri-environmental assessment of doses of any preparation in biological properties and availability of 

nutrients and yield of spring wheat. The microbiological activity of the soil has been determined by the method 

of flax seed application. The following group of microorganisms has been studied: bacteria that utilize organic 

nitrogen compounds; microorganisms that consume mineral nitrogen; oligonitrophilic; bacteria, mobilizing 

mineral phosphates; calculatorcredit microorganisms; the nitrifying microorganisms; fungi. The authors have 

found that studied preparation increases the microbiological activity, the total number of microorganisms, 

including agronomic valuable microorganisms, the availability of easily hydrolyzed nitrogen in the soil, and 

the yield of spring wheat. 

Keywords: ordinary chernozem, spring wheat, the preparation «Agrobionov», flora, humus, macroelements,  

productivity. 
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МРНТИ 62.37.29

Тары өсімдігінің Аgrobacterium-жанама 
трансформациясының параметрлерін оңтайландыру

Аңдатпа. Тары өсімдіктерін (Panicum virgatum L.) агробактерия көмегімен трансфор-
мациялаудың қарапайым және тиімді әдісі жасалып оңтайландырылды. Зерттеудің 
мақсаты Alamo, Forestburg, Pathfinder, Shawnee және Trailblazer сұрыптарындағы  тары 
өсімдігінің Agrobacterium – жанама трансформация жағдайларын оңтайландыру болды. 
Генетикалық трансформация үшін тары өсімдігінің эмбриогендік каллустары қолда-
нылды. Вируленттілік генінің индукторының, сурфактанттың әсерін зерттеу нәти-
жесінде, бактериялар суспензиясының оптикалық тығыздығы және ко-культивация 
уақыты анықталды, нәтижесінде қоректік ортада силвет-L77 бар ацетосирингон, бак-
териялық суспензияның оптикалық тығыздығы 0.6 және 8 күндік ко-культивациялау 
тарының эмбриогенді каллустарының Agrobacterium – жанама трансформациясы үшін 
оңтайлы екендігі анықталды. Алынған нәтижелер тары өсімдігінің трансгенді өсімдік-
терін құрудың негізін қалайды.
Түйін сөздер: Agrobacterium – жанама трансформациясы, жасуша культурасы, тары 
өсімдігі, тікелей емес регенерация, эмбриогенді каллус.

 DOI: https://doi.org/10.32523/2616-7034-2020-133-4-32-43

Кіріспе. Дүние жүзі халқының өсу динамикасы, сонымен қатар, өндіріс қарқынының өсуіне 
әкелген экономикадағы процестердің индустриялануы энергия ресурстарын тұтынудың өсуі-
не әкелді. Қазіргі уақытта біздің планетамыздағы табиғи отынның қоры негізінен сарқылуда 
және оларды пайдалану экономикалық тұрғыдан да, экологиялық тұрғыдан да тиімсіз болып 
келеді. Сондықтан адамзат үшін, ең алдымен, өсімдіктерде жинақталатын қалпына келетін 
қуат көздерін, яғни биоэнергияны игеру қажет және мүмкін болады. Көптеген елдердегі эко-
логиялық және экономикалық қауіпсіздіктің маңызды мәселелерінің бірі - қазба қалдықтарын 
тиімді пайдалану ғана емес, сонымен қатар, жаңа баламалы энергия көздерін іздеу. Соңғы-
лардың ішінде органикалық шикізаттан және көпжылдық дәнді дақылдардың арнайы өсіріл-
ген биомассасынан алынатын жаңартылатын энергия көздеріне көп көңіл бөлінеді. Осыған 
байланысты биоотын өндірумен айналысатын ғалымдардың назары кез келген жерде өсетін, 
минималды суару мен тыңайтқышты қажет ететін, сыртқы әсерлерге төзімді және жақсы 
өнімділікпен сипатталатын дақылдарға аударылады.

Ғалымдар тары өсімдігіне көп көңіл бөледі. Бұл Солтүстік Америкадан шыққан С4 көпжыл-
дық шөпті өсімдік. Тары биомассаның жоғары өнімділігі целлюлозалық биоотынды өндіруге 
арналған биоэнергетикалық дақыл ретінде қант қамысы мен жүгеріні алмастыра алды [1-5]. 
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Тары өсімдігі екі таксономиялық әртүрлі экотиптерді қамтиды: ойпатты және таулы сұрыптар 
[1, 3]. Тары өсімдігі хромосомалары негізгі санға ие екендігі белгілі (х = 9). Төменгі сұрыптар 
тетраплоидты (2n = 4x = 36 хромосома) ретінде анықталады және сирек жағдайларда, октопло-
идты (2n = 8x = 72 хромосома) түрінде кездеседі [6]. Тары өсімдігінің С3 өсімдіктерінен және 
басқа шөптерден көптеген агротехникалық артықшылықтары бар, оның ішінде: зиянкестер 
мен ауруларға, топырақ пен ауа құрғақшылығына төзімділік [7]. Алайда биоотынға шикізат 
алу үшін тарының жоғарыда көрсетілген сипаттамалары жеткіліксіз. 

Тары өсімдігінің зиянкестер мен ауруларға табиғи төзімділігі құрамында лигниннің жоғары 
болуына байланысты, бұл биомассаны биоотынға айналдырудағы энергия шығынын көбей-
теді, экономикалық жағынан тиімсіз болып келеді. Гендік инженерияның заманауи әдістерін 
пайдалану арқылы ғана құрамында лигнин мөлшері аз трансгенді өсімдіктер алуға болады, 
осылайша бұл мәселе де шешіледі. Мысалы, өсімдіктердегі лигниннің сахарификациясын 
жақсарту үшін лигнин биосинтезінің жолын өзгерту қолданылады. Мысал ретінде гималай те-
регіндегі (Populus ciliata Wall.) лигнин мөлшерін төмендету агробактериалдық трансформация 
арқылы даршын спиртінің дегидрогеназа генін (CAD) посттранскрипция жолымен бәсеңде-
ту арқылы жүргізіледі [8]. Manal M. Abdel-Rhman биобаллистикалық трансформация әдісін 
қолдана отырып, Caffeoyl-CoA реттеуді басу арқылы лигнин деңгейі төмен трансгенді жүгері 
өсімдіктерін алды [2]. Алайда, трансгенді өсімдіктерді алу үшін Agrobacterium – жанама транс-
формацияны қолдану генетикалық инженерияның таңдаулы әдісіне айналды, өйткені бұл әдіс 
реципиент геномына трансгеннің аз көшірмесін енгізуге бейім.

Бүгінгі күні трансгенді тары өсімдіктерінде лигнин құрамын төмендету үшін гендік инжене-
рия әдістері қолданылады [9]. Мысал ретінде өсімдіктердің лигнификациясына жауап беретін 
PvKN1 генінің мақсатты түрдегі жоғары экспрессиясы [10]. Басқа зерттеулер көрсеткендей, эн-
догенді кофеин қышқылы О-метилтрансферазаның белсенділігін тежеу арқылы лигнин құра-
мының төмендеуіне және трансгенді тарыдан этанол шығымының жоғарылауына қол жеткізу-
ге болады [11]. Yanrong Liu және оның командасы miR319 жоғары экспрессиясына қол жеткізді, 
бұл PvPCF5 генін басу арқылы тары биомассасының шығымы мен шикізат сапасын жақсартты. 
miR319 жоғары экспрессиясы трансгенді тары өсімдіктерінде лигнин құрамын төмендетіп, жа-
байы типтегі өсімдіктерге қарағанда ферментативті гидролиздің жоғары тиімділігін көрсетті 
[12].

Биоотын шикізаты ретінде тары өсімдіктерін жақсарту үшін модельдік өсімдік ретінде не-
гізінен Alamo сұрыптары қолданылады. Бұрын Agrobacterium – жанама трансформацияны қол-
дана отырып, PvMYB4 генінің жоғары экспрессиясында құрамында лигнин мөлшері аз Alamo 
сұрпының трансгенді тары өсімдіктері алынған. PvMYB4 монолигнолды гендері AC-I, AC-II 
және AC-III элементтерімен байланысады және бұл гендерді in vivo-да бәсеңдетеді. Авторлар 
лигниннің құрамын төмендетіп, жасуша қабырғасының қалдықтарынан қант шығару тиімділі-
гін үш есе арттыруға қол жеткізді [13].

Біздің зерттеуіміздің мақсаты Alamo, Forestburg, Pathfinder, Shawnee және Trailblazer сұрып-
тарындағы тары өсімдіктерінің Аgrobacterium – жанама трансформациясын оңтайландыру бол-
ды.

Биоэнергетикалық қуат көзі ретінде Қазақстанда лигнин мөлшері төмен тары өсімдігін 
өсіру мүмкіндігі туралы зерттеулердің маңызы зор. Орындалған жұмыс құрамында лигнині 
аз тарының трансгенді өсімдіктерін алуға арналған платформа құруға және целлюлоза-қағаз 
өнеркәсібінің технологиясын жасауға мүмкіндік береді.

Материалдар мен әдістер. Өсімдік материалы. Эмбриогендік каллус алу үшін бастапқы 
өсімдік материалы ретінде USDA, ARS, Plant Genetic Resources Conservation Unit (Гриффин, 
Джорджия) ұсынған тарының шетелдік сұрыптарының (Panicum virgatum L.) – Alamo, Forestburg, 
Pathfinder, Shawnee және Trailblazer тұқымдары пайдаланылды. In vitro жағдайына енгізу және 
каллус ұлпасын алу біз бұрын жасаған хаттамаға сәйкес жүзеге асырылды [14].

А.Т. Жұмабек, Е.М. Раманкулов, Ш.А. Манабаева



34 № 4(133)/2020 Л.Н. Гумилев атындағы ЕҰУ Хабаршысы. Биологиялық ғылымдар сериясы
ISSN(Print) 2616-7034   eISSN 2663-130Х

Тары өсімдігінің Аgrobacterium-жанама трансформациясының параметрлерін оңтайландыру

PvMYB4 трансформациялауға арналған ген және векторлық құрылым. 777 н.ж. тұратын PvMYB4 
генінің нуклеотидтер тізбегі NCBI мәліметтер базасынан алынды (GenBank: JF299187.1). PvMYB4 
генінің de novo нуклеотидтік тізбегін алу үшін олигонуклеотидті праймерлерді жобалау Vector 
NTI 10.3.0 компьютерлік бағдарламасының көмегімен жүзеге асырылды және оны Eurofins 
Genomics (Финляндия) синтездеді.

pSRB-UbiP бинарлы векторы PvMYB4 генінің жоғары экспрессиясы үшін  агробактерия 
көмегімен трансформациялауға пайдаланылды. pSRB-UbiP-ті доктор Огава Т. ұсынды (Institute 
of Agrobiological Sciences, НАРО, Жапония). Вектор құрамында конституциялық NOS про-
моторының бақылауымен фосфонитрицинге төзімділік (bar) үшін таңдалатын маркер гені, 
сондай-ақ, жүгері полиубиквитин промоторы басқаратын Gateway-кассета және мақсатты 
гендердің жоғары экспрессиясы үшін интрон бар. PvMYB4 генінің кодтау тізбегі Gateway ® 
LR Clonase ® II Enzyme Mix ферменттік қоспасын (Invitrogen, 11791020,Carlsbad, CA, USA) 
қолдана отырып, pSRB-UbiP экспрессивті бинарлы векторына рекомбинация мен pENTR ™ / 
D-TOPO®,  аралық векторына клондалды. Гендік-инженерлік құрылымдардың дұрыс құрасты-
рылуын растау ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, USA) автоматты секвенаторында Big Dye 3.1 
жиынтықтарын қолдану арқылы клондалған фрагменттердің ДНҚ-ның нуклеотидтік тізбегін 
анықтау арқылы жүзеге асырылды. Өсімдіктің трансформациясы үшін мақсатты генді кодтай-
тын бинарлы вектор LBA4404 Agrobacterium tumefaciens штаммының жасушаларына электропо-
рация арқылы трансформацияланды.

Тары өсімдігінің трансформациясы бойынша эксперименттер агробактерия суспензия-
сымен каллусты инокуляциялау және ко-культивациялау  әдісімен жүргізілді. Агробактери-
ялардың түнгі культурасы pSRB-UbiP бинарлы векторы үшін 25 мг/л және 40 мг/л концентра-
циясында тиісті селективті антибиотиктермен толықтырылған 30 мл LB сұйық ортасында 28 ºС 
температурада, тербеліс жиілігі 70 айн/мин инкубаторлық шейкерде, 12 сағат ішінде қажетті 
оптикалық тығыздыққа дейін өсті (О.Т.=0.6-1). Бактерия жасушалары центрифугалау арқылы 
тұндырылды (4000 айн/мин, 10 мин), бактериялық жасушалардың тұнбасы 5 мл, 10 мМ MgSO4 
ерітіндісінде шайылып, центрифугаланды (4000 айн/мин, 10 мин). Тұнба құрамында АВ ор-
тасының тұздары бар (NH4Cl-20 г/л, MgSO4×7H2O - 6 г/л, КСl - 3 г/л, CaCl2×2H2O - 0,264 г/л, 
FeSO4×7H20 - 50мг/л), 2 мМ натрий фосфат буфері, 1% глюкоза және ацетосирингон 100 µM 
концентрациясында ресуспензияланды. 

Трансформация үшін шетелдік тары сұрыптарының каллустары қолданылды. In vitro 
жағдайының барлық кезеңдерінде негізгі қоректік орта ретінде Мурасиг пен Скуга (МС) және 
МСБ (МС тұзы  және В5 дәрумендері бар) құрамы бойынша минералды негіздер пайдаланыл-
ды. Әр түрлі концентрациялардағы және комбинациялардағы ауксиндер мен цитокининдер 
қоректік ортаға  культураға енгізу сатысында өсу мен дамуды реттегіш ретінде қосылды. Маль-
тоза 30 г/л көміртегі көзі ретінде пайдаланылды. Agrobacterium – жанама трансформация па-
раметрлерін оңтайландыру үшін тары каллустары 10 мл агробактерия жасушалары суспен-
зиясына, үш нұсқада ацетосирингон, сильвет-Л77 және ацетосирингон+сильвет-Л77 100 µM 
ацетосирингон және 0,01% сильвет-Л77 концентрациясында, қалыпты тербеліспен 28 ºС тем-
пературада инкубаторлық шейкерде 10 минутқа қойылды. Содан кейін каллустарды ко-куль-
тивирлеу үшін ацетосирингон және қоректік ортаға сәйкес келетін гормондар мен дәрумендер 
бар МС қатты  қоректік ортасына сүзгі қағазымен, 19±2 °C температурада 4-тен 8 күнге дейін 
инкубацияланды. Ко-культивация кезеңінен кейін каллустарды дистилденген суда 3 рет және 
антибиотик қосып 1 рет шайып, 3 қабатты сүзгі қағазда кептіріп, эксплант-трансформанттар-
ды іріктеу, сатылы және қатаң селекция (РРТ) үшін 3 мг/л, 5 мг/л және 10 мг/л фосфинотрицин 
бар селективті ортаға ауыстырылды, агробактерияларды жою үшін антибиотик және 100 µM 
концентрациясында ацетосирингон қосылды.

Агробактериалды трансформациядағы маңызды сәт - тиісті антибиотиктермен бактерия-
лардың көбеюін тежеу. Бұл жұмыста A.tumefaciens жасушаларын жою үшін 250 мг/л және 500 
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мг/л концентрациясындағы цефотаксим, сондай-ақ 50 мг/л концентрациядағы меропенем қол-
данылды. 

Трансформанттарды селективті іріктеу фосфинотрицин гербицидінің көмегімен in vitro 
жағдайында жүргізілді (фосфинотрицин ацетилтрансфераза, Fluka, 45520, St. Louis Mo, USA). 
3 мг/л, 5 мг/л және 10 мг/л тиісті концентрациялар каллусты агробактериямен ко-культиваци-
ялағаннан кейін қоректік ортаға қосылды. Заттың әр концентрациясы үшін кем дегенде 20 экс-
плант (каллус ұлпалары) қолданылды, эксперименттер үш қайталауда жүргізілді. Селективті 
агенттің жасушалардың өміршеңдігіне әсер ету нәтижелері 4-8 аптадан кейін бағаланды. 

Нәтижелер мен талқылаулар. Өсімдік материалы. Тары өсімдігінен эмбриогендік каллус 
және одан регенерант өсімдіктерді алудың тиімді жүйесін жасалды, сондықтан трансформа-
ция жасау үшін эмбриогендік каллустар эксплант ретінде қолданылды [15].

Мақсатты ген, клондау және экспрессия векторын құру. Жұмыстың бірінші кезеңінде хими-
ялық синтезделген гендерді клондау үшін TOPO технологиясын қолданатын лигазсыз клондау 
әдісі қолданылды. Бұл әдіс рестрикциялық фермент пен ДНҚ-лигаза функцияларын орын-
дайтын топоизомераза I ферментін қолдануға негізделген [16]. TOPO сериясының векторлық 
плазмидасына кірістіруді клондау топоизомераза I таныған нақты сайттар арқылы жүзеге 
асырылады, праймерлердің көмегімен pentr / D-TOPO векторын тану сайттары бар мақсатты 
фрагменттер жасалды. Клондау өндірушінің хаттамасы бойынша жүргізілді (сурет 1), мақсат-
ты гендері бар плазмидтік ДНҚ секвенирлеу әдісімен нуклеотидтік реттілікті талдау және экс-
прессиялық векторға одан әрі клондау үшін XL-Blue Escherichia coli штаммын қолдана отырып 
жасалды.

Сурет 1 - attL1 және attL2 аймақтары арасында орналастырылған мақсатты PvMYB гені бар 
рекомбинантты pENTR / D-TOPO + PvMYB құрылымы

pENTR / D-TOPO векторынан мақсатты генді pSRB-UbiP экспрессия векторына клондау 
Gateway LR CLONASE II Enzyme Mix көмегімен жүргізілді (сурет 2).

 

Сурет 2 - өсімдіктерде мақсатты геннің экспрессиясын қамтамасыз ететін конституциялық 
промотор убиквитин (UbiP) бақылауына қойылған, PvMYB кодтайтын мақсатты генді қамти-
тын рекомбинантты pSRB-PvMYB құрылымы
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Agrobacterium – жанама трансформация. Генетикалық трансформацияның тиімділігі көптеген 
факторларға байланысты екені белгілі. Agrobacterium-жанама трансформация әдісін қолданған 
кезде трансформация жүргізілген температура, инокуляция ортасының құрамы, бактерия 
жасушаларының концентрациясы, вируленттілік генінің индукторларын қолдану, агробак-
терия штаммы, векторлық құрылым түрі және өсімдік генотипі үлкен маңызға ие [17]. Тары 
өсімдіктерінің шетелдік сұрыптарын Agrobacterium-жанама трансформациясы бойынша экс-
перименттер каллусқа трансгенді өсімдіктердің гербицидке тұрақтылығын қамтамасыз ететін, 
убиквитин промоторы және фосфинотрицин ацетилтрансфераза генінің құрамында MYB4 
гені бар pSRB бинарлы векторын тасымалдайтын A.tumefaciens LBA4404 штамын жұқтыру 
арқылы жүргізілді. 

Каллустың агробактериалды трансформациясы А.tumefaciens жасушалары әртүрлі опти-
калық тығыздықпен, ко-культивация кезеңімен, вируленттілік гендерінің индукторы ретін-
де ацетоцирингон және инфекцияның тиімділігін арттыру үшін ортаға сурфактант ретінде 
силвет-L77 қосу арқылы жүргізілді.

Ко-культивация кезеңінен кейін бактерияларды жою трансформацияның маңызды мәселе-
сі болып табылады. Біздің жұмысымызда A.tumefaciens жасушаларына 250 мг/л және 500 мг/л 
концентрациясында цефотаксим, сондай-ақ, 50 мг/л концентрациясында меропенем қолда-
нылды, соңғысы агробактерияға қатысты ең тиімді болды, сонымен қатар, каллус өміршеңдігін 
және морфогенетикалық потенциалын сақтап қалды, бұл аталған антибиотиктің тары өсімді-
гінің каллусогенезі мен регенерациясына ингибиторлық әсерінің жоқтығын көрсетеді. Алайда, 
цефотаксим бактерияларды жою үшін сәтті қолданылған жұмыстар да бар [18], [19].

Сонымен қатар, трансформацияланған тары өсімдігінің каллус жасушаларының массасын 
селективті ортада өлшеу арқылы талданды. Өлшеу нәтижесінде 3 өлшемді өсу индексі Alamo 
– 2.502 мг, Forestburg – 2.204 мг, Pathfinder – 2.801 мг, Shawnee – 3.291 мг, Trailblazer – 5.2035 мг 
құрады.

 

Сурет 3 - Вируленттілік гендерінің индукторының, сурфактанттың трансформацияланған 
каллустардың регенерация потенциалына әсері
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Селективті іріктеу нәтижесінде морфогенез аймақтары болып табылатын, регенерант 
өсімдіктерін құрайтын құрылымдалған, күңгірт, хлорофилл жасыл аймақтары бар эмбрио-
гендік каллустар алынды. Alamo сұрыпында 23 каллус орта есеппен бір каллуста 20 жасыл ай-
мақ болды, Forestburg – 37 каллус, Pathfinder – 251 каллус, Trailblazer – 679 каллус, Shawnee – 400 
каллус.

А.tumefaciens оптикалық тығыздығының әсері, ко-культивация уақыты, ацетосирингон мен 
сильвет-L77 меристематикалық жасыл аймақтары бар тарының каллус жасушаларын индук-
циялауға арналған эксперименттердің нәтижелері төмендегі суреттерде келтірілген (сурет 
3,4,5).

 

Сурет 4 - Бактерия суспензиясының оптикалық тығыздығының трансформацияланған кал-
лустардың регенерация потенциалына әсері

 

Сурет 5 - Ко-культивация уақытының трансформацияланған каллустардың регенерация 
потенциалына әсері
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Жалпы, Agrobacterium – жанама трансформациясы шетелдік селекцияның тары сұрыптары-
ның 1367 каллусын қолдану арқылы жүзеге асырылды. Вируленттілік генінің индукторының, 
сурфактанттың, бактериялар суспензиясының оптикалық тығыздығының және ко-культива-
ция уақытының әсерін зерттеу ко-культивацияның 8-ші күні және бактерия суспензиясының 
О. Т. = 0.6 болатын, сильвет-L77 + ацетосирингон қоспасы бар қоректік орта тары каллусының 
Agrobacterium – жанама трансформациясына оңтайлы екенін көрсетті.

Трансформация параметрлерін оңтайландыру үшін Т-ДНҚ-ны жеткізу үшін А.tumefaciens-
тің әртүрлі штамдары салыстырылады. Мысалы, Аламо сұрыпының соматикалық эмбриоген-
дік каллусының Agrobacterium-жанама трансформация хаттамалары AGL1, C58, EHA105 және 
GV3101 штамдарын қолдана отырып оңтайландырылды, онда AGL1 гендерді жеткізу үшін 
ең жоғары тиімділігі көрсетілді [20, 21]. Басқа зерттеулерде EHA105 штаммы LBA4404 немесе 
GV3101s қарағанда ең тиімді екендігі айтылады [19]. Зерттеулеріміздің нәтижелері біз зертте-
ген сұрыптарды LBA4404 штаммымен трансформациялау кезінде жақсы нәтиже көрсетеді.

Тары сұрыптарының регенеративті потенциалы зерттелді (кесте 1).

Кесте 1.
Тарының шетелдік сұрыптарының регенерация потенциалын талдау

Сұрып Трансформацияланған кал-
лустардың жалпы саны, %

Меристематикалық жасыл 
аймақтар, %

Некротизация, %

Alamo 23 119 34
Forestburg 37 105 25
Pathfinder 251 867 44
Shawnee 400 106 41
Trailblazer 679 6 2

Атқарылған жұмыстардың қорытындысы бойынша Alamo сұрыпының трансгенді регене-
рантты өсімдіктері алынды (сурет 4), Рathfinder – 53 %, Shawnee – 23% сұрыптарында жақсы 
регенерациялық потенциал байқалды.

 

Сурет 6 - Аламо сұрыпының трансгенді регенерант өсімдіктері

Фосфинитрициннің әртүрлі концентрациясы бар селективті ортада трансформанттарды ірік-
теу. Трансформанттарды селективті іріктеу in vitro жағдайында фосфинотрицин гербицидінің 
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көмегімен жүргізілді (фосфинитрицин ацетилтрансфераза, Fluka, 45520, St. Louis Mo, USA). 3 
мг/л, 5 мг/л және 10 мг/л тиісті концентрациялары каллусты агробактериямен ко-культиваци-
ялағаннан кейін қоректік ортаға қосылды.

Содан соң трансформацияланған тары каллус жасушаларының тіршілік қабілеті селективті 
агенті бар қоректік ортада талданды. Нәтижесінде, трансформация процесі және 10 мг/л РРТ 
қатаң іріктеу кезінде селективті жағдайда трансгенді тары жасушаларын одан әрі ұзақ өсіру 
барлық дерлік сұрыптардағы жасушалардың морфогендік қабілетін едәуір төмендететіні 
анықталды, 5 мг/л концентрациядағы PPT трансформацияланған каллустардың өсуін тежеуге 
қабілетті.

Сондықтан трансгенді өсімдіктерді алу үшін селективті агенттің бастапқы концентрациясы 
3 мг/л болатын сатылы таңдау оңтайлы болып саналады, бұл трансгенді жасушалардың тиімді 
іріктелуін қамтамасыз етеді және сонымен бірге, морфогенезге және одан әрі өсімдіктердің 
регенерациясына кедергі болмайды (сурет 5).

 

Сурет 7 - Селективті агенттің әртүрлі концентрациясындағы трансформацияланған тары 
каллустары: a) PPT селективті агенті қосылған тары каллустары - 3 мг/л; б) PPT селективті агенті 
қосылған тары каллустары - 10 мг/л

Біздің зерттеулерімізде селективті агент болған кезде ең үлкен некротизация Pathfinder 
және Shawnee сұрыптарының трансформацияланған жасушаларында байқалды, бұл көрсет-
кіштер сәйкесінше 44% және 41% құрады. Сонымен қатар, сұрыпталған жасушалардан жасыл 
нүктелердің ең көп популяциясын тудырған Pathfinder трансформацияланған жасушалары-
ның морфогенетикалық потенциалын атап өткен жөн. Селекцияланған жасушалардың ең аз 
некротизациясы Trailblazer сұрыпынан алынды, ол 2% көрсетті.

Қаржыландыру. Бұл жұмыс Қазақстан Республикасы Білім және ғылым министрлігінің 
қаржылық қолдауымен 2018-2020 жылдарға арналған № AP05130387 ғылыми жобасы шең-
берінде орындалды.
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Оптимизация параметров Аgrobacterium-опосредованной 

трансформации проса прутьевидного 

 

Аннотация. Разработан и оптимизирован простой и эффективный метод агробактериальной транс- 

формации растений проса прутьевидного (Panicum virgatum L.). Целью исследования являлось опти- 

мизация условий Agrobacterium-опосредованной трансформации проса прутьевидного у сортов Alamo, 

Forestburg, Pathfinder, Shawnee и Trailblazer. Для генетической трансформации использованы эмбрио- 

генные каллусы проса прутьевидного. В результате изучения эффекта индуктора гена вирулентности, 

сурфактанта, оптической плотности суспензии бактерий и времени ко-культивации выявлено, что нали- 

чие ацетосирингона с сильвет-L77 в среде, суспензии бактерий при оптической плотности 0.6 и 8 днев- 

ной ко-культивация с бактерией является оптимальными для Agrobacterium–опосредованной транс- 

формации эмбриогенных каллусов проса. Полученные результаты могут служить основой для создания 

трансгенных растений проса прутьевидного. 

Ключевые слова: Agrobacterium–опосредованная трансформация, культура клеток и тканей, непря- 

мая регенерация, просо прутьевидное, эмбриогенный каллус 
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Optimization of the parameters of Agrobacterium-mediated transformation of bar-shaped millet 

Abstract. An efficient Agrobacterium-mediated transformation method has been developed and optimized 

for switchgrass (Panicum virgatum L.). The aim of this study is to optimize the conditions for agrobacterial 

transformation of upland switchgrass cultivars Alamo, Forestburg, Pathfinder, Shawnee, and Trailblazer. For 

genetic transformation, the authors have used embryogenic calli of switchgrass cultivars. As a result of the study 

the effect of the virulence gene inducer, surfactant, optical density of bacterial suspension and co-cultivation time, 

it has been revealed that the presence of acetosyringone with silwet-L77 in the medium, bacterial suspension 

at an optical density of 0.6 and 8 days of co-cultivation with bacteria is optimal for Agrobacterium– mediated 

transformation of embryogenic calli of switchgrass. The results obtained can serve as a basis for the creation of 

transgenic plants of switchgrass. 

Key words: Agrobacterium-mediated transformation, tissue culture, Panicum virgatum, indirect 

regeneration, embryogenic calli 
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Индукция каллусогенеза в культуре изолированных се- 
мян Cistanche Deserticola 

 

Аннотация. Цистанхе (C. deserticola)-относится к числу ценных технических расте- 

ний флоры Казахстана. Ценность цистанхе обусловлена высоким содержанием в сто- 

лонах различных полисахаридов, иридоидов, и других биологически активных веществ, 

которые в восточных странах широко используется, как исходное сырье для производ- 

ства множества фармакологически активных соединений широкого спектра действия: 

повышения тонуса, потенции, антиоксидантной активности. Однако, к настоящему 

времени природные запасы цистанхе существенно истощены, что делает актуальным 

как проблему сохранения этого вида, так и поиск источников для получения биологи- 

чески активных веществ. Известно, что культура клеток высших растений являет- 

ся альтернативным способом получения биомассы редких растений. В данной работе 

приведены результаты работ по оптимизации методов получения каллусных культур 

клеток из семян C. deserticola. Изучены ростовые характеристики, отобранных линий 

каллусных культур клеток цистанхе. Отмечены их отличительные особенности по 

гетерогенности и цвету, что служит доказательством синтеза различных вторичных 

метаболитов. Установлено, что предлагаемая методика получения каллусных культур 

клеток цистанхе достаточно эффективна. 

Ключевые слова: цистанхе, Cistanche deserticola, гетерогенность культуры каллусов, 

культура клеток, фитогормоны. 
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Введение. Флора Казахстана является ценным и уникальным источником биологически ак- 

тивных веществ (БАВ), из 6000 видов растений 667 эндемики. Цистанхе солончаковая Cistanche 

salsa, произрастающая в пустыне содержит в 5 раз больше БАВ, чем женьшень *1, 2+, и заслу- 

женно называется казахстанским женьшенем или женьшень пустыни (Yong Jiang, Peng-Fei Tu, 

2009) *3+. Ценность цистанхе обусловлена высоким содержанием в cтолонах различных поли- 

сахаридов, иридоидов, и других биологически активных веществ, которые в развитых странах 

широко используется как исходное сырье для производства множества фармакологически ак- 

тивных соединений широкого спектра действия т.д. [4]. 

В 2000 году цистанхе включили в Красную книгу Китая, с 2005 года заготовка цистанхе без 

контроля запрещена в России. Однако, без систематизации заготовок и научного подхода за- 

пасы растения со временем могут быть исчерпаны, как это произошло в Китае. 
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В Казахстане, ботаническая характеристика, а также ценные биохимические свойства 
цистанхе описаны в работах Каржаубековой Ж.Ж. с соавторами [5], лекарственное описание 
детально изучается в работах Сарсембаева К.Н., Г.Т. Барамысовой [6, 7] начались работы по 
разработке технологий получения гранул из экстракта цистанхе [1]. Фармакологические иссле-
дования детализируют, как фармацевтические ценные свойства, так и биохимические Cistanche 
Deserticola [8, 9].

В связи с ростом спроса мирового рынка на биологически активные вещества, получение 
ценных веществ вторичного синтеза методами культуры клеток и тканей является одним из 
альтернативных способов. Преимущества использования культуры клеток и тканей растений 
хорошо описаны еще в 1990-х годах [10, 11]. 

В настоящее время акцентируется внимание на возможности коммерческого успеха, и на 
должном уровне ведутся работы в мировой практике. В обзоре А.М. Носова [12] детально 
обсуждается, как преимущества, так и возможности коммерциализации получения веществ 
вторичного синтеза в культуре in vitro. Например, гарантированное получение растительной 
биомассы любого вида растений с заданными характеристиками независимо от сезона, клима-
тических и погодных условий; высокие скорости получения биомассы, отсутствие в биомассе 
пестицидов, гербицидов, радиоактивных соединений и других поллютантов.

Однако рост и прирост клеток к культуре in vitro имеет и недостатки, например, недостаточ-
ный объем целевого продукта для эффективного производства, чувствительность клеток к ме-
ханическим воздействиям и т.д., но есть успешные работы по получению фенольных соедине-
ний, алкалоидов, изопреноидов. Достигнуты успехипо конечному выходу биомассы в культуре 
in vitro, например, из стеблевых эксплантов цистанхе 9,29 г сухого веса на литр суспензионной 
культуры, где содержание эхинацезиды 12,14%, и астеозида 2,17%. При добавлении метило-
вого жасмоната 200 мкм отмечено, чтовыход продукта в 2 раза выше, чем у дикого растения. 
Показано, что на повышение эффективности выхода PhGs положительно влияет и гидролизат 
казеина [13].

Синтез вторичных метоболитов в культуральных условиях происходит в гетерогенной кле-
точной системе. В одних случаях синтез веществ вторичного обмена больше чем в интактных 
растениях, но бывает и так, когда необходимые метаболиты не синтезируются, а также могут 
синтезироваться и de novo вещества. Информации и ответы на подобные и многие другие во-
просы на сегодня являются скудными. Несмотря на известные факты о преимуществах суспен-
зионной культуры для получения активных соединений, есть и трудности методологического 
характера. Необходимы и теоретические разработки для отдельно взятых специфических сор-
ных растений с богатым синтезом вторичных соединений, как цистанхе.

Таким образом, индукция каллусных тканей и определение особенностей их роста и раз-
вития, а также отбор по консистенции и цвету гетерогенной клеточной массы имеет перво-
степенное значение.  Необходимо проводить подбор оптимальных условий для наработки 
клеточной массы, отобранных линий, в достаточном объеме для дальнейшей наработки кле-
точной суспензии.

Материалы и методы. В качестве объекта исследований использовали вид C. deserticola, со-
браный с долины «Бетпак дала» Южно-Казахстанской области. На рисунке 1 представлены 
стебель-столоны, коробочки с семенами и коробочки с семенами в разрезе.

Для инициации каллусных культур в качестве экспланта использовали семена C. deserticola. 
Стерилизацию семян провели с применением стерилизующих агентов: 70% этанол, 10% рас-
твор гипохлорита натрия и твина-20.

Для индукции  каллусообразования использовали питательные среды отличающихся по 
составу минеральной основы и концентрации регуляторов роста (таблица 1)[8].

Культивирование каллусов проводили в темноте при 25-27оС и 70% относительной влаж-
ности воздуха. 

С.С. Беккужина, А.О. Рахимжанова, А.К. Талканбаева, Ш.А. Манабаева
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Рис. 1 C. deserticola: а - стебель -столоны; в -коробочки с семенами; г-коробочка с семенами в 
разрезе.

Таблица 1. Состав питательных сред для инициации каллусообразования

Вещество
Количество на 1 л среды

Среда 1 Среда 2
Минеральная основа МС Гамборга В5
Сахароза 20 г 20 г
Гидролизат казеина 0,8 мг 0,8 мг
Витамины Гамборга В5 1,0 мг 1,0 мг
2,4-Д 1,0 мг 1,0 мг
БАП 2,0 мг 0,1 мг
ГК3 10,0 мг 10,0 мг
Аскорбиновая кислота 1,0 мг 1,0 мг

Результаты исследований. Культуральные условия являются важными и, возможно, ре-
шающим моментом успешного проведения экспериментов для индуцирования каллусных 
тканей, продуцирующих ценные метаболиты 

На первых этапах исследований проводили оптимизацию условий культивирования, мо-
дифицируя питательные среды.

При индуцировании каллусных тканей наблюдали сильный выброс фенольных соединений, 
который подавляет пролиферацию клеток. Для ингибирования выброса фенольных соедине-
ний в питательные среды добавляли антиоксиданты - поливинилпирролидон, нитрат серебра, 
активированный уголь, аскорбиновая кислота. Полное ингибирование фенольных выбросов 
наблюдали на питательной среде 2 с нитратом серебра в концентрации 5 мг/л и аскорбино-
вой кислотой в концентрации 1 мг/л, где так же отмечена активная пролиферация каллусов 
цистанхе пустынной. 

На данном этапе исследований каллусы условно разделили на 3 линии: I линия -  светлые 
каллусы, II линия - темно-серые (промежуточные) и III линия - черные каллусные ткани. Про-
лиферирующие каллусные ткани к концу каждого пассажа характеризовались изменением 
цвета, например, каллусы белого цвета темнели или наоборот из темно-коричневых и черных 
каллусов наблюдали индукцию светлых каллусов. Причем пролиферацию темных каллусов 
из светлых наблюдали на двух вариантах сред от 40% до 57%, чем индукция светлых тканей из 
темных каллусов (таблица 2).

Индукция каллусогенеза в культуре изолированных семян Cistanche Deserticola
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Таблица 2 – Каллусообразующая способность, отобранных линий цистанхе 

Среды
К о л и - в о 
каллусов, 
всего (шт)

I линия II линия III линия

Светлые
% 

индукция 
темных

Темно-
серые

% 
индукция 
светлых

черные
% 

индукция 
светлых

Среда 1 182 58 40 54 8 70 29
Среда 2 461 106 57 156 12 199 14
СV 82±0,29 48,5±0,18 105±0,49 10±0,20 134,5±0,48 21,5±0,35

Отбор каллусных тканей цистанхе по цвету является важным моментом при синтезе вто-
ричных метаболитов, так как разные популяции клеток могут метаболизировать различные 
вещества. Дубильные вещества, синтезируемые цистанхе, могут быть ингибиторами целевого 
продукта метаболизма культуры цистанхе. Поэтому, в последующих экспериментах провели 
отбор каллусных линий по цвету от черного до светлых каллусных тканей, как показано на 
рисунке 2. 

Рис. 2. Видоизменения цвета каллусной ткани цистанхе на питательной среде В5

Традиционно для большинства растений каллусы имеют желтые, белые, светло-коричне-
вые цвета. В культуре цистанхе темные каллусные линии составляют наибольшее количество 
каллусной массы, например, 29% на среде 1 и 14% на среде 2, а промежуточные каллусные 
линии образуются в малом количестве на обоих вариантах сред. Большинство темных кал-
лусных линий также, как и светлые были жизнеспособными, т.е доля жизнеспособных клеток 
составила 70% и более.

При пассировании каллусной ткани из среды 2 на питательную среду 1, содержащей: ГК3 
-10,0 мг/л, 2,4Д-1,0 мг/л, БАП-2,0 мг/л, образовались темно-серые каллусные ткани, а затем вновь 
получена популяция, с преобладанием светло-желтых клеток. На рисунке 3 можно наблюдать 
интенсивное изменение и образование светло-желтых клеток.

Светло-желтая популяция клеток на среде МS более плотная, чем клеточные массы, по-
лученные на среде В5. Все результаты данного эксперимента по цвету и структуре клеточных 
популяций являются важными для определения, в каких клетках происходит интенсивный 
синтез продуктов вторичного обмена.

Значительный прирост каллусной ткани отмечен для I-ой линии, клеточные популяции III-
ей линии не делились активно, но при этом клетки не теряли жизнеспособность в длительной 
беспересадочной культуре. Разработка технологий длительного культивирования является 
важным моментом при культивировании лекарственных растений, так как дает возможность 
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депонирования каллусных тканей с последующей пролиферацией клеток, синтезирующих 
ценные метаболиты.

Кроме того, данные клеточные массы индуцируют светлые каллусные ткани, которые при 
пассировании на новую питательную среду с 9 на 10 пассаж на среде с добавлением 2.4-Д дали 
прирост в 4-5 раз больше, чем на ранних пассажах (рисунок 4).

Рис. 3 Изменение по структуре и по цвету каллусной массы цистанхе: а и б- на среде 1; в - на 
среде.

Рис. 4 Наработка биомассы на среде 2 с 2,4-D в концентрации 1,0 мг/л +ГК3 10,0 мг/л+БАП 
0,5 мг/л.

Измерения прироста массы каллусов проводили в течении 30 дней культивирования на 
питательных средах 1 и 2. При визуальном анализе каллусных тканей в течение цикла выра-
щивания отмечается, что каллус цистанхе на питательной среде 1 плотно структурированные, 
твердые, клетки округлые, овальные, обособленные друг от друга, а каллусная ткань, выращи-
ваемая, на питательной среде 2 отличалась своей рыхлостью. Окраска каллусных тканей ва-
рьировалась от светлого до темно-коричневого.  Измерения проводились взвешиванием массы 
сырого каллуса в первый день пассажа, на 14 день и на 30 день пассирования (рисунок 5,6).

Таким образом, результаты, полученные в данной серии экспериментов свидетельствуют 
о том, что в связи с неординарностью синтеза различных метаболитов в интактных растени-
ях цистанхе, так и в культуре in vitro индуцируются гетерогенные клеточные массы при ви-
зуальной оценке. Окончательные результаты, какие популяции клеток будут отличаться по 
содержанию ценных веществ вторичного синтеза будут определены в процессе дальнейших 
биохимических анализов. 

Для дальнейшей успешной работы в лаборатории разрабатывается технологический про-
цесс получения суспензионной культуры для цистанхе пустынной и определение спектра био-
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логически активных веществ,например, фенилпропаноидов, обладающих иммуномодулиру-
ющими и антиоксидантными свойствами.

Рис. 5 Измерение прироста каллусов на среде 1.

Рис. 6 Измерение прироста каллусов на среде 2.
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Cistanche Deserticola пқшауланған тұқымдасыныо мәдениетінде каллутпгенез индукцияты 

Аодатра: Циттанхе (С. deserticola) - Қазақттан флпсатыныо құнды техникалық өтімдіктесініо қата- 

сына жатады. Циттанхеніо құндылығы юс түслі рплитахасидтесдіо, исидпидтасдыо жюне батқа да бип- 

лпгиялық белтенді заттасдыо ттплпндасында жпғасы бплуына байланытты, плас Шығыт елдесінде кео 

тректслі фасмакплпгиялық белтенді қптылыттасдыо көртеген өндісіті үшін баттарқы шикізат сетінде 

кеоінен қплданылады: тпнут, рптенциал, антипктиданттық белтенділіктіо жпғасылауы. Алайда, қазісгі 

уақытта циттанхеніо табиғи қпсласы айтаслықтай азайған, бұл пты түсді тақтау мютелеті, пныо бип- 

лпгиялық белтенді заттасын алудыо балама көздесін іздеттісуді өзекті етеді. Жпғасы өтімдіктес жату- 

шаласыныо өтіндіті тисек өтімдіктесдіо бипматтатын алудыо балама тютілі бплыр табылатыны белгілі. 

Бұл жұмытта C.deserticola тұқымынан жатушаласдыо каллут өтінділесін алу юдіттесін потайландысу 

бпйынша жұмыт нютижелесі келтісілген. Циттанхе жатушаласыныо каллутты өтінділесініо біснеше ли- 

нияты алынды, өту динамикаласы зесттелді. Алынған линияласдыо өту динамикаты талданды жюне 

түті бпйынша юстектілігі қасаттысылды, түттесініо юстүслілігі екінші сеттік метабплиттесдіо тинтезініо 

дюлелі бплыр табылады. Циттанхе жатушаласыныо каллут өтінділесін алудыо ұтынылған юдіттеметі өте 

тиімді екені белгіленді. 

Түйінді төздес: циттанхе, Cistanche deserticola, каллут ұлраласыныо юстектілігі, жатуша өтіндіті, фи- 

тпгпсмпндас. 
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Induction of callusogenesis in a culture of isolated seeds of Cistanche Deserticola 

 
Abstract: Cistanche (C. deserticola) - is one of the valuable technical plants of the Kazakhstan flora. The 

value of cistanche is due to the high content of various polysaccharides, iridoids, and other biologically active 

substances in the stolons, which are widely used in the eastern countries as feedstock for the production of many 
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pharmacologically active compounds with a wide spectrum of action: increasing tone, potency, antioxidant 
activity. However, to date, the natural reserves of cistanche are substantially depleted, which makes both the 
problem of preserving this species and the search for alternative sources of its biologically active substances 
urgent. It is known that the cell culture of higher plants is an alternative way to obtain rare plant biomass. This 
paper presents the results of work on optimizing methods for obtaining callus cell cultures from C. deserticola 
seeds. Several lines of callus cultures of cistanche cells were obtained, growth characteristics were studied. It 
was established that the proposed method for obtaining callus cultures of cistanche cells is quite effective, the 
obtained lines have good growth characteristics and differ in color, which is evidence of the synthesis of various 
secondary metabolites.

Keywords: cistanche, Cistanche deserticola, heterogeneity of callus tissues, callus cell culture, phytohormones

References

1 Dathayev U. M., Kapsalyamova E.N., Buhanbayeva M.D. Cistanche solonchakovii kak perspektivnii 
istochnik pri polushenii granul [Cistanche saline as a promising source for the production of granules] , Vestnik 
KazNMU. – 2014. – №5. – P.52-53. [in Russian]

2 Karzhaubekova Zh.Zh., Gemedzhiyeva N.G. Fotohimisheskoe issledovanie rastenii roda cistanhe 
[Phytochemical study of plants of the cystitanche genus] Cistanche hoffmgg. Etlink) , Vestnik KazNU. – 2013. – 
№3. – P.388-390. [in Russian]

3 Jiang Y., TuP.F.(2009) Analysis of chemical constituents in Cistanche species , Journal of Chromatography 
A. – P.1970-197.

4 Kobayashi H., Karasawa H., Miyase T., Fukushima S. (1984) Studies on the constituents od cistanchis 
Herba. II: Isolation and structures of new iridoids, cistanin and cistachlorin , Chemical and pharmaceutical 
bulletin. – Vol.32, №5. – P.1729-1734.

5 Karzhaubekova Zh.Zh., Gemedzhiyeva N.G., Nabieva Zh.S. K fotohimicheskim issledovaniyam Cistanche 
Salsa [To phytochemical studies of Cistanche salsa] (OROBANCHACEAE),  Himiya rastitel’nogo syr’ya. – 2016. 
– №4. – P.123-130. [in Russian] 

6 Sarsembayev K.N., Baramysova G.T., Djiembayeva B.Zh., Kozhamzharova L.S., Isabayev S.O., Kolosova 
N.G., Imanbayeva A.A. Morfologisheskie biohimisheskie osobennosti kazahstanskih populyacii cistanche 
somnitel’noi [Morphological biochemical features of Kazakhstan populations of Qinghanhe of dubious] ,  
Khimicheskiy zhurnal Kazakhstana. – 2009. – №1. – P.5-10. [in Russian]

7 Baramysova G.T.,Dzhiyembayeva B.ZH., Kozhamzharova L.S., Isabayev S.O., Kolosova N.G., Sarsembayev 
K.N. Konstiruirovaniye nanochistits na osnove stolonov tsiskhankhe somnitel’noy [The construction of 
nanoparticles based on stolons cishanhe dubious], Vestnik Almatinskogo instituta energetiki i svyazi. – Almaty, 
– 2010, №1. – P.87-90. [in Russian]

8 Wang T, Xie X.V., Ma Y.C. Cistanche deserticola «Desert Ginseng» A Review the American Journal of 
Chinese Medicine. – 2012. – Vol.406, №6. – Р.1123-1141. [in Russian]

9 Zhang A., Li Q., Yang X., Yang Y. (2018) Immunostimulatory activity of water-extractable polysaccharides 
from Cistanche deserticola as a plant adjuvant in vitro and in vivo PLoS ONE. – Vol.13. – Р.1086-1105.

10 Butenko R.G. Biologiya kletok vysshikh rasteniy in vitro i biotekhnologii na ikh osnove [Biology of cells of 
higher plants in vitro and biotechnology based on them]// Uchebnoye posobiye. –М.: – 1999. – P.158. [in Russian]

11 Nosov A.M. Regulyatsiya sinteza vtorichnykh soyedineniy v kul’ture kletok rasteniy  Biologiya 
kul’tiviruyemykh kletok i biotekhnologiya rasteniy  Red. R.G. Butenko [Regulation of the synthesis of secondary 
compounds in plant cell culture  Biology of cultured cells and plant biotechnology]. – M.: Nauka. – 1991. –  P.5-
20. [in Russian]

12 Nosov A.M. Ispol’zovaniye kletochnykh tekhnologiy dlya promyshlennogo polucheniya biologicheski 
aktivnykh veshchestv rastitel’nogo proiskhozhdeniya  Biotekhnologiya [The use of cellular technologies for the 
industrial production of biologically active substances of plant origin ], Biotechnology. – 2010. – №5. – P.7-24. 
[in Russian]

С.С. Беккужина, А.О. Рахимжанова, А.К. Талканбаева, Ш.А. Манабаева



52 № 4(133)/2020 Л.Н. Гумилев атындағы ЕҰУ Хабаршысы. Биологиялық ғылымдар сериясы
ISSN(Print) 2616-7034   eISSN 2663-130Х

13 Liu X., Yan Y., Liu Y., Mo T., Song X., Wang Y., ChenQ.,Zhao Y.,Shi S,Tu P. (2008) Cell culture establishment 
and regulation oftwo phenylethanoid glycosides accumulation in cell suspension culture of desert plant 
Cistanche tubulosa  Plant cell, tissue and organ culture. – Vol.134. – P.107-118.

Сведения об авторах:
Беккужина С.С. – автор для корреспонденции, доктор биологических наук, ведущий научный со-

трудник лаборатории генетической инженерии растений РГП на ПХВ «Национальный центр биотехно-
логии» МОН РК, Нур-Султан, Казахстан 

Талканбаева А.К. – Лаборант лаборатории генетической инженерии растений РГП на ПХВ «Наци-
ональный центр биотехнологии» КН МОН РК, магистрант 1-ого курса специальности биотехнология 
6М070100 Евразийского национального университета им. Л.Н. Гумилева, Нур-Султан, Казахстан.

Рахимжанова А.Ө. – Научный сотрудник РГП на ПХВ «Национальный центр биотехнологии» МОН 
РК, Нур-Султан, Казахстан .

Манабаева Ш.А. –  Кандидат биологических наук, заведующий лабораторией генетической инже-
нерии растений  РГП на ПХВ «Национальный центр биотехнологии» МОН РК, доцент кафедры общей 
биологии и геномики, Евразийского национального университета им. Л.Н. Гумилева, Нур-Султан, Ка-
захстан 

Bekkuzhina S.S. – corresponding author, Doctor of Biological Sciences, Leading Researcher of the Laboratory 
of Plant Genetic Engineering «National center for biotechnology», Nur-Sultan, Kazakhstan.

Talkanbayeva A.K. – laboratory assistant of the laboratory of Plants Genetic Engineering «National center 
for biotechnology», 1st year master’s student specialty 6М070100 Biotechnology at the L.N. Gumilyov Eurasian 
National University, Nur-Sultan, Kazakhstan.

Rakhimzhanovа A.O. – Researcher of the laboratory of Plants Genetic Engineering «National center for 
biotechnology», Nur-Sultan, Kazakhstan.

Manabayeva S.A. – Candidate of Biological Sciences, Head of the laboratory of Plants Genetic Engineering 
«National center for biotechnology», associate professor of Department of General Biology and Genomics at the 
L.N. Gumilyov Eurasian National University, Nur-Sultan, Kazakhstan.

Индукция каллусогенеза в культуре изолированных семян Cistanche Deserticola



53№ 4(133)/2020ВЕСТНИК ЕНУ имени Л.Н. Гумилева. Серия биологические науки
BULLETIN of  L.N. Gumilyov ENU. Bioscience Series

Шек Г.О.1, Есимсеитова А.К.1 
Жаныбекова Ж.Т.1, Бабкенов А.Т.2   

Дюсембекова Д.А.1, Шелаева Т.В.2, Какимжанова А.А.1

1Национальный центр биотехнологии, Казахстан, Нур-Султан, Казахстан
2Научно-производственный центр зернового хозяйства им. А.И. Бараева, 

п. Шортанды, Казахстан
(E-mail: sheckgo@mail.ru, asel_1388@bk.ru, zhanargul.zhanybekova@mail.ru, babkenov64@mail.

ru, dusembekova.damira@mail.ru, kakimzhanova@biocenter.kz)

МРНТИ 68.35.03

Получение засухоустойчивых растений-регенерантов 
яровой мягкой пшеницы 

Аннотация: Одной из причин снижения качества зерна являются изменение природ-
но-климатических условий в Казахстане. К ним следует отнести нарастающую угрозу 
засух и заморозков в период вегетации пшеницы, усиление ветров и контрастности кли-
мата на фоне деградации почв (засоление, опустынивание) в результате нерациональ-
ного использования и нарушения экологического равновесия в биоценозе. Целью работы 
было получение растений-регенерантов яровой мягкой пшеницы на устойчивость к за-
сухе в культуре in vitro, и их размножение для получения семенного потомства. Ввели 
в культуру in vitro 10 отечественных сортов яровой мягкой пшеницы. При проведении 
клеточной селекции морфогенные каллусные ткани пшеницы культивировали на пита-
тельную среду МС, с добавлением оптимальных концентраций селективных агентов: 
полиэтиленгликоль 6000 – 5%; маннит – 2%; NaCl - 0,5%. Определяли регенерационную 
способность генотипов пшеницы. Морфогенетический потенциал был выше у 10 сортов 
при использовании 2% маннита и 5% полиэтиленгликоля, что составило 44,2% и 38,9% 
соответственно, что характеризует их адаптационные способности к засухе в услови-
ях in vitro. Получено семенное потомство R0-R1 линий-регенерантов пшеницы. Проведен 
структурный анализ растений-регенерантов, полученных с селективных агентов ман-
нит 2%, NaCl 0,5% и полиэтиленгликоль 5%. На основании проведенных эксперимен-
тов выделены наиболее засухоустойчивые растения-регенеранты и получено семенное 
потомство R1. 
Ключевые слова: клеточная селекция, растения-регенеранты, засухоустойчивость, 
линии яровой мягкой пшеницы

DOI: https://doi.org/10.32523/2616-7034-2020-133-4-53-68

Одним из основных источников развития экономики страны является агропромышленный 
комплекс, Казахстан входит в 10-ку стран в мире по выращиванию пшеницы. Это стало воз-
можно благодаря двум основным факторам: плодородные почвы и климат. Основной регион 
производства пшеницы расположен в северных, центральных регионах, где рельеф в основном 
плоский, почвы представлены продуктивными черноземами и каштановыми почвами, на ко-
торых произрастает около 70% общего урожая пшеницы в стране. В Казахстане возделывают 
два вида пшеницы это: мягкая (Tritucum aestivum L.) и твёрдая (Tritucum durum D.). Климат стра-
ны полузасушливый, обычно с теплым летом и холодной зимой. Это благоприятные условия 
для нормального развития и получения качественной пшеницы. Засухи встречаются в среднем 
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по 2 года из 5, благодаря этому в северных районах выращивают твердую пшеницу высокого 
качества, этот вид пшеницы хорошо переносит засухи [1].

Пшеница одна из крупнейших продовольственных культур в мире, основная зерновая куль-
тура, возделываемая в Казахстане [2]. Роль производства пшеницы для страны огромна, клима-
тические условия и благоприятные почвы северного Казахстана, превосходно подходят для ее 
возделывания. Так в 2017 году, в Казахстане было собрано 14802,9 тыс. тонн пшеницы, из них на 
Северо-Казахстанскую, Акмолинскую и Костанайскую области приходится 11874,7 тыс. тонн 
пшеницы [3]. 

В связи с тем, что производство пшеницы играет важную роль в экономике Казахстана, не-
обходимо повышать качество и урожайность пшеницы для более эффективного использова-
ния.

На протяжении всей истории доместикации пшеницы, производился отбор по внешним 
признакам, по урожайности, который привел к снижению генетического разнообразия [4]. 
Этот подход требует многолетних испытаний, поскольку во многих регионах засуха нерегу-
лярна. Проблема состоит в том, что селекционный процесс требует отбраковки растений по 
результатам одного года испытаний. Использование физиологических признаков, наряду с 
селекцией по урожайности может позволить вести отбор в отсутствие засухи. Поэтому про-
водятся многочисленные исследования возможности отбора засухоустойчивых растений по 
физиологическим признакам [5, 6, 7]. Также с развитием селекции и биотехнологии были раз-
работаны новые методы создание сортов с необходимыми ценными признаками, такими как 
устойчивость к неблагоприятным условиям окружающей среды и устойчивость к различным 
болезням.

Использование in vitro техник позволяет в короткие сроки получать линии пшеницы с необ-
ходимыми признаками. Для индукции в культуру in vitro могут быть использованы незрелые и 
зрелые зародыши, пыльники, соцветия, апикальные меристемы [8]. 

In vitro культура клеток и тканей дает возможность увеличить генетическую вариабельность 
для последующих физиологических исследований. В исследованиях in vitro на коэффициент 
каллусообразования и регенерации влияет генотип, тип экспланта, качество исходного мате-
риала, состав питательной среды и общее взаимодействие между ними. Для регенерации наи-
более предпочтительным является использование в качестве экспланта незрелых зародышей, 
однако из-за сезонности данный тип экспланта нельзя использовать круглогодично в отличие 
от зрелых зародышей, в то время как зрелые зародыши можно хранить в течение нескольких 
лет, однако коэффициент регенерации у них меньше.

Состав питательной среды, регуляторы роста и добавки основные факторы, влияющие на 
инициацию in vitro культуры [9]. Для индукции каллусообразования наиболее часто применя-
ют ауксины 2,4-Д, дикамба и пиклорам, одними или с добавлением цитокининов. Также ста-
дия каллусообразования сильно зависит от генотипа. Для пшеницы использование культуры 
in vitro эффективно для создания сортов с признаками устойчивости к различным болезням и 
абиотическим факторам окружающей среды [10].

Так, известно, что при применении техники in vitro культуры высока вероятность возникно-
вения сомаклональных вариаций, однако отмечается, что данные изменения приносят генети-
ческую вариабельность, которая может быть мощным толчком в создании устойчивых к засухе, 
холоду, засоленности растений и т.д. В одном исследовании по созданию сортов Triticum durum 
устойчивых к засухе, в питательную среду для каллусообразования добавляли ПЭГ, для созда-
ния осмотического стресса. Они проверяли наличие сомаклональных вариаций по устьичному 
аппарату, так, закрытие устьиц является одним из первых признаков у пшеницы, находящейся 
в условиях засухи. В результате исследований было отмечено, что в линиях с сомаклональными 
вариациями стадия цветения наступает позже, и что позднее цветение из-за осмотического 
стресса приводит к формированию большего числа зерен. Таким способом, растение пытается 
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избежать сильных повреждений от стресса, накопив ресурсы и время. Показано, что наличие 
сомаклональных вариаций улучшили качества пшеницы [11].

Соматический эмбриогенез и регенерация являются ключевыми этапами для получения 
фертильных растений [12].

Вся культивируемая пшеница принадлежит к роду Triticum, существует диплоидные, те-
траплоидные и гексаплоидные формы, с базовым числом хромосом равным 7. Так, геномы 
будут выглядеть как АА, ААВВ, AABBDD, гаплоидные формы будут выглядеть как A, AB, ABD 
с набором 7, 14, 21 соответственно. Гаплоидные формы могут спонтанно возникнуть в природе, 
однако такое явление редко и имеет низкую практическую ценность. Исследователями были 
разработаны технологии для создания гаплоидных форм с последующим удвоением генома 
[13]. На сегодняшний день хорошо изучены три различные техники получения дигаплоидов; 
через кукурузу, культура пыльников и изолированные микроспоры [14, 15]. Для использова-
ния в гаплоидной технологии исходный материал должен быть генетически стабильным и ото-
бранным по необходимым признакам. Так, при использовании традиционных методов селек-
ции для выведения сорта необходимо 5 поколений, то при использовании метода гаплоидной 
технологии необходима только одно поколение и необходимый нам признак будет закреплен 
[13]. 

В настоящее время актуально создание новых сортов сельскохозяйственных культур с повы-
шенной толерантностью к засухе, засолению, болезням и вредителям, которые могут давать 
стабильные урожаи при наименьшем водопотреблении. Для создания таких сортов следует 
использовать не только методы классической селекции, но и методы биотехнологии. Преи-
мущества биотехнологических методов очевидны: они близки к естественному отбору для 
растений в экстремальных условиях и выявлению адаптационных возможностей имеющихся 
сортов и гибридов. 

В качестве осмотических агентов для создания линий устойчивых к засухе некоторые уче-
ные используют ПЭГ, маннит, сахарозу. Однако, ПЭГ с высоким молекулярным весом непро-
никающий осмотический агент, который не проникает в апопласт, поэтому вода выводится 
не только из клетки, но также из клеточной стенки создавая снижения водного потенциала, 
похожий на высушенную почву, также ПЭГ является наименее фитотоксичным [16, 17, 18, 19].

Для формирования осмотического стресса используют различные концентрации ПЭГ-6000, 
однако в некоторых исследованиях было установлено что, большие концентрации летальны 
для зародышей пшеницы [20, 21]. В одном из исследований было показано, что оптимальной 
концентрацией ПЭГ в культуре in vitro является 5% ПЭГ [22]. 

Целью данной работы являлось получение растений-регенерантов яровой мягкой пшени-
цы на устойчивость к засухе в культуре in vitro, и их размножение для получения семенного 
потомства. В этом исследовании мы сообщаем о получении семенного потомства R1 расте-
ний-регенерантов пшеницы с физиологической устойчивостью к засухе. Полученные расте-
ния-регенеранты с устойчивостью к селективным агентам в дальнейшем будут размножены и 
генотипы с лучшими показателями будут внедрены в селекционный процесс.  

Материалы и методы. В качестве исходного материала использовали 10 отечественных со-
ртов яровой мягкой пшеницы: Акмола 2, Астана, Шортандинская 95 ул, Целина 50, Астана 2, 
Орал, Тәуелсіздік 20, Асыл Сапа, Шортандинская 2012, Шортандинская 2014, которые были 
предоставлены Научно-производственным центром зернового хозяйства им. А.И. Бараева. 

Для введения in vitro сортов яровой мягкой пшеницы использовали следующие методы – 
стерилизация и введение эксплантов в культуру in vitro, культивирование клеточных линий и 
регенерация растений [23, 24].

Для каллусообразования использовали питательную среду Мурасиге и Скуга, с добавлени-
ем тиамина HCl – 1 мг/л, мезо-инозита – 100 мг/л, сахарозы – 30 г/л, агара – 7 г/л, 2,4-Д – 3 мг/л, 
рН среды доводили до значения 5,8. При проведении клеточной селекции морфогенные кал-
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лусные ткани пшеницы культивировали на питательную среду МС, с добавлением оптималь-
ных концентраций селективных агентов: полиэтиленгликоль 6000 (ПЭГ) – 5%; маннит – 2%; 
NaCl - 0,5%. 

Определяли регенерационную способность генотипов пшеницы. Отбирались устойчивые 
морфогенные каллусные ткани пшеницы, которые культивировали in vitro на среде МС с фи-
тогормонами (ИУК 0,5 мг/л и кинетин 1,5 мг/л). Пробирочные каллусные линии выращивали 
в оранжерее в условиях 16-часового светового дня (освещенностью 3000 лк) при температуре 
26ºС и влажности 70%. Высаживали укорененные пробирочные растения пшеницы в смеси 
торфа с землей в соотношении 4:1. Полив и опрыскивание проводили по мере подсушивания 
субстрата. Рыхление проводили после полива один раз в 14-20 дней. Растения выращивали 
при температуре от 16 до 26°С с влажностью воздуха 50-60% и 16-часовым фотопериодом (ос-
вещенностью 3000 лк).

Проводили структурный анализ растений-регенерантов полученных с селективных агентов 
маннит 2%, NaCl 0,5% и ПЭГ 5%. Получены средние значения по следующим показателям: вы-
сота растений, длина колоса, число колосков в колосе, число зерен в колосе и их стандартные 
ошибки. Статистическую обработку данных проводили согласно общепринятым методам с 
помощью встроенного статистического пакета EXCEL (MS OFFICE 2010).

Результаты и обсуждение. Адаптивные механизмы растений к абиотическим стрессовым 
воздействиям разнообразны. В тоже время, вопрос об ответных реакциях растений на повре-
ждающее действие стрессов окончательно не выяснен, так как на любое воздействие раститель-
ный организм отвечает целым веером защитно-приспособительных реакций. Значительное 
место в решении проблем адаптации занимает клеточная селекция, основанная на отборе кле-
точных популяций, устойчивых к селективному фактору, и регенерации из них целых расте-
ний [25, 26, 27].

Авторами при использовании селективной системы с применением маннита для создания 
засухоустойчивых растений сахарной свеклы была выбрана оптимальная концентрация ман-
нита для изучаемых двух видов эксплантов: микроклонов 0,40-0,45М и для зрелых зародышей 
семян 0,45-0,50М. Так, при концентрации маннита от 0,25 до 0,35М, у микроклонов наблюдали 
пожелтение листьев и небольшое снижение роста при их выживаемости 65-79%. При увели-
чении концентрации селективного агента до 0,50 и 0,60М выявлено угнетение роста и массовая 
гибель регенерантов, вызванная некрозом листьев [28].  

Для изучения адаптационной способности яровой мягкой пшеницы к засухе и засолению 
культивировано 1468 зрелых зародышей 10 сортов на селективные среды: МС (контроль), МС 
с 2% маннитом, МС с 0,5% NaCl, МС с 5% ПЭГ 6000. Получено с селективных сред 560 морфо-
генных каллусных линий пшеницы. В среднем процент морфогенеза на питательной среде МС 
(контроль) у 10 сортов пшеницы составил 60,5% (рисунок 1). 

 

Рисунок 1 – Процент морфогенеза на селективных средах у 10 сортов пшеницы
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Для получения устойчивых к осмотическому стрессу каллусов сои был использован селек-
тивный агент ПЭГ-6000 в возрастающих концентрациях – 5%, 10%, 15% и 20%. В результате 
получено 6 устойчивых к осмотическому стрессу растений-регенерантов сои.  Регенерация из 
каллуса отмечена только у 8,3% из высаженных каллусов, исследователи связывают это с дли-
тельностью пассирования каллуса и низким морфогенетическим потенциалом [29].

При добавлении в питательную среду МС селективного агента 0,5% NaCl процент морфо-
генеза снизился до 32,8%. Морфогенетический потенциал был выше у 10 сортов при исполь-
зовании 2% маннита и 5% ПЭГ, что составило 44,2% и 38,9% соответственно, что характеризует 
их адаптационные способности к засухе в условиях in vitro. Каллусные линии сортов Акмола 2, 
Астана 2, Целина 50 и Шортандинская 95 ул. были устойчивыми к недостатку влаги в питатель-
ной среде МС с селективными агентами 2% маннит и 5% ПЭГ. 

В результате проведения клеточной селекции на устойчивость к засухе и засолению из 10 со-
ртов яровой мягкой пшеницы Северо-Казахстанской селекции получены 496 растений-регене-
рантов в культуре in vitro (таблица 1). Разные генотипы яровой мягкой пшеницы значительно 
различались по реакции на селективные агенты (МС с 2% маннитом, МС с 5% ПЭГ, МС с 0,5% 
NaCl) в культуре in vitro. 

Авторами проведена биохимическая и физиологическая оценка растений- регенерантов 
ячменя, полученных в селективных системах. Так, частота выживания каллусов снижалась на 
15,6-23% по сравнению с контролем при добавлении селективного агента ПЭГ 10% в питатель-
ную среду.  В результате получены устойчивые каллусные линии ячменя, способные к регене-
рации, которая определялись генотипом исходного растения [30].  

В наших исследованиях у сортов Шортандинская 2012, Целина 50 и Шортандинская 2007 
и Астана 2 наблюдали наибольший выход пробирочных растений-регенерантов: 111, 96, 69 и 
65 штук соответственно. Наиболее заметно количество пробирочных растений-регенерантов 
устойчивых к манниту у сортов Шортандинская 2012 – 33 штук, Целина 50 – 27 штук, Астана 2 – 
28 штук и Шортандинская 2007 – 21 штук.  У сортов Асыл сапа, Шортандинская 95 улучшенная 
и Акмола 2 наблюдали наибольшую гибель растений-регенерантов на всех трех селективных 
агентах.  

Сообщается об аналогичных результатах [31], где отмечена высокая отзывчивость 13 роди-
тельских генотипов яровой мягкой пшеницы, только 3 оказались неустойчивыми к ПЭГ 6000 в 
культуре in vitro. По мнению автора, данные генотипы могут быть использованы для создания 
засухоустойчивых гибридных линий и включаться в селекционный процесс на засухоустойчи-
вость в качестве исходных форм.

Таблица 1 – Количество пробирочных растений-регенерантов, полученных на селективных 
средах у 10 сортов яровой мягкой пшеницы (2019 г.)

Генотип
Количество растений-растений in vitro, штук

МС 
(контроль)

МС с 2% 
маннит

МС с 5% 
ПЭГ МС с 0,5% NaCl Итого

Акмола 2 7 1 1 3 12
Астана 10 12 5 1 28
Астана 2 32 28 1 4 65
Шортандинская 95 ул. 10 6 1 1 18
Шортандинская 2007 28 21 8 12 69
Шортандинская 2012 45 33 15 18 111
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Шортандинская 2014 10 8 7 6 31
Асыл сапа 15 9 6 3 33
Целина 50 36 27 18 15 96
Тәуелсіздік 20 11 12 1 9 33

Таким образом, среди исследуемого материала яровой мягкой пшеницы можно выделить 
генотипы, которые в использованных условиях культивирования на селективных агентах по-
казали высокую (Шортандинская 2012, Целина 50, Шортандинская 2007 и Астана 2), среднюю 
(Тәуелсіздік 20, Шортандинская 2014, Астана и Асыл сапа) и низкую (Шортандинская 95 улуч-
шенная и Акмола 2) отзывчивость на культуру in vitro (рисунок 2).

   

                                             
                                             
                                            1                                                                      2
   

                                         
   
                                            3                                                                      4

1, 2 – растения-регенеранты in vitro; 3,4 – растения-регенеранты, в условиях оранжереи
Рисунок 2 – Получение растений-регенерантов пшеницы с селективных сред

Затем полученные растения-регенеранты со сформировавшейся корневой системой выса-
живали в горшки с почвой в оранжерее.  Из 496 растений-регенерантов, полученных в культуре 
in vitro, удалось получить и высадить в почву 200 растений-регенерантов, среди которых мож-
но выделить следующие генотипы: Шортандинская 2012 и Целина 50, у которых был получен 
наибольший выход количества растений. В результате получено и доведено до семенного по-
томства R0 поколения 78 регенеранта на среде МС (контроль) и 122 регенеранта на селективных 
средах. Данные результаты, могут косвенно говорить о высокой засухо- и солеустойчивости 
растений-регенерантов, выделенных из каллусных линий, которые в последующем могут быть 
использованы в селекционном процессе для создания новых форм (таблица 3).

Таким образом, получено 122 растений-регенерантов из 10 сортов в поколении R0, устойчи-
вых к селективным факторам: 2% манниту – 54 регенерантов, 5% ПЭГ – 31 регенерантов, 0,5% 
NaCl – 37 регенерантов. 
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Таблица 3 – Количество растений-регенерантов, высаженных в почвогрунт для получения 
семенного потомства R0 (2020 г.)

Генотип
Количество растений-регенерантов, высаженных в почвогрунт

МС (контроль) МС с 2% маннит МС с 5% ПЭГ МС с 0,5% NaCl
Акмола 2 6 2 3 8
Астана 5 - - 5
Астана 2 11 9 2 4
Шортандинская 95 ул. 6 2 - -
Шортандинская 2007 4 4 - 3
Шортандинская 2012 18 20 2 8
Шортандинская 2014 3 2 2 -
Асыл сапа 9 7 6 3
Целина 50 9 8 15 1
Тәуелсіздік 20 7 - 1 5
Итого 78 54 31 37

Полученные растения-регенеранты адаптировали in vivo в условиях оранжереи до фазы вы-
хода в трубку, во время которой происходит интенсивное нарастание вегетативной массы и 
формирование генеративных органов. В этот период необходимо обеспечить растение макси-
мумом воды, так как ее недостаток приводит к значительному снижению урожайности. Бла-
гоприятные условия в оранжерее (оптимальная температура и достаточное количество света) 
ускорили рост стебля растений пшеницы. В последующем растения пшеницы были перенесе-
ны в условия пленочной теплицы до последующего полного их созревания (рисунок 3). 

   

                                                  1                                                     2
1 – растения-регенеранты в оранжерее; 2 – растения-регенеранты в теплице

Рисунок 3 – Растения-регенеранты пшеницы в условиях in vivo

Аналогичным образом, другие авторы также использовали в клеточной селекции на устой-
чивость к засухе селективные агенты ПЭГ и оксипролин для получения регенерантов гороха, 
анализ морфологических признаков показал, что все линии двух сортов из пяти изученных, 
оказались короткостебельными в сравнении с исходным сортом. По семенной продуктивно-
сти, полученные линии-регенеранты были на уровне исходного сорта. Результаты показывают, 
что полученные линии могут использоваться при создании засухоустойчивых вариантов горо-
ха [32].  

В результате исследований в конце вегетации нами был проведен структурный анализ рас-
тений пшеницы, полученных с селективных агентов: 2% маннит, 0,5% NaCl и ПЭГ 5%. Высоту 
растений, длину колоса определяли с помощью линейки. Также производили подсчет числа 
колосков и числа зерен в колосе. В таблице показаны средние данные со стандартной ошиб-
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кой (таблица 5, 6, 7). В результате проведения структурного анализа по среде с 2% маннитом 
были выявлены следующие результаты: высота растений варьировала от 25 до 70,4 см. У рас-
тений-регенерантов из сорта Шортандинская 2014 этот показатель был выше по сравнению с 
другими сортами в среднем составил 74,0 см, длина колоса - 7,0 см, число колосков в колосе - 8,0 
штук. При этом показатель число зерен в колосе был низким по сравнению с другими растени-
ями-регенерантами. Лучшие показатели наблюдали растений-регенерантов из сорта Астана, 
где высота растений в среднем составила 54,9 см, а число зерен в колосе – 16,4 штук. 

Также элементы продуктивности яровой мягкой пшеницы – величины непостоянные и из-
меняются в зависимости от почвенно-климатических, агротехнических и других условий, как 
сообщается в исследованиях Пушкарева Д.В. [33].

Кроме того, потенциальный уровень продуктивности колоса пшеницы зависит от числа 
колосков. Количество зерен в колосе и масса зерна с одного колоса тем больше, чем больше 
количество колосков [34].

Таблица 5 - Структурный анализ растений-регенерантов со среды 2% маннит поколения R0

Наименование 
растений-регенерантов

Растения, 
штук

Высота 
растений, см

Длина 
колоса, см 

Число колосков в 
колосе, штук

Число зерен в 
колосе, штук

Шортандинская 2007 2 25,0±0,8 1,0±0,3 2,0±0,1 1,0±0,3
Шортандинская 2012  6 39,3±14,6 3,3±1,6 5,2±0,8 5,3±3,2
Шортандинская 2014 2 74,0±3,7 7,0±0,2 8,0±0,2 3,0±0,1
Астана 17 54,9±5,5 6,3±1,8 10,4±3,2 16,4±7,3
Астана 2 2 49,0±9,9 8,50±2,1 11,0±4,2 14,0±11,3
Акмола 2 2 60,0±1,8 5,0±0,2 5,0±0,2 12,0±0,4
Асыл сапа 2 44,0±1,3 5,0±0,2 9,0±0,3 13,0±0,4
Целина 50 3 60,3±5,5 7,5±2,8 7,7±0,6 10,7±3,2

При проведении структурного анализа пшеницы с селективного агента ПЭГ, высота расте-
ний варьировала от 41,5 до 60 см. Выше этот показатель был у растений-регенерантов из сорта 
Шортандинская 2012. Число колосков в колосе варьировало от 6 до 17 штук. Наибольшее коли-
чество их было у растений-регенерантов из сорта Асыл сапа – 17 штук. При этом число зерен 
в колосе у растений-регенерантов из сорта Акмола 2, Астана 2 и Шортандинская 2012 было 17 
штук, у растений-регенерантов из сорта Целина 50 – 7 штук. Наименьший показатель числа 
зерен в колосе был у растений-регенерантов из сорта Асыл сапа – 3 штуки (таблица 6). Сле-
довательно, лучшие показатели наблюдали у растений-регенерантов из сорта Акмола 2, где 
высота растений в среднем составила 58,3 см, число колосков в колосе – 9,8 штук, число зерен в 
колосе – 17,0 штук. 

Таблица 6 - Структурный анализ растений-регенерантов со среды 5% ПЭГ поколения R0

Наименование
Растения, 

штук
Высота 

растений, см
Длина 

колоса, см

Число коло-
сков в колосе, 

штук

Число зерен в 
колосе, штук

Целина 50 2 41,5±2,1 4,5±0,7 7,0±0,2 7,0±0,2
Акмола 2 4 58,3±15,8 5,3±0,6 9,8±2,6 17,0±4,3
Асыл сапа 2 57,0±1,7 8,0±0,2 17,0±0,5 3,0±0,1
Астана 2 2 49,0±1,5 5,5±0,2 12±0,4 17,0±0,5
Шортандинская 
2012 

2 60,0±1,8 7,5±0,2 6±0,2 17,0±0,5
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В исследованиях Шуплецовой О.Н. показано, что по сравнению с благоприятными усло-
виями преимущество регенерантов относительно исходных сортов проявляется в большей 
степени на стрессовых фонах. Сорта, созданные на основе регенерантов, превосходят стандарт 
по урожайности, имеют высокую продуктивную кустистость (выше стандарта на 29-67,5 %) и 
плотный колос (выше стандарта на 4,5-6,6 %). Их преимущество обусловлено устойчивостью к 
полеганию, высоким уровнем выживаемости, всхожести и средообразующей активности кор-
невой системы. Полученные данные будут использоваться для создания 15 линий ячменя, ко-
торые будут устойчивы к засухе и ионной токсичности кислых почв [35].

При проведении структурного анализа пшеницы с селективного агента 0,5% NaCI, высота 
растений варьировала от 47,0 до 60 см. Выше этот показатель был у растений-регенерантов 
из сорта Астана 2. Самый длинный колос был у сорта Астана 2, что составила 7,0 см, самый 
низкий у сорта Шортандинская 2007 – 3,5 см. Число колосков в колосе варьировало от 5 до 13 
штук. Наибольшее количество их было у растений-регенерантов из сорта Астана 2 – 13 штук. 
При этом число зерен в колосе варьировало от 4,0 до 15 штук. Наименьший показатель число 
зерен в колосе был у растений-регенерантов из сорта Шортандинская 2007 – 4,0 штуки (табли-
ца 6, рисунок 4). 

 
Таблица 6 - Структурный анализ растений-регенерантов со среды 0,5% NaCl поколения R0

Наименование Растения, 
штук

Высота 
растений, см

Длина 
колоса, см

Число колосков 
в колосе, штук

Число зерен в 
колосе, штук

Шортандинская 2007 2 47,0±1,4 3,5±0,1 5,0±0,2 4,0±0,1
Шортандинская 2012 3 53,3±5,8 6,5±0,9 11,0±3,0 15,0±3,6
Астана 2  2 60,0±1,8 7,0±0,2 13,0±0,4 10,0±0,3
Астана  13 48,9±11,1 6,1±1,2 9,1±3,3 10,2±8,3
Акмола 2 7 54,7±7,5 5,6±2,0 10,6±2,8 11,7±5,8
Тәуелсіздік 20 4 47,0±3,9 5,5±1,3 9,0±3,4 10,8±3,3
Целина 50 2 54,0±1,6 5,0±0,2 10,0±0,3 15,0±0,5

Таким образом, лучшие показатели наблюдали у растений-регенерантов из сорта Шортан-
динская 2012, где высота растений в среднем составила 53,3 см, число колосков в колосе – 11,0 
штук, число зерен в колосе – 15,0 штук.

       
 

                 

                                                  
                                                     1                                                        2     

1, 2 - растения-регенеранты, 
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3 – колосья растений-регенерантов
Рисунок 4 – Структурный анализ пшеницы поколения R1

В дальнейшем семена растений-регенерантов в поколении R0 посеяли в горшки для раз-
множения и получения семенного потомства R1. Выращены растения-регенеранты  и получено 
семенное потомства R1 из 6 сортов пшеницы на селективных и контрольных средах. Проведен 
структурный анализ полученных растений-регенерантов поколения R1. Так у растений-регене-
рантов из сорта Акмола 2 с 2% маннит наблюдали пустой колос и отсутствие семян в колосе. 
При этом у сорта Тәуелсіздік 20 с 0,5% NaCl получено два растения-регенеранта, длина колоса 
в среднем составило 4,8 см, числе зерен - 15,7 штук, наблюдали наибольшую массу зерна – 0,5 
гр. (таблица 7). 

Таблица 7 – Структурный анализ пшеницы с селективных сред поколения R1

Наименование 
растения-регенеранта 

Растения, 
штук

Длина 
колоса, см

Число колосков в 
колосе, штук

Число зерен в 
колосе, штук

Масса 
зерна, гр.

Акмола 2 с 0,5% NaCl 4 5,3 10,6 8,1 0,2
Акмола 2 с МС 3 6,4 12,5 11,6 0,3
Акмола 2 с 5% ПЭГ 2 6,9 14,0 10,0 0,2
Акмола 2 с 2% маннит 2 5,3 11,0 0 0
Астана 2 с 0,5% NaCl 4 7,8 14,9 12,9 0,3
Целина 50 с 2% 
маннит

2 5,5 12,0 7,2 0,2

Шортандинская 2012 
с МС

2 5,6 11,5 6,7 0,1

Шортандинская 2012 
с 2% маннит

2 5,2 10,6 1,3 0,03

Тәуелсіздік 20 с 0,5% 
NaCl

2 4,8 8,7 15,7 0,5

Заключение. В заключении следует отметить, что среди исследуемых сортов яровой мягкой 
пшеницы выделяются генотипы с высокой, средней и низкой отзывчивостью на культуру in 
vitro. Из 496 растений-регенерантов, полученных в культуре in vitro, удалось получить и выса-
дить в почву 200 растений-регенерантов, среди которых можно выделить следующие геноти-
пы: Шортандинская 2012 и Целина 50, у которых был получен наибольший выход пробироч-
ных растений. В результате исследований в конце вегетации нами был проведен структурный 
анализ растений-регенерантов пшеницы в поколении R0, полученных с селективных агентов: 
2% маннит, 0,5% NaCl и ПЭГ 5%. Получены лучшие показатели по высоте растений, по длине 
колоса, по числу колосков в колосе, по числу зерен в колосе у растений-регенерантов с 2% ман-
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Жұмтақ жаздық бидайдыо құсғақшылыққа төзімді сегенесант өтімдіктесін алу 

Аодатра. Аттық таратыныо төмендеу тебертесініо бісі - Қазақттанныо табиғи-климаттық жағдайла- 

сыныо өзгесуі. Оласға бипценпздағы саципналды емет райдаланудыо жюне экплпгиѐлық тере-теодік- 

тіо бұзылуы нютижетіндегі құсғақшылық рен аѐз, желдіо күшеяі жюне тпрысақтыо дегсадациѐлануы 

(тұздылық, құсғақшылық) фпнындағы климаттық өзгесіттіо ютеслесін жатқызамыз. Жұмыттыо мақ- 

таты in vitro жағдайында құсғақшылыққа төзімді жұмтақ жаздық бидайдыо сегенесант өтімдіктесін 

алу жюне көбейту. Жұмтақ жаздық бидайдыо 10 птандық тұсыры in vitro жағдайына енгізілді. Жатуша- 

лық телекциѐны жүзеге атысған кезде бидайдыо мпсфпгендік каллут ұлраласы телективті агенттесдіо 

потайлы кпнцентсациѐтын қптыр, қпсектік пстада өтісілді: рплиэтиленгликпль 6000 – 5%; маннит 

– 2%; NaCl - 0,5%. Бидай генптиртесініо сегенесациѐлану қабілеті анықталды. Жпғасы мпсфпгенети- 

калық рптенциал көстеткіші 2% маннит рен 5% рплиэтиленгликпль қплданылуы асқылы алынған 10 

тұсырта анықталды. Оласдыо мпсфпгенетикалық көстеткіштесі 44,2% жюне 38,9% құсды жюне плас- 

дыо in vitro құсғақшылыққа бейімделу қабілетін тираттайды. R0-R1 сегенесант өтімдіктесдіо тұқым- 

дықдасы алынды. Маннит 2%, NaCl 0,5% жюне рплиэтиленгликпль 5% телективті агенттесін райдаалану 

асқылы алынған сегенесант өтімдіктесініо құсылымдық талдауы жүсгізілді. Тюжісибелес нютижетінде, 

құсғақшылыққа төзімді сегенесант өтімдіктес таодалыр, пласдыо R1 ұсрағы алынды. 

Түйін төздес: жатуша телекциѐты, сегенесант өтімдіктес, құсғақшылыққа төзімділік, жаздық бидай 

линиѐласы. 
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Production of drought- resistant regenerant plants of spring soft wheat 

 

Abstract: Climate change is one of the reasons influences to decline grain quality in Kazakhstan. This includes 

the growing threat of droughts and frosts during the growing season of wheat, increased winds, and climate 

contrast against the background of soil degradation (salinization, desertification) because of irrational use and 

disruption of the ecological balance in the biocenosis. The aim of this work is to obtain drought - resistant 

regenerant plants of spring soft wheat in in vitro culture and their seeds. The authors have introduced 10 domestic 

varieties of spring wheat into in vitro culture. Obtained morphogenetic callus of wheat have been cultivated on 

nutrient medium MS, with ttreatment of optimal concentrations of selective agents: polyethylene glycol 6000 

- 5%; mannitol - 2%; NaCl – 0,5%. There have been determined the regenerative capacity of wheat genotypes. 

High morphogenetic potential was observed among 10 cultivars using 2% mannitol and 5% polyethylene glycol, 

which made up to 44,2% and 38,9%, respectively and characterizes there in vitro adaptive ability to drought. 

Seeds (R0-R1) of obtained wheat regenerant lines were produced. Structural analysis has been carried out for 

obtained regenerant plants from selective agents such as mannitol 2%, NaCl 0.5% and polyethylene glycol 5%. 

As a result, drought-resistant regenerant plants have been selected and grown to produce their seeds (R1). 

Key words: cell selection, regenerant plants, drought-resistant, spring soft wheat lines 
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Культуса клетпк in vitro в изучении внутсивидпвпгп 
генетичеткпгп рплимпсфизма у Pinus sibirica Du Tour 

 

Аннптация: Изучены хасактеситтики каллутпгенеза у десевьев тптны тибисткпй (Pinus 

sibirica) двух рпрулѐций: кпнтспльнпй рпрулѐции и рпрулѐции элитных (рлятпвых) де- 

севьев. Длѐ рпрулѐции рлятпвых десевьев рпѐвление каллутнпй культусы на эктрлантах 

рпчек и хвпи рспитхпдилп в бплее санние тспки рп тсавнения т рседттавителѐми кпн- 

тспльнпй рпрулѐции. Уттанпвлены сазличиѐ в ткпсптти сптта каллутных культус ит- 

тледуемых рпрулѐций длѐ ресвых 2-х метѐцев культивиспваниѐ. Делаеттѐ заклячение, 

чтп метпд культусы клетпк in vitro мпжет тлужить эффективным трптпбпм диффе- 

сенциации генптирпв P. sibirica. 

Ключевые тлпва: Pinus sibirica, каллутнаѐ культуса, диффесенциациѐ генптирпв. 
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Кедс тибисткий, или тптна кедспваѐ тибисткаѐ (Pinus sibirica Du Tour) ѐвлѐеттѐ пдним из 

птнпвных летппбсазуящих и хпзѐйттвеннп-ценных видпв и имеет пбшисный рсиспдный асе- 

ал: вид сатрспттсанен в Зараднпй и Впттпчнпй Сибиси, Севеснпй Мпнгплии, на Усале, 

Впттпчнпм Казахттане и [1, 2]. В рседелах твпегп асеала кедс тибисткий, ѐвлѐѐть важным эле- 

ментпм фпсмации темнпхвпйнпй тайги, пбсазует как читтые натаждениѐ (кедспвники), так и 

тмешанные - т рихтпй тибисткпй (Abies sibirica Ledeb.) и елья тибисткпй (Picea obovata Ledeb.). 

В наттпѐщее всемѐ т учетпм пбшиснптти рсиспднпгп асеала и значительнпй хпзѐйттвеннпй 

ценнпттья бпльшпе внимание уделѐеттѐ генетикп-телекципнным иттледпваниѐм тптны кедсп- 

впй. Пси этпм псганизациѐ летпвптрспизвпдттва на тсадиципннпй птнпве сешаеттѐ рутем 

тпзданиѐ рпттпѐннпй летптеменнпй базы как рутем птбпса рлятпвых десевьев, так и фпсми- 

спванием натаждений, хасактесизуящихтѐ значительным генптиричетким сазнппбсазием 

*3+. Спглатнп «Указаниѐм рп летнпму теменпвпдттву в Рпттийткпй Федесации» птпбсанные рп 

фенптиричетким рсизнакам рлятпвые саттениѐ рпдлежат итрытания рп рптпмттву *4+. От- 

нпвные рплпжениѐ метпдики закладки итрытательных культус рседутматсиваят длительные 

и тсудпемкие манирулѐции. Мнпгппбещаящим, т нашей тпчки зсениѐ, рпдхпдпм в рпдпбных 

сабптах ѐвлѐеттѐ итрпльзпвание метпда культусы тканей и клетпк саттений, кптпсый рпзвплѐ- 

ет рспвпдить тксининг и детальные иттледпваниѐ генетичетких механизмпв, пбетречиваящих 

рспѐвление хпзѐйттвеннп-ценных рсизнакпв у рседттавителей видпв хвпйных. 

Целья наттпѐщей сабпты былп изучение впзмпжнптти итрпльзпваниѐ хасактеситтик кал- 

лутпгенеза у P. sibirica длѐ диффесенциации рпрулѐций, рседттавлѐящих ценнптть в летпхп- 

зѐйттвеннпй деѐтельнптти. 
 

mailto:shmakovv@sifibr.irk.ru


№ 4(133)/2020 Л.Н. Гумилев атындағы ЕҰУ Хабасшыты. Биплпгиѐлық ғылымдас тесиѐты 

ISSN(Print) 2616-7034 eISSN 2663-130Х 
70 

Культуса клетпк in vitro в изучении внутсивидпвпгп генетичеткпгп рплимпсфизма у Pinus sibirica Du Tour 
 

 

 

Матесиалы и метпды иттледпвания 

Раттительный матесиал. Матесиалпм длѐ даннпй сабпты рптлужили 7 десевьев тптны 

тибисткпй кпнтспльнпй рпрулѐции (утлпвнп рспнумеспванные пт 1 дп 7) и 8 рседттавителей 

рпрулѐции рлятпвых десевьев, итрпльзуемых длѐ рплучениѐ рсивпѐ и пбпзначенных (тпглат- 

нп учетным дпкументам Слядѐнткпгп летхпза Искутткпй пблатти), тпптветттвеннп, как 265/29, 

273/37, 55/19, 50/4, 48/2, 217/11, 267/31. Длѐ каждпгп генптира итрпльзпвана выбпска из 6-ти экт- 

рлантпв рпчек и 3-х эктрлантпв хвпи. 

Утлпвия культивиспвания. Длѐ инициации и тубкультивиспваниѐ каллутных культус P. 

sibirica итрпльзпвали тседу тледуящегп тпттава: максп- и миксптпли рп Мусашиге и Скугу 

[5, 6] т дпбавлением 0,4 мг/л тиамина, 0,1 мг/л рисидпктина, 0,5 мг/л никптинпвпй китлпты, 

100 мг/л инпзитпла, 200 мг/л гидсплизата казеина и 20 г/л тахаспзы. В качеттве сегулѐтпспв 

сптта итрпльзпвали 2,4 D (1 мг/л) и БАП (0,1 мг/л). Эктрланты и рплученные из них каллуты 

культивиспвалить в темнпте рси рпттпѐннпй темресатусе 250С. Спглатнп рседвасительным 

эктресиментам, наибплее рсиемлемым длѐ рплучениѐ каллутных культус саттительным ма- 

тесиалпм ѐвлѐяттѐ хвпѐ и рпчки взсптлых десевьев. В твѐзи т этим длѐ эктресиментпв бсали 

ветви весхней тсети кспны (рсимеснп 3-4 тм) т хвпей и рпчками. Песед ттесилизацией хвпя 

удалѐли и ттесилизпвали птдельнп пт рпчек т учаттками нетущих рпбегпв. Пспцедуса ттеси- 

лизации вклячала тледуящие этары: 

1. Обсабптка матесиала саттвпспм, тпдесжащим 0,1% этилмескуси-типталицилата на- 

тсиѐ (Sigma, США), 0,75% хлпсамина и 0,3% детесгента Twin-80 (Ferak, ФРГ) в течение 15 мин. 

2. Выдесживание в течение 2 мин в 70% саттвпсе этанпла (т дпбавлением HCl: на 100 мл 

саттвпса этанпла 1 карлѐ кпнцентсиспваннпй китлпты) [7]. 

3. Тсехксатнаѐ птмывка в ттесильнпй диттиллиспваннпй впде. 

Длѐ рплучениѐ эктрлантпв ттесильные рпчки т учаттками нетущих рпбегпв ресенптили на 

ттесильные фильтсы (в чашках Петси). Пптле удалениѐ рпкспвных чешуй из тседних чаттей 

рпчек высезали рпресечные дитки тплщинпй 2-3 мм и рпмещали тсезпм на тседу. 

В качеттве эктрлантпв из хвпи (сазмеспм дп 1 тм) итрпльзпвали тплькп рспктимальнуя 

чатть хвпи длинпй дп 1 тм. На тседу эктрланты рпмещали гпсизпнтальнп. 

Чаттпту каллутппбсазпваниѐ саттчитывали как птнпшение читла эктрлантпв т каллутпм к 

пбщему читлу эктрлантпв и высажали в % [8]. 

Скпсптть сптта каллутпв пценивали рп фпсмуле: 

I = (mi – m0)/m0, 

где m0 - итхпднаѐ матта каллута; mi - матта каллута к мпменту ресетадки. 

 

Скпсптть сптта прседелѐли рутем пценки изменений пбъема каллута в течение ресвых двух 

метѐцев культивиспваниѐ. 

Результаты 

Иттледуемые пбсазцы кедса тибисткпгп (за итклячением генптирпв № 1 и 55/19, у кптп- 

сых пттутттвпвал каллутпгенез на хвпе) были трптпбны к каллутппбсазпвания на пбпих тирах 

эктрлантпв (хвпѐ и рпчки). Тем не менее, пни тущеттвеннп сазличалить рп всемени начала 

пбсазпваниѐ каллута. У рлятпвых генптирпв рпѐвление каллутнпй культусы птмеченп на 6-10- 

е тутки (на рпчках) и на 15-18-е тутки (на хвпе), тпгда как у кпнтспльных генптирпв этп рсп- 

итхпдилп тплькп на 7-12-е тутки (на рпчках) и 20-31-е тутки (на хвпе) пт начала ининициации 

каллута (сит. 1). 
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Рит. 1 

 
 

 

Рит. 1. Инициациѐ каллутнпй культусы на эктрлантах рпчек и хвпи десевьев Pinus sibirica кпнтспль- 

нпй и рлятпвпй рпрулѐций. 

Итрпльзуемые пбпзначениѐ: десевьѐ кпнтспльнпй рпрулѐции: №1, №2, №3, №4, №5, №6, №7; десе- 

вьѐ рлятпвпй рпрулѐции: 265/29, 273/37, 55/19, 50/4, 48/2, 217/11, 267/31. 

 

Чаттпта каллутпгенеза васьиспвала пт 33 дп 100 % рси итрпльзпвании эктрлантпв рпчек и 

пт 0 дп 67 % длѐ эктрлантпв из хвпи. Пси этпм данный рпказатель был тущеттвеннп выше у 

рседттавителей рпрулѐции рлятпвых десевьев (данные не рседттавлены). 

Значительнп сазличалать также ткпсптть сптта каллутных культус в ресвые 2 метѐца куль- 

тивиспваниѐ (сит. 2). Данный рпказатель пценивалтѐ рутем еженедельнпгп измесениѐ пбъема 

каллутпв, рплученных на эктрлантах рпчек. Уттанпвленп, чтп тседнѐѐ ткпсптть сптта каллутпв 

выше у рседттавителей рпрулѐции рлятпвых десевьев, начинаѐ т 4-пй недели культивиспва- 

ниѐ и тпхсанѐлать такпвпй врлпть дп 7-пй недели культивиспваниѐ. 

 
Рит. 2 

 

Рит. 2. Рпттпваѐ активнптть каллутных культус, рплученных пт десевьев Pinus sibirica рлятпвпй и 

 кпнтспльнпй рпрулѐций. 

 

В качеттве эктрлантпв длѐ инициации каллутпгенеза итрпльзпвалить рпчки. Псиведены 

тседние зна- чениѐ пбъема каллутнпй культусы, рплученнпй пт 7-8 генптирпв каждпй 

рпрулѐции + тседне-асифме- тичеткпе птклпнение. 

 



Культура клеток in vitro в изучении внутривидового генетического полиморфизма у Pinus sibirica Du Tour 

 

Обсуждение. Результаты настоящего исследования хорошо согласуются с имеющимися 

на сегодняшний день данными других исследователей, изучавших каллусогенез у различных 

видов высших растений. Так, способность к каллусообразованию, темп и тип роста культуры 

клеток зависят не только от состава среды, условий выращивания, физиологического состояния 

растений-доноров и типа экспланта *9-11+. Известно, что одинаковые по возрасту и тканевой 

принадлежности первичные экспланты, взятые от растений одного вида, выращиваемые в 

одинаковых условиях, отличаются в зависимости от исходного генотипа (сорта, линии) по 

частоте каллусообразования и интенсивности роста клеточной культуры *12 - 16+. Однако 

подобного рода исследования с использованием в качестве растительного объекта деревьев 

сосны сибирской (Pinus sibirica) ранее не проводились. В соответствии с полученными в данной 

работе результатами каллусогенез, полученный на основе эксплантов почек, позволяет четко 

дифференцировать популяции контрольных и плюсовых деревьев Pinus sibirica. 

Заключение. В настоящей работе впервые установлена возможность использования 

каллусной культуры для дифференциации контрольной популяции и популяции плюсовых 

деревьев P.sibirica. Очевидно, что данный подход может найти свое применение 

в  исследованиях лесной генетики, имеющих целью скрининг генотипов с хозяйственно-

ценными признаками. 

Настоящая статья не содержит каких-либо исследований с участием людей или животных 

в качестве объектов исследований. 
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В.Н. Шмакпв1, Ю.М. Кпнттантинпв1,2
 

1Ретей Ғылым академиѐтыныо Сібіс бөлімі, 

Өтімдіктес физиплпгиѐты жюне бипхимиѐты инттитуты, Искуттк, Ретей 
2Искуттк мемлекеттік унивеститеті, Искуттк, Ретей 

Pinus sibirica du Tour-да ішкі генетикалық рплимпсфизмді зесттеудегі in vitro жатуша мәдениеті 

Аодатра. Сібіс қасағайы (Pinus sibirica) ағаштасындағы каллутпгенездіо тираттамаласы екі рпру- 

лѐциѐда зесттелді: бақылау рпрулѐциѐты жюне элиталық (астықшылығы бас) ағаштасдыо рпрулѐци- 

ѐты. Ағаштасдыо рпрулѐциѐтына бүсшіктес мен инелесдіо эктрлантында каллут мюдениетініо райда 

бплуы бақылау рпрулѐциѐтыныо өкілдесімен талыттысғанда естесек райда бплды. Өтісудіо алғашқы 2 

ай месзімінде зесттелген рпрулѐциѐласдыо каллут дақылдасыныо өту қасқынында айысмашылықтас 

анықталды. In vitro жатуша мюдениеті юдіті P. sibirica генптиртесін тасалаудыо тиімді юдіті бпла алады 

деген қпсытынды жаталады. 

Түйін төздес: Pinus sibirica, каллуттік мюдениет, диффесенциациѐ генпттиртес диффесенциѐты. 
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Cell culture in vitro in studying of intraspecies genetic polymorphism in Pinus sibirica Du Tour 

Abstract: The authors have studied characteristics of callusogenesis in Siberian pine (Pinus sibirica) trees 

of two populations: the control population and the population of elite (plus) trees. For the population of plus 

trees, the appearance of callus culture on the explants of buds and needles occurred earlier than in the control 

population. Differences in the growth rate of callus cultures of the studied populations have been established 

for the first 2 months of cultivation. It is concluded that the in vitro cell culture method can serve as an effective 

method for differentiating of P. sibirica genotypes. 

Kew words: Pinus sibirica, callus culture, differentiation of genotypes. 
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