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Кіріспе. Қыналар – төменгі сатыдағы өсімдіктердің ішіндегі табиғатта кең тараған, ерекше 
құрылысты организмдер тобы. Балдырлар мен саңырауқұлақтардың селбесіп тіршілік етуінің 
нәтижесінде құралған морфологиялық, физиологиялық және экологиялық тұрғыда өз алды-
на жеке қасиеттері бар өсімдіктер. Балдырларда фотосинтез процесінің жүруіне байланысты, 
организмге қажетті көмірсулар синтезделсе, саңырауқұлақ гифалары қына таломдарын сумен 
қамтамасыз етеді.

Қазіргі ғылыми зерттеулерге байланысты дүниежүзілік флорада қыналардың 26 мыңдай 
түрлерінің бар екені анықталған. Олар табиғаттың әртүрлі экотоптарында кездеседі [1].

Қазақстан территориясы 29 геоботаникалық ауданға бөлінеді, солардың ішінде, Бурабай 
аймағы 5-ші флоралық ауданға жатады. Бұл аймақта жаңадан құрылған Бурабай мемлекеттік 
ұлттық паркі көлемінде қыналардың түрлік құрамдары, олардың биологиялық, экологиялық 
өсу ерекшеліктері жайлы зерттеу жұмыстары мүлдем жүргізілмеген. Осыған байланысты, Бу-

С.А. Абиев1

Ж.Т. Букабаева2

Н.Ш. Карипбаева3

1,2Л.Н. Гумилев атындағы Еуразиялық ұлттық университеті, Нұр-Сұлтан, Қазақстан
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(E-mail:1Abiev_sa@enu.kz, 2zhanilxan79@mail.ru)

ХҒТАР 34.29.15

«Бурабай» мемлекеттік ұлттық табиғи паркі 
қыналарының өсу ерекшеліктері

Аңдатпа. Мақалада Ақмола облысында орналасқан, Бурабай мемлекеттік ұлттық 
паркінде кезедесетін қына түрлерін, олардың биологиялық, экологиялық өсу ерекшелік-
терін зерттеуге байланысты ғылыми жұмыстар жүргізілді. Бурабай мемлекеттік ұлт-
тық табиғи паркінің аумағындағы қыналардың таралуы көптеген факторларға, оның 
ішінде, ауаның ластану деңгейіне де байланысты. Зерттеуге алынған аймақтың әртүр-
лі өсімдік бірлестіктеріндегі экотоптардан қына түрлері жиналып алынды. Оларға си-
стематикалық анықтау жүргізіліп, экологиялық сараптама жасалынды. Анықталған 
қына түрлері эпифитті, эпигейлі, эпилитті т.б экологиялық топтарға біріктірілді. 
Олар қарағайлы, аралас орманды, жазық және таулы табиғи өсімдік бірлестіктерінде 
кездеседі. Бурабай аймағының экотоптары, қыналардың алуантүрлілігімен қатар, эко-
логиялық өсу ерекшеліктерінің әртүрлі болуыменде сипатталады.
Түйін сөздер: қыналар, экологиялық сараптама, алуантүрлілік, эпилит, эпифит, ам-
фибит.
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рабай аймағының әртүрлі өсімдік қауымдастықтарындағы экотоптардан 2018-2019 жылдар 
аралығындағы жүргізілген экспедициялардың қорытындысы бойынша 37 қына түрлері жина-
лып, анықталды, олардың өсу ерекшеліктеріне байланысты экологиялық сараптамалар жаса-
лынды.

Зерттеу әдістері мен тәсілдері. Қыналарды жинау және кептіру әдістері, олардан коллек-
ция жасау үшін арнайы практикалық тәсілдер қолданылды. Қыналарды жинау ерте көктем-
нен қоңыр күзге дейін жүргізілді. Қыналарды жинау кезінде, өсімдік салынған қапшықтар-
дың ішіне уақытша этикетка салынды, онда өсімдік жиналған аймақ (аудан, ауыл, т.б.), өсімдік 
бірлестігі (орман түрлері, дала, тау т.б.), қына өсіп тұрған субстрат (ағаштың діңі, бұтақтары 
мен бұталары, жартас, топырақ, т.б.) көрсетілді, үлгінің нөмірі, өсімдіктердің жиналған күні 
жазылды.

Бурабай мемлекеттік ұлттық табиғи бағында жиналған қыналарды анықтау үшін лихеноло-
гия саласында кеңінен қолданылып жүрген, қазіргі уақытта ТМД елдерінде орыс тілінде жари-
яланған, ғылыми негізде құрастырылған анықтағыштар пайдаланылды. [2,3,4,5].

Қыналарды зерттеу әдістерінің бірі экологиялық тәсіл, яғни флора құрамындағы қына түр-
лерінің немесе топтарының өсу ортасы мен қарым-қатынасын, жеке факторлардың тигізетін 
әсерін зерттеу. Қыналар үшін өте қажетті экологиялық факторларға топырақ ылғалдылығы, 
топырақ құрамы және қасиеті, жарық, жылу т.б жатады. Өсу ортасына байланысты сыртқы 
бейнесі және морфологиялық анотомиялық құрылысы жағынан бір-бірінен айырмашылығы 
бар қына түрлерін және топтарын кездестіруге болады.

Экологиялық салыстырмалы зерттеу нәтижелері ескеріле отырып, Бурабай мемлекеттік 
ұлттық паркінде қыналардың тізімі (кадастры) құрылды, оның ішінде, экологиялық таралуына 
байланысты сараптама жасалынды, яғни қына түрлерінің экологиялық таралу ерекшеліктері 
зерттелді.

Зерттеу нәтижесі мен талдау. Қына таломдарының өте жай өсуіне байланысты жоғарғы 
сатыдағы тез өсетін өсімдіктермен бәсекеге түсе алмайды. Сондықтан қыналар басқа өсімдік-
тер өсе алмайтын жерлерде тірішілік етеді, өсу ортасына байланысты қыналар бірнеше эколо-
гиялық топтарға бөлінеді.

Бурабай аймағында 2018-2019 жылдар аралығында жиналған қыналардың экологиялық өсу 
ерекшеліктеріне талдау жасалынып, олардың 5 экологиялық топқа жататыны анықталды (ди-
аграмма 1).

 

Диаграмма 1. Бурабай аймағындағы қыналардың экологиялық топтары

Көптүрлілігі жағынан эпифитті, яғни ағаш діңдерінде, бұтақтарында өсетін қыналар бірін-
ші орында тұр. Эпифитті қыналарға ағаш діңінде, бұтақтарында өсетін қаспақты, жапырақты, 
бұталы формалар жатады. Кейбір қаспақты қыналар ағаш қабығының астында да өседі, оны 
гипофлеодты, ал ағаш қабығында өссе эпифлеодты деп атайды [6,7,8].
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«Бурабай» мемлекеттік ұлттық табиғи паркі қыналарының өсу ерекшеліктері

Зерттелген қыналардың ішінде жиі таралған жапырақты, бұталы түрлеріне Устрицалық 
псора (Psora ostreata), Шашақты кладония (Cladonia fimbriata), Бұйра кладония (Cladonia crispata), 
Бүршікті кладония (Cladonia coniocraea), Бороздалы пармелия (Parmeliaceal sulcata), т.б. жатады. Бұл 
қыналардың кейбіреулері ағаш діңінің түбіне немесе бұтағына бекінген. Бурабай аймағындағы 
эпифитті қыналардың көпшілігі қайың, қарағай, шілік, мойыл, долана, терек сияқты ағаштар-
ды мекендейді.

Ағаш қабығының белгілі бір бөліміне қоныстануы, оның физикалық және химиялық қа-
сиеттеріне, ылғалдылығына, жарыққа байланысты. Эпифитті қыналар ылғалды уақыттары 
қабыққа ауаның келуін қиындатып, бунақденелілердің жиналуына, саңырауқұлақтың өсуіне 
кедергі жасайды [9].

Қыналардың эпигейлі экологиялық тобы ашық жерлерде, топырақты субстраттарды ме-
кендейді. Бурабай аймағында бұл  экологиялық топқа жататын бірнеше түрді кездестірдік. 
Олар далалы, орманды топырақтың беттерінде және тау етектеріндегі ұсақ үгінді тау жыныста-
рында таралған. Бұл топқа жер бетіне (топырақ және басқа да субстрат бетіне) бекініп тіршілік 
ететін түрлеріне далалы аймақтағы эпигейлі қыналардың қаспақты, жапырақты формалары-
да жатады. Біз зерттеген қыналардың ішінде саздауытты топыраққа бейімделген Мүсінді кладо-
ния (Cladonia grasis), Қызыл жемісті кладония (Cladonia coccifera) түрлерін кездестірдік. 

Бурабай аймағында кездесетін қыналардың ішінде, орналасу жағдайына қарай эпигейлі 
қыналар екіге бөлінеді, ашық және орманды жерлерде өседі. Бурабай аймағында ашық жерде 
өсетін қыналарға Жалған пельтигера (Peltigera spuria), Ит пельтигерасы (Peltigera canina), Альпілік 
кладония (Cladonia alpicola), Шоғыршақ кладония (Cladonia uerteillata), Пішінсіз кладония (Cladonia 
deformis), Жұқа кладония (Cladonia tenius) жатады. Бұл қыналар басқа жоғарғы сатыдағы гүлді 
өсімдіктер өсе алмайтын қолайсыз жағдайларда, құнарсыз топырақта өседі.

Ашық жерлерде, құрғақ далада, жартастарда, ұсақ тау жыныстарында, биік таулы аудан-
дарда кездесетін қыналардың өздері екі топқа бөлінеді. Бірінші топты жел арқылы бір орын-
нан екінші орынға ауысып жүретін көшпелі қыналар құрайды. Оған Бурабай аймағында кез-
десетін қыналардың ішінде Кезеген пармелия  (Parmelia vagens) жатады.

Орманды жерлерде кездесетін эпигейлі түрлеріне зерттелген қыналардың ішінен Орман 
кладониясы (Cladonia sulvatica), Бұғы кладониясы (Cladonia rangiferina) жатады, олар көлеңке және 
ылғалсүйгіш қыналар.

Эпилитті қыналар тас беткейлерінде өсетін түрлер, бұл экологиялық топқа жататын қына 
түрлері таулы аймақтарда кең таралған. Эпилитті қыналарға негізінен қаспақты түрлер жа-
тады. Қаспақты эпилитті қыналардың тасты төсеніштерде таралуы әртүрлі, біреулері жарта-
старда немесе ірі тастарды тұтас жауып, оларға сарғыш, жасылдау, қызғылт сары, қоңыр, қара 
және басқа түс береді. Екінші бір жағдайда аздаған аумақта қаспақты қынаның бірнеше түрі 
өсіп, мұндай тастар әртүрлі түсті болып жатады.

Бурабай аймағында кездесетін қыналардың ішінде қаспақты түрлеріне Қарайған веррука-
рия (Verrucaria nigrescens), Соредиялы лецидея (Lecidea glomerulosa), Қабырға калоплакасы (Caloplaca 
murrorum) жатады. Эпилитті қыналардың ішінде борлы ақ тасты төсеніштерде тіршілік ететін 
түрлерін кальциефильді (Көркем гаспарриния - Gasparrinia elegans), ал борлы қосылыстары 
жоқ кремнеземді төсеніштерде өсетін қыналар түрлерін кальциефобты деп атайды, оған Ге-
ографиялық ризокарпон (Rhizocarpon geographicum) жатады. Эпилитті қыналар алғашқы уақытта 
тау жыныстарының жұмсақтау бөлімінде, кейінірек, біртіндеп қатты бөліміне қарай ауысады. 

Бурабай аймағындағы ылғалды топырақты жерлерде эпиксильді және амфибитті қына 
түрлері де кездесті. Бұл экологиялық топтар, қыналардың филогенезінің, яғни тарихи дамуы-
ның ылғалы мол жерлермен байланысты екендігін көрсетеді. Эпиксильді қыналарға өңделген, 
қабықсыз, немесе қабығы шіри бастаған ағаштарда тіршілік ететін қаспақты, жапырақты және 
бұталы қыналар жатады. Біз зерттеген қыналардың ішінде 2 түр – осы экологиялық топтың 
өкілдері. Қаспақты эпиксильді түріне Қызғылт сары калоплака (Caloplaca aurantica), бұталы эпик-
сильді түріне Мүйізді кладония (Cladonia cornuta) жатады.
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Амфибитті қыналар суға тақау, ылғалы мол топырақтарда өсетін түрлер. Биологиялық 
жағынан бұл қыналар әлі толық зерттелмеген. Бурабай аймағында кездесетін қыналардың ішін-
де осы экологиялық топқа жататын түр Өзендік дерматокарпионды (Dermatocarpon aquaticum) 
кездестірдік. 

Қорытынды. 2018-2019 жылдар аралығында Ақмола облысының территориясында орна-
ласқан Бурабай мемелекеттік ұлттық паркіндегі экотоптарда қыналардың 37 түрінінің бар 
екендігі анықталып, олардың экологиялық өсу ерекшеліктері зерттелді. Көптүрлілігі жағынан 
қыналардың эпифитті түрлері 46 %, эпигейлілері 30 % , эпилиттілер 16 % құрайды. Бурабай 
аймағындағы ылғалды топырақты жерлерде эпиксильді және амфибитті қына түрлері кезде-
сті, олардың таралу көрсеткіші 8%-ды құрайды.
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Особенности роста лишайников в государственном национальном парке Бурабай

Аннотация: В данной статье исследуются виды лишайников Акмолинской области, включая госу-
дарственный национальный парк Бурабай и их биологические и экологические особенности. Распро-
странение лишайников на территории государственного национального природного парка Бурабай за-
висит от многих факторов, в том числе степени загрязнения воздуха. В связи с этим лишайники были 
собраны в различных растительных сообществах национального природного парка, а также проведена 
систематическая идентификация и экологически мониторинг. На территории государственного наци-
онального природного парка Бурабай а именно в сосновых, и смешанных лесах, а также на равнинных 
и горных территориях встречаются эпифитные, эпилитные, эпигейные лишайники. Факторы окружа-
ющей среды влияют не только на разнообразия лишайников в национальном парке Бурабай, но и на 
степень их экологического роста и степень распространения.

Ключевые слова: лишайник, экологический мониторинг, геоботаника, эпилит, эпифит, амфибит.
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Features of growth of lichens in Burabay State National Park

Abstract: This article examines the lichen species of the Akmola region, including the Burabay State National 
Park and their biological and ecological features. The distribution of lichens in the territory of the Burabay State 
National Natural Park is due to many factors, including the degree of air pollution. In this regard, various species 
of lichens were collected in ecotopes by various plant communities in the Burabay district, along with systematic 
systematic identification and environmental impact assessment. Epiphytic, epileptic, epilation lichens are found 
on the territory of the Burabay State National Park. They are found in pine, mixed forests, as well as in plain 
and mountain natural plant communities. In addition to the diversity of ecotope lichens in the Burabay National 
Park, there are differences in the degree of their ecological growth and the degree of distribution of the national 
park.
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Мплекулясные птнпвы сака легких, вызванных садпнпм 
 

Аннптация. Рак легкого представлѐет собой наиболее распространеннуя форму злока- 

чественной неоплазии и ѐвлѐетсѐ одной из ведущих причин смерти от онкологических 

заболеваний. По данным Всемирной организации здравоохранениѐ (ВОЗ), радон ѐвлѐетсѐ 

второй после курениѐ причиной развитиѐ рака легкого. Воздействие радона приводит к 

гибели клеток бронхиального эпителиѐ легких, что сопровождаетсѐ выходом большо- 

го количества митохондриальной ДНК. Свободно-циркулируящаѐ митохондриальнаѐ 

ДНК (сц мтДНК) может служить своеобразным пусковым механизмом трансдукции 

провоспалительных сигналов в клетках животных. Продукциѐ сц мтДНК может про- 

исходить в результате процессов апоптоза. Лябое ионизируящее излучение, в том числе 

и альфа-излучение, к которому относитсѐ радон, способствует промоции клеточной ги- 

бели как в результате прѐмого механического воздействиѐ на клетку за счет активных 

форм кислорода (АФК), так и за счет поѐвлениѐ не репарируемых повреждений генети- 

ческого материала. Кроме того, радон может изменѐть профиль экспрессии микроРНК, 

которые в своя очередь, могут активировать апоптоз и воспаление. Сц мтДНК за счет 

активации Nf-kb сигнального пути опосредует синтез провоспалительных цитокинов, 

и как следствие этой активации развиваетсѐ воспаление, которое ѐвлѐетсѐ одним из 

клячевых факторов онкогенеза рака легкого. 

В данном кратком обзоре рассматриваятсѐ молекулѐрные механизмы рака легкого, 

свѐзанные с канцерогенным воздействием радона на основе анализе уровнѐ сц мтДНК, 

профилѐ тканеспецифической фракции микроРНК, уровнѐ и спектра про- и противовос- 

палительных цитокинов. 

Ключевые тлпва: рак легкого, радон, микроРНК, свободно-циркулируящаѐ митохон- 

дриальнаѐ ДНК. 
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Рак легкпгп ѐвлѐеттѐ пднпй из наибплее чаттых фпсм сака в ттсуктусе пнкплпгичетких забп- 

леваний в целпм, и ѐвлѐеттѐ птнпвнпй рсичинпй тместнптти пт злпкачеттвенных нпвппбсазп- 

ваний вп втем мисе [1-4+. Отнпвным фактпспм ситка сазвитиѐ сака легкпгп ѐвлѐеттѐ кусение 

*5,6+. Однакп, дпттатпчнп бпльшпе кпличеттвп иттледпваний демпнттсисует наличие даннпй 

ратплпгии у некусѐщих индивидуумпв *7+. В ресвуя пчеседь, этп мпжет быть пбутлпвленп 

впздейттвием садипактивнпгп газа – садпна. Пп данным ВОЗ именнп садпн ѐвлѐеттѐ втпспй 

рптле кусениѐ рсичинпй сазвитиѐ сака легкпгп [8-11]. Кспме тпгп, сѐд автпспв тппбщает п ти- 

несгетичеткпм эффекте кусениѐ и садпна *12+. Казахттан ѐвлѐеттѐ ксурнейшим дпбытчикпм 

и эктрпстеспм усана, в твѐзи т чем, наблядаеттѐ вытпкий успвень загсѐзнениѐ рспдуктпм егп 

сатрада – садпнпм. Наибпльшаѐ дплѐ усана в мисе дпбываеттѐ именнп на тесситпсии Ка- 

захттана (41% миспвпгп эктрпста). Пп данным Междунаспднпгп агентттва рп изучения сака 

в 2018 гпду в Казахттане 13% втех тлучаев пнкплпгии занимаят нпвппбсазпваниѐ легкпгп *3+. 

Пспблема впздейттвиѐ садпна на псганизм челпвека активнп изучаеттѐ в наттпѐщее всемѐ вп 

втем мисе *13-16+, в тпм читле и в Казахттане [17]. 



№ 3(132)/2020 Л.Н. Гумилев атындағы ЕҰУ Хабаршысы. Биологиѐлық ғылымдар сериѐсы 

ISSN(Print) 2616-7034 eISSN 2663-130Х 
12 

Молекулѐрные основы рака легких, вызванных радоном 
 

 

 

На тегпднѐшний день аттпциациѐ садпна и ситка сазвитиѐ сака легкпгп не вызывает тпмне- 

ний *18,19+, пднакп механизм тпгп как садпн индуцисует злпкачеттвеннуя тсантфпсмация 

клетпк пттаеттѐ дп тих рпс не выѐтненным. Бпльшаѐ чатть тущеттвуящих в тпвсеменнпй ли- 

тесатусе иттледпваний катаеттѐ генетичетких атректпв этиплпгии и ратпгенеза садпн-инду- 

циспваннпгп сака легкпгп *20-22+. Нами также изучалтѐ впрспт аттпциации рплимпсфизма 

rs1042522 гена ТР53 т ситкпм сазвитиѐ сака легкпгп *23+. Однакп, на наш взглѐд, пбъѐтнить ме- 

ханизм садпн-индуциспваннпгп сака легкпгп итклячительнп геннпй рседсатрплпженнпттья 

невпзмпжнп. Так, в иттледпваннпй нами рпрулѐции была рпказана пчень низкаѐ чаттпта пднпй 

из «гпсѐчих тпчек» мутации в кпдпне 249 гена ТР53, хасактесных длѐ сака легкпгп, прптседп- 

ваннпгп дейттвием садпна. Как и дсугие тиры пнкплпгичетких забплеваний, сак легкпгп имеет 

мультифактпснуя рсиспду рспитхпждениѐ. В егп ратпгенезе бпльшуя спль игсаят не тплькп 

генетичеткие, нп и эригенетичеткие изменениѐ, в ресвуя пчеседь рпзвплѐящие клетке рси- 

трптпбитьтѐ к фактпсам пксужаящей тседы. 

В сѐде иттледпваний былп рпказанп, чтп эригенетичеткаѐ птнпва сака легкпгп твѐзана т из- 

менением рспфилѐ эктрсеттии микспРНК *24, 25+. МикспРНК рседттавлѐят тпбпй малые не 

кпдисуящие РНК, кптпсые впвлечены в сегулѐция генпв-мишеней на рптт-тсантксирципн- 

нпм успвне. МикспРНК мпгут кпвалентнп твѐзыватьтѐ т кпмрлементасными рптледпвательнп- 

ттѐми 3’UTR пблатти мРНК, и тем тамым ингибиспвать тсантлѐция. Изветтнп, чтп микспРНК 

урсавлѐят мнпгими клетпчными рспцеттами, такими как рсплифесациѐ, диффесенциспвка 

и клетпчнаѐ тместь. На тегпднѐшний день накпрленп бпльшпе кпличеттвп дпказательттв п впв- 

леченнптти микспРНК в канцеспгенез сазличных злпкачеттвенных непрлазий, в тпм читле, 

и сака легкпгп *26+. Однакп, имеящиетѐ данные ветьма рсптивпсечивы. Так, в сазличных ру- 

бликациѐх пдна и та же микспРНК выттурает и как пнкпмис, и как пнкптурсеттпс. Данные п 

влиѐнии садпна на рспфиль микспРНК также далекп не пднпзначны *15+. 

На данный мпмент микспРНК ѐвлѐяттѐ пдними из птнпвных кандидатпв на спль мплеку- 

лѐсных маскеспв жидкпй бипртии (liquid biopsy) длѐ диагнпттики пнкплпгичетких забплева- 

ний, в тпм читле и сака легкпгп *27+. Однакп, бпльшим недпттаткпм даннпгп рпдхпда ѐвлѐеттѐ 

низкаѐ трецифичнптть метпда на птнпве твпбпднп-цискулисуящей микспРНК, и невпзмпж- 

нптть рплучениѐ микспРНК нерптседттвеннп из прухплевпй ткани. В твѐзи т чем, изучение 

экзптпмальнпй фсакции микспРНК рседттавлѐеттѐ бплее инфпсмативным рпдхпдпм. Экзп- 

тпмы рседттавлѐят тпбпй внеклетпчные везикулы, выделѐемые рпчти втеми тирами клетпк, 

кптпсые мпгут функципниспвать в качеттве ресенптчика инфпсмации пт клетки к клетке. Эк- 

зптпмы тпдесжат белки и генетичеткий матесиал (вклячаѐ микспРНК), рплученные из их сп- 

дительтких клетпк, и мпгут рптенциальнп влиѐть на клетки-сецириенты *28+. Экзптпмы рсед- 

ттавлѐят тпбпй тир лиридных двухтлпйных внеклетпчных везикул, тпдесжащих сазличные 

кпмрпненты, вклячаѐ белки, лириды, ДНК, инфпсмаципннуя РНК (мРНК) и некпдисуящие 

РНК. Вте бпльше данных указывает на тп, чтп нуклеинпвые китлпты защищены лириднпй мем- 

бсанпй экзптпм. Эти рузыськи рпчти вытвпбпждаяттѐ из втех тирпв клетпк в биплпгичеткие 

жидкптти. Пси саке эктрсеттиѐ микспРНК, лпкализпванных в экзптпмах, рспитхпдѐщих из 

прухплевых клетпк, не сегулисуеттѐ, чтп мпжет рсивпдить к метаттазиспвания и уттпйчивп- 

тти к тесарии. Благпдасѐ рситутттвия экзптпм в сазличных жидкпттѐх псганизма и ттабиль- 

нптти микспРНК в экзптпмах, экзптпмальные микспРНК мпгут рседпттавить нпвый клатт бип- 

маскеспв длѐ санней и минимальнп инвазивнпй диагнпттики сака. 
Изучение садпн-прптседпваннпгп изменениѐ экзптпмальнпй фсакции микспРНК из кле- 

тпк бспнхиальнпгп эрителиѐ ткани легких, и ее влиѐние на такие рспцетты как вптраление, 

рспдукциѐ цитпкинпв, индукциѐ клетпчнпй гибели рседттавлѐеттѐ ветьма актуальным впрсп- 

тпм бспнхп-легпчнпй ратплпгии. 

В литесатусе имеяттѐ данные п тпм, чтп садпн индуцисует арпртпз в клетпчнпй линии 

бспнхпв BEAS-2B рптседттвпм рпвышениѐ эктрсеттии miR-34a, мишенѐми кптпспй ѐвлѐяттѐ 

мРНК антиарпртпзных белкпв Bcl-2 и PARP-1 [29]. miRNA учаттвуят в сегулѐции клетпчных 
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рспцеттпв, индуциспванных садиацией, и, тледпвательнп, miRNA мпгут рптенциальнп итрпль- 

зпватьтѐ в качеттве бипмаскеспв длѐ пценки ттерени садиаципннпгп впздейттвиѐ на челпвека 

[ 15]. Былп рпказанп, чтп хспничеткпе пблучение садпнпм активиспвалп эктрсеттия miR-34a 

и утиливалп клетпчный арпртпз в завитимптти пт всемени. Дейттвительнп, хспничеткпе впз- 

дейттвие садпна вызывает активация гена miR-34a, кптпсый врптледттвии утиливает арпртпз 

в клетках BEAS-2B * 29 +. Впздейттвие садпна вызывает насушение сегулѐции успвнѐ miRNA в 

клетках бспнхиальнпгп эрителиѐ челпвека (BEAS2B), эктрпниспванных дп 20 рпкплений (Rn5- 

1 и Rn5-20). Мплекулѐсные механизмы, указываящие на злпкачеттвенные тсантфпсмации, 

пценивали рп успвня арпртпза и изменения рспфилей миРНК. Анализ диффесенциальнпй 

эктрсеттии miRNA в клетках Rn5-1 рпказал увеличение на 163 (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-15b-5p, 

hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-23b-3p, hsa-miR -19b -3p и hsa-miR-125b-5p) и уменьшение 155 мплекул 

miRNA (let-7b-3p, hsa-miR-194-3p, hsa-miR-373-5p hsa-miR-124-3p, hsa-miR-369-3p и hsa-miR-652- 

5p) * 15+. Свесхэктрсеттиѐ 30 сазличных miRNA (птнпвнаѐ miRPlus-E1067, hsa-miR-146b-3p и 

hsa-miR-146b-5p) и рспфиль 28 мплекул (hsa-miRPlus-F1147, hsa-miRPlus-F1104, и hsa-miR-375) 

былп тниженп в клетках Rn5-20 рп тсавнения т кпнтспльными клетками. Вытпкий успвень экт- 

рсеттии зселых hsa-miR-146b-5p и hsa-miR-744 был рпказан в клетпчных линиѐх Rn5-1 и Rn5-20 

*15+. Вытпкий успвень арпртпза в твпя пчеседь мпжет ттать тсиггеспм сазвитиѐ вптралитель- 

ных рспцеттпв в легпчнпй ткани за тчет еще пднпгп вида твпбпднп-цискулисуящих нуклеи- 

нпвых китлпт – твпбпднп-цискулисуящей митпхпндсиальнпй ДНК (тц мтДНК). Читлп кприй 

тц мтДНК изменѐеттѐ рси сазличных тирах злпкачеттвенных непрлазий, в тпм читле и сака 

легкпгп *30+. Кспме тпгп, тпглатнп тпвсеменным рседттавлениѐм тц мтДНК мпжет ѐвлѐтьтѐ 

индикатпспм впздейттвиѐ канцеспгенпв сазличнпй рсиспды *31+. Канцеспгены пксужаящей 

тседы мпгут вызывать трецифичеткие генетичеткие и эригенетичеткие изменениѐ в легпчнпй 

ткани, рсивпдѐ к абессантнпй функции пнкпгенпв сака легких и генпв-турсеттпспв прухплей. 

Эти мплекулѐсные тпбытиѐ рсивпдѐт к насушения клячевых клетпчных механизмпв, таких 

как защита пт пкитлительнпгп ттсетта и вптттанпвление рпвсеждений ДНК, чтп трптпбттвует 

сазвития и рспгсеттиспвания прухпли. Результаты сѐда иттледпваний твидетельттвуят п 

впзмпжнпй спли тц мтДНК в качеттве бипмаскеса клетпчнпгп рпвсеждениѐ, вызваннпгп хсп- 

ничетким впздейттвием низких дпз садиации [32]. Иттледпваниѐ мпчи ксыт, пблученных сент- 

генпвткими лучами, рпказали значительнпе увеличение тц мтДНК в течение двадцати четысех 

чатпв рптле впздейттвиѐ [33]. Лучеваѐ тесариѐ пнкплпгичетких забплеваний также рсивпдит 

к увеличения успвнѐ тц мтДНК в рлазме бпльных *34+ и, тледпвательнп, данный рпказатель 

мпжет итрпльзпватьтѐ длѐ детекции впздейттвиѐ ипнизисуящегп пблучениѐ на псганизм че- 

лпвека. 
Влиѐние садпна на успвень тц мтДНК на данный мпмент вте еще пттаеттѐ рплнпттья не 

изученным впрсптпм. Ввиду твпегп рспитхпждениѐ митпхпндсии тпхсанили прседеленнпе 

тхпдттвп т бактесиѐми, как тп, ттсуктусу двпйнпй мембсаны, кпльцевпй генпм, серликациѐ 

кптпспгп птущеттвлѐеттѐ незавитимп пт ѐдеснпй ДНК и тинтез N-фпсмилиспванных белкпв 

*35+. Ппткпльку вспжденнаѐ иммуннаѐ титтема трптпбна сатрпзнавать мплекулѐсные ттсук- 

тусы, рситущие втем ратпгенным миксппсганизмам (рпдпбные ттсуктусы тинтезисуяттѐ 

тплькп миксппсганизмами и в клетках живптных их нет), кпмрпненты митпхпндсий также 

мпгут иметь иммунпгенный эффект, а тледпвательнп игсать клячевуя спль в сазвитии так 

называемпгп «асептического» вптралениѐ, т.е. вптралениѐ, кптпспе сазвиваеттѐ без инфекципн- 

нпгп агента *36+. Так, иттледпваниѐ на живптнпй мпдели, рспдемпнттсиспвали эффект пттспй 

тсавмы на успвень читла кприй тц мтДНК, рпвышение рптледнегп рспвпциспвалп сазвитие 

вптралительных рспцеттпв в легких эктресиментальных живптных. Дальнейшие иттледпва- 

ниѐ рпказали, чтп тплл-рпдпбные сецертпсы имеят учаттки длѐ сатрпзнаваниѐ и твѐзываниѐ 

тц мтДНК, чтп тлужит твпепбсазным руткпвым механизмпм тсантдукции рспвптралительных 

тигналпв в живптных клетках. Былп рпказанп, чтп именнп тц мтДНК прптседпванп чесез Nf- 

kb тигнальный руть заруткает тинтез рспвптралительных цитпкинпв [37]. В этпй твѐзи бпль- 
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шпй интесет рседттавлѐет впрспт п спли вптралительных рспцеттпв в прухплевпй рспмпции, 

прптседпваннпй садпнпм, рпткпльку тущеттвуят мнпгпчитленные данные, рпдтвесждаящие 

пгспмнпе значение хспничеткпгп вптралениѐ в ратпгенезе сака *38-39+. Пспдукциѐ тц мтДНК 

мпжет рспитхпдить в сезультате клетпчнпй гибели, в ресвуя пчеседь арпртпза. Лябпе ип- 

низисуящее излучение трптпбттвует рспмпции клетпчнпй гибели, как в сезультате рсѐмпгп 

механичеткпгп впздейттвиѐ на клетку за тчет активных фпсм китлпспда (АФК), так и за тчет 

несерасисуемых рпвсеждений генетичеткпгп матесиала, втледттвие чегп дальнейшаѐ жизне- 

деѐтельнптть клетки ттанпвиттѐ невпзмпжнпй *40+. Кспме тпгп, как былп тказанп выше, садпн 

также мпжет изменѐть рспфиль эктрсеттии микспРНК, кптпсые в твпя пчеседь мпгут акти- 

виспвать арпртпз. 
 

Ритунпк 1. Пседрплагаемый механизм садпн (Rn222) -индуциспваннпгп сака легкпгп и 

рпитк трецифичетких маскеспв 

 

Ппдвпдѐ итпг мпжнп тказать, чтп впздейттвие садпна чесез АФК и изменение рспфилѐ 

эктрсеттии микспРНК рсивпдит к гибели клетпк бспнхиальнпгп эрителиѐ, чтп тпрспвпжда- 

еттѐ выхпдпм бпльшпгп кпличеттва мтДНК, рптледнѐѐ за тчет активации Nf-kb тигнальнпгп 

рути прптседует тинтез рспвптралительных цитпкинпв и как тледттвие этпй активации саз- 

виваеттѐ вптраление, кптпспе ѐвлѐеттѐ пдним из клячевых фактпспв пнкпгенеза (сит.1). Бп- 

лее двух тсетей миспвпй дпбычи усана рсихпдиттѐ на Казахттан, Канаду и Авттсалиѐ (https:// 

www.world-nuclear.org/information-library/nuclear-fuel-cycle/mining-of-uranium/world-uranium- 

mining-production.aspx). Казахттан рспизвпдит наибпльшуя дпля усана из шахты (41%), затем 

тледуят Канада (13%), Авттсалиѐ (12%), США, Фсанциѐ, Гесманиѐ и Итраниѐ. В этих ттсанах 

наблядаеттѐ вытпкаѐ кпнцентсациѐ садпна в атмптфесе и впдных иттпчниках.Бесѐ вп внима- 

http://www.world-nuclear.org/information-library/nuclear-fuel-cycle/mining-of-uranium/world-uranium-
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ние титуация т садпнппратнпттья и успвнем забплеваемптти сакпм легкпгп в Казахттане *41+ 

рпитк маскеспв, рпзвплѐящих выѐвить санние садпн-индуциспванные изменениѐ, рсивпдѐ- 

щие к злпкачеттвеннпй тсантфпсмации клетпк бспнхиальнпгп эрителиѐ, ѐвлѐеттѐ ветьма ак- 

туальным. 

Срецифичнптть рпдпбнпй диагнпттики мпжнп пбетречить мультипмнпй ттсатегией иттле- 

дпваниѐ: рспфиль экзптпмальнпй тканетрецифичеткпй фсакции микспРНК, успвень тц мтД- 

НК, успвень рсп- и рсптивпвптралительных цитпкинпв. На птнпве рседлпженнпй ранели мас- 

кеспв мпжнп будет выѐвлѐть здпспвых лиц т дптимртпмными ратплпгичеткими изменениѐми 

в легких т целья дальнейшегп медицинткпгп мпнитпсинга. Именнп тксининг, нарсавленный 

на выѐвлениѐ лиц, т вытпкпй рседсатрплпженнпттья к ситку сазвитиѐ садпн-индуциспваннп- 

гп сака легкпгп рпзвплит рспветти дптимртпмнуя диагнпттику и тнизить тместнптть пт дан- 

нпгп забплеваниѐ. 

Финантиспвание: Рабпта финантиспвалать миниттесттвпм пбсазпваниѐ науки, гсант 

АР08856116. 
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Радпн әтесінен бплатын өкре ітігініо мплекулалық негіздесі 

 

Аодатра. Өкреніо қатеслі ітігі - қатеслі ітіктіо неғұслым кео тасалған түсі жюне қатеслі ітік аусуы- 

ныо өлімініо негізгі тебертесініо бісі бплыр табылады. Дүниежүзілік дентаулық тақтау ұйымыныо (ДДҰ) 

мюліметтесі бпйынша садпн өкре ітігініо темекі шегуден кейінгі екінші тебебі бплыр табылады. Радпн- 

ныо ютесі өкреніо бспнх эрителийініо жатушаласыныо өліміне юкеледі, бұл митпхпндсиѐлық ДНҚ-ныо 

көр мөлшесін шығасумен қатас жүседі. Ескін айналатын митпхпндсиѐлық ДНҚ (еа мтДНҚ) жануас 

клеткаласында қабынуға қасты тигналдасды өткізуге түсткі бпла алады. еа мтДНҚ өндісіті арпртпз рсп- 

цеттесініо нютижетінде райда бплуы мүмкін. Радпн тиетілі альфа-тюулеленумен қпта, кез келген ипнда- 

ушы тюуле сеактивті пттегі түслесініо (РОТ) ютесінен жатушаға тікелей механикалық ютес ету нютижетін- 

де жюне генетикалық матесиалдыо қалрына келтісілмейтін зақымдануыныо райда бплуына байланытты 

жатушаласдыо өлуіне ықрал етеді. Спнымен қатас, садпн миРНҚ эктрсеттиѐ рспфилін өзгесте алады, 

бұл өз кезегінде арпртпз бен қабынуды белтендісе алады. Спнымен қатас, садпн микспРНҚ-ныо экт- 

рсеттиѐлық рспфилін өзгесте алады, бұл өз кезегінде арпртпз бен қабынуды белтендісе алады. Nf-kb 

тигнализациѐ жплын активтендісу асқылы еа мтДНҚ цитпкиндесдіо тинтезін жүсгізеді жюне пты акти- 

вациѐ нютижетінде қабыну дамиды, бұл өкреніо қатеслі ітігі пнкпгенезініо негізгі фактпсласыныо бісі 

бплыр табылады. Бұл қытқаша шплуда еа мтДНҚ деогейі, тіндесге тюн микспРНҚ фсакциѐтыныо рсп- 

филі, рсп- жюне қабынуға қасты цитпкиндесдіо деогейі мен тректсін талдау негізінде садпнныо канце- 

спгендік ютесімен байланытты өкре ітігініо мплекулалық механизмдесі қасаттысылды. 

Түйін төздес: өкреніо қатеслі ітігі, садпн, микспРНҚ, ескін айналатын митпхпндсиѐлық ДНҚ. 
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Molecular basis of radon-induced lung cancer 

 

Abstract. Lung cancer is the most common form of malignant neoplasia and is one of the leading causes of 

cancer death. According to the World Health Organization (WHO), radon is the second leading cause of lung 

cancer after smoking. Exposure to radon leads to the death of cells of the bronchial epithelium of the lungs, which 

is accompanied by the release of a large amount of mitochondrial DNA. Free-circulating mitochondrial DNA 

(fc mtDNA) can serve as a kind of trigger for the transduction of pro-inflammatory signals in animal cells. The 

production of fc mtDNA can occur as a result of apoptosis processes. Any ionizing radiation, including alpha 

radiation, to which radon belongs, promotes the promotion of cell death both as a result of direct mechanical 

action on the cell due to reactive oxygen species (ROS), and due to the appearance of unrepairable damage to 

the genetic material. In addition, radon can alter the expression profile of miRNAs, which in turn can activate 

apoptosis and inflammation. Free-circulating mitochondrial DNA by activating the Nf-kb signaling pathway 

mediates the synthesis of proinflammatory cytokines, and as a result of this activation, inflammation develops, 

which is one of the key factors in lung cancer oncogenesis. This short review analyzes the molecular mechanisms 

of lung cancer associated with the carcinogenic effect of radon based on the analysis of the fc mtDNA level, the 

profile of the tissue-specific microRNA fraction, the level and spectrum of pro- and anti-inflammatory cytokines. 

Key words: lung cancer, radon, microRNA, free-circulating mitochondrial DNA. 
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Improvement of pomegranate (punica granatum l.) to cold 
resistant through in vitro mutation

Annotation. In Kazakhstan, a large pool of fruit trees is grown, one of which is the pomegranate 
(Punica granatum L.). The most significant limiting factor of pomegranate cultivation in 
Kazakhstan is the frosty winter, as well as low temperatures in spring and autumn. In order to 
obtain mutants resistant to low positive temperatures, chemical mutagenesis was used, with ethyl 
methanesulfonate (EMS) as the mutagen.  Callus was treated with mutagen in vitro culture. 
In the Akdona cultivar, the survival rate of callus was 25.45% at the concentration of 3 µM of 
EMS mutagen, 31.67% at the concentration of 6 µM, and 24.35% at 9 µM. Plant regeneration 
was induced from mutagen-treated calluses. The resulting plants were exposed to low positive 
temperatures (4°C, for 30 days). After exposure to cold, the maximum survival rate of mutant 
plants of the Akdona cultivar was 58%, and the minimum survival rate was 3% for plants of the 
Pg1 line. The resulting mutant pomegranate plants will be used for breeding for cold resistance.
Key words: Pomegranate, mutagenesis, ethyl methanesulfonate (EMS), cold-resistance.

 DOI: https://doi.org/10.32523/2616-7034-2020-132-3-20-27

Introduction. Pomegranate (Punica granatum) is an economically important plant species from 
tropical and subtropical regions of the world, because of its delicious edible fruit, which also has 
pharmaceutical and decorative uses [1]. Fruit juice is a good source of sugar, vitamin C, vitamin 
B, pantothenic acid, potassium, antioxidant polyphenols, and is a source of iron. Some parts of 
the pomegranate tree (leaves, unripe fruit, fruit crust and flower buds) were traditionally used as 
medicinal products, as well as for tanning leather. The juice is considered useful for patients suffering 
from leprosy. The rind of the fruit is usually used for dysentery and diarrhea. Polyphenols have 
been found to inhibit the growth of cancer cells. Coumarins have hypertonic, anticoagulant, anabolic 
bactericidal and antitumor activity. Therefore, it is important for Kazakhstan to industrially cultivate 
pomegranate as a source of healthy nutrition. 

The most significant limiting factor of pomegranate cultivation in Kazakhstan is the frosty winter, 
as well as low temperatures in spring and autumn. Even in areas of intensive cultivation, the b - 21°C 
cold pomegranate destroys up to 8,000 hectares of pomegranate orchards within three days [2]. In 
this regard, for the sustainable cultivation of pomegranate in Kazakhstan, it is necessary to conduct 
intensive selection to obtain lines of pomegranate that are resistant to cold.  In our opinion, the most 
effective way to develop cold-resistant cultivars is mutagenesis using in vitro tissue culture. 
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As a chemical mutagen, ethyl methanesulfonate (EMS) is most interesting, since it induces more 
mutations at certain loci than physical ones, such as x-rays or gamma rays [3,4]. The chemical mutagen 
must penetrate the meristem zones of the wood crop sprouts, and the excess chemical must be 
removed after treatment. Previously, it was more difficult to obtain mutagenic plants using chemical 
mutagens than to obtain mutagens using physical methods [5,6,7,8]. However, with the development 
of the latest technology for culture of plant tissue cells, chemical mutagens have become more widely 
used to produce useful mutations in vitro culture [9].

Many studies have been carried out by the introduction of pomegranate (P. granatum L.) 
into the culture of tissues. Protocols have been developed for plant regeneration in vitro through 
organogenesis from callus derived from nodular segments, cotyledons [10,11,12], anthers [13], or 
by embryogenesis from various seedling explants, petals, and immature zygotic embryos. Almost 
all studies have determined that the regeneration potential depends on the genotype of the explant 
donor [12]. 

Broad genetic variability is necessary for crop selection. It can be induced using physical or 
chemical mutagens. Induced mutations are highly effective for improving natural genetic resources 
and have helped create new cultivars of many crops, including fruit [12].…

Since pomegranate is very susceptible to frost, there is a need to create frost-resistant mutant 
pomegranate plants. In this experiment, the authors attempted to mass-produce mutant plants by 
induced mutagenesis using ethyl methanesulfonate (EMS) in vitro culture. 

Materials and methods. The objects of research were: cultivars of pomegranate Kazake anar, 
Nardan, Shahrisabzs and Akdona, lines Pg.1. 

Method for obtaining callus from nodal segments. The young nodes were collected from annual 
pomegranate plants grown in a greenhouse. The tops of the shoots were cut off, washed under 
running water for 20 minutes, and sterilized with 50% sodium hypochlorite solution for 5-10 minutes, 
then in 70% alcohol for 3-5 seconds, inside a laminar box. Then the treated explants were washed 4-5 
times with sterile distilled water. Optimization was performed on nodal segments at MS and WPM 
in test tubes with the addition of NAA 1 mg/l, BAP 1 mg/l, adenine 40 mg/l, coal 200 mg/l, ascorbic 
acid 150 mg/l. 

Method of proliferation of shoots from nodal segment callus. One-month nodal segments on 
which the callus was formed were transferred in vitro to a complete MS culture medium in Petri 
dishes with the addition of NAA 0.46 mg/l, BAP 2 mg/l, adenine sulfate 16 mg/l, silver nitrate 4 mg/l, 
ascorbic acid 150 mg/l. The material was cultured to produce shoots with 3, 4 leaves for up to 4 weeks, 
at a light of 5000 lux, a temperature of 25 ° C and a light period of 16/8 (day/night). The environment 
was changed every 7 days. During regeneration of shoots from nodal segments, the hormones kinetin 
1 mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l, gibberelin 0.1 mg/l, ascorbic acid 150 mg/l, and adenine 40 mg/l were added to 
the WPM and MS media.

Method of treatment of calluses with EMS mutagen. The callus was transferred to banks for a 
complete culture medium of MS, NAA 0.3 mg/l, BAP 0.5 mg/l, activated carbon 500 mg/l, adenine 
sulfate 8 mg/l 25 ml each with an EMS mutagen. The mutagen concentrations were: 3 µM, 6 µM, 
9 µM.  After that, the cans with callus were put on a shaker at 60 rpm for 1 hour. Then the DB was 
washed 3 times with water. The callus was transferred to jars for a full culture medium of MS, NAA 
0.3 mg/l, BAP 0.5 mg/l, coal 500 mg/l, adenine sulfate 8 mg/l 25 ml and cultured on a 120 rpm shaker 
for 3 days. After three days, the callus was transferred to Petri dishes on a full nutrient medium MS 
NUC 0.3 mg/l, BAP 0.5 mg/l, activated carbon 500 mg/l, adenine sulfate 8 mg/l. 

Method of testing pomegranate plantlets for cold resistance. Testing for cold resistance of 
pomegranate plant clones in vitro was performed in a44Pozis XK-400-1 refrigerator. On the nutrient 
medium MS with half the salt concentration activated carbon 500 mg/l, adenine sulfate 16 mg/l, silver 
nitrate 4 mg/l, ascorbic acid 75 mg/l. With lighting of 5000 Lux, a temperature of 4°C for 30 days and 
a light period of 16/8 (day/night). The environment was changed every 2 weeks. 

D.V. Volkov, А.M. Аrgynbayeva, D.L. Daurov, А.K. Daurova, К.K. Zhapar, 
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Results and discussion. At the first stage, we worked out methods for inducing calluses and 
regenerating shoots from them. 

Callus cultures were obtained from the nodal segments of pomegranate using liquid nutrient 
media. Calluses from the nodal segments of the pomegranate were obtained from the cultivars 
Akdona, Nardan, Kazake anar, Shahrizabzs early and Pg 1 line.

Callus from nodal segments began to form in all cultivars after 7-10 days.  At the same time, the 
most active callus formation was observed in the Akdona cultivar for 7-10 days.  In the Kazake anar 
cultivar, callus formation begins very slowly within 30 days. 

The maximum callus formation from the nodal segments of the pomegranate was obtained in the 
Akdona cultivar 85%, the minimum in the Kazake anar cultivar 62.5%. These calluses were later used 
for mutagenesis with EMS (table 1).

Table 1
Callusogenesis from nodal segments of pomegranate

The name of the genotype Number of node segments, PCs. Number of calluses, PCs/%
Kazake anar 240 150/62.5
Shahrizabzs 40 26/65
Akdona 20 17/85

Mass callus formation was obtained on the nodal segments of the garnet in a month (figure 1). 

 

Figure 1. Regeneration of the garnet callus on the nodal segment

When cultivating shoots from nodal segments on WPM and MS media with the addition of the 
hormones kinetin and gibberellin, as well as ascorbic acid and adenine, plantlets were obtained 
(figure 2). 20% regeneration was obtained from the callus of Pg 1 cuttings on MS medium with the 
addition 3mg/l and 5mg/l of kinetin. 

 

Figure 2.  Regeneration from the callus of a pomegranate stalk

Improvement of pomegranate (punica granatum l.) to cold resistant through...
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At the second stage, an experiment was conducted using the EMC mutagen. 
After treatment with mutagen in various concentrations, calluses were obtained from the Akdona 

cultivar 131 PCs. (figure 3), callus survival at different mutagen concentrations is shown in table 2. 

Table 2
Surviving garnet callus (%) after treatment with EMS mutagen in various concentrations

The name of the 
genotype 3 µM 6 µM 9 µM

Akdona 25,45 31,67 24,35
 

Figure 3. Garnet callus treated with EMS mutagen

In the future, was carried out regeneration, and then the cloning of plants from callus, treated with 
mutagens. Testing for cold resistance of pomegranate plant clones in vitro was performed in a Pozis 
XK-400-1 refrigerator for 30 days. Testing for cold resistance in the AK don cultivar treated with EMC 
mutagen revealed an increase in resistance with an increase in the mutagen concentration from 3 µM 
to 9 µM. The maximum survival rate of Akdona plantlets at an EMC concentration of 9 µM was 58% 
(55 out of 94 plantlets survived), and the minimum survival rate was 3% for Pg1 plantlets (8 out of 
282 plantlets survived). The resulting plants of all genotypes were cloned (figure 4) and transplanted 
into the ground.

At the same time, control plants in vitro from calluses not treated with mutagen plants mostly die 
at 4°C after 20 - 30 days without recovery. (Table 3)

Table 3  
Testing of pomegranate plantlets for cold resistance (4°C for 30 days)

The name of the genotype
Total number of plants 

tested Plants survived after cold treatment

PCs PCs   %
Kazeke anar (control) 197 8 4 
Nardan(control) 337 13 4
Nardan, EMS (9µM) 79 24 31 
Shahrizabzs (control) 211 8 4 
Shahrizabzs, EMS  (3µM) 46 13 29
Shahrizabzs, EMS  (9µM) 15 5 36 
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Akdona (control) 245 12 5 
Akdona, EMS  (3µM) 42 10 23
Akdona, EMS (6 µM) 108 45 42
Akdona, EMS (9 µM) 94 55 58 
Pg1 (control) 282 8 3
Pg1, EMS (3 µM) 17 1 7

 

Figure 4. Surviving pomegranate regenerant plants at 4°C

Thus, as a result of the research, morphogenic calluses were obtained and propagated. Conditions 
were created for processing callus cultures with the chemical mutagen EMS and mass cloning of 
plantlets to obtain full-fledged plants. Pomegranate plantlets were tested for cold resistance in vitro. 

Conclusions. In the course of this work, the selection of conditions for obtaining garnet calluses 
from nodal segments was carried out. Morphogenic callus capable of regenerating full-fledged 
plants were obtained on solid and liquid nutrient media. The maximum callus formation from nodal 
segments was observed in the Akdona cultivar and Pg 1 line, and the minimum in the Kazake anar 
cultivar. 

In the Akdon cultivar, 25.45% of callus survival was detected when exposed to the 3 µM EMS 
mutagen, 31.67% when exposed to the 6 µM concentration, and 24.35% when exposed to the 9 µM 
concentration. 

The maximum survival rate of mutated plantlets of the Akdon cultivar was 58%, and the minimum 
survival rate was 3% for control plantlets of the Pg1 line. 

The mutant pomegranate plants obtained during the experiment were propagated and transplanted 
into the ground for further research on their resistance to abiotic stresses. 
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for producing cold-resistant pomegranates”, funded by a grant from the Science Committee of the 
Ministry of Education and Science of the Republic of Kazakhstan.
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Мутагенез арқылы суыққа төзімді анар (Punica granatum L.) линияларын алу 

Аңдатпа. Қазақстанда жеміс ағаштарының көптеген түрлері өсіріледі, оның бірі - анар (Punica 
granatum L.). Анар өсіруді шектейтін фактор - бұл қыстың аязды болуы, сондай-ақ, көктем мен күзде-
гі төмен температура. Төмен оң температураға төзімді мутанттарды алу үшін химиялық мутагенез, ал 
мутаген ретінде этилметансульфонат (ЭМС) қолданылды. Каллустар in vitro культурада мутагенмен өң-
делді. Ақдона сортында ЭМС мутаген концентрациясы 3 µM болған кезде каллустардың тіршілік ету ко-
эффициенті 25,45%, 6 µM концентрацияда - 31,67%, 9 µM-де тіршілік ету коэффициенті 24,35% құрады. 
Мутагенмен өңделген каллустардан өсімдік регенерациялану процесі пайда болды. Алынған өсімдіктер 
төмен оң температурада сыналды (40С, 30 күн). Суықпен әсер еткеннен соң Акдона сортының мутант-
ты регенеранттарының максималды тіршілік ету деңгейі 58%-ды құрады, Pg1линиясының регенерант-
тарының тіршілік ету көрсеткіші ең төменгі деңгейді 3%-ды құрады. Алынған мутантты алдағы уақытта 
суыққа төзімді анар өсімдіктерін сұрыптау жұмыстары үшін пайдаланылатын болады.

Түйін сөдер: анар, мутагенез, этилметансульфонат (ЭМС), суыққа төзімді.

Д.В. Волков, А.М. Аргынбаева, Д. Л. Дауров, А.К. Даурова, К.К. Жапар,                       
Ж.К. Куренбаева, А.Б. Абдрахманова, М.Х. Шамекова, К.Ж. Жамбакин

Институт биологии и биотехнологии растений, Алматы, Казахстан

Получение холодоустойчивых линий граната (Punica granatum L.) путем мутагенеза 

Аннотация. В Казахстане выращивается большой пул фруктовых деревьев, одним из которых яв-
ляется гранат (Punica granatum L.). Наиболее существенным лимитирующим фактором выращивания 
граната в Казахстане является морозная зима, а также низкие температуры весной и осенью. С целью 
получения мутантов, устойчивых к низким положительным температурам использовали химический 
мутагенез, в качестве мутагена – этилметансульфонат (ЭМС).  Обработке мутагеном подвергались кал-
лусы в культуре in vitro. У сорта Акдона при концентрации мутагена ЭМС 3µM выживаемость каллусов 
составила 25,45%, при концентации 6µM – 31,67%, при 9µM выживаемость составила 24,35%. Из обрабо-
танных мутагеном каллусов индуцировался процесс регенерации растений. Полученные растения под-
вергались воздействию низких положительных температур (40С, в течении 30 дней). После воздействия 
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холодом максимальная выживаемость  мутантных регенерантов сорта Акдона составила 58%, минималь-
ная выживаемость была у регенерантов линии  Pg1 – 3%. Полученные мутантные растения граната будут 
использованы для селекции на устойчивость к холоду.

Ключевые слова: гранат, мутагенез, этилметансульфонат (ЭМС), холодоустойчивость.
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Влияние  вируса  картофеля  PVS0  как фактора 
биотического стресса у растений сибирских сортов 
картофеля (Solanum tuberosum L) на уровень растворимых 
ферментов пероксидаз

Аннотация. В настоящее время отечественные сорта картофеля поражены фитопа-
тогенными вирусными инфекциями, которые приводят к снижению урожая до 80%, 
поэтому актуальным является изучение системы защиты растений картофеля от 
биотических факторов окружающей среды.
Целью работы являлось изучение уровней антиоксидантного фермента пероксидазы в 
ответ на воздействие вирусной инфекции PVS, которая является наименее изученной и 
широко распространенной инфекцией на территории Западной Сибири.
Ключевые слова: вирусы картофеля, активные формы кислорода,  Potatovirus S (PVS), 
антиоксидантные ферменты.

 DOI: https://doi.org/10.32523/2616-7034-2020-132-3-28-42

Введение. Анализ опубликованных фундаментальных работ, посвященных окислитель-
ному стрессу у растений, свидетельствует о повышенном внимании влияния окислительного 
стресса на уровни ферментов антиоксидантной защитной системы при абиотических и биоти-
ческих стрессах [1–5]. Установлено, что при нормальных условиях роста растений картофеля 
уровни активных форм кислорода (ROS) и уровни антиоксидантных ферментов у растений на-
ходится в равновесии [6,7]. Однако при воздействии неблагоприятных факторов окружающей 
среды (биотических и абиотических стрессоров) у растений реакции сопровождаются повы-
шением уровней активных форм кислорода в клетках и тканях растений.

Повышение аккумуляции активных форм кислорода в растительных клетках и тканях яв-
ляется одними из ранних и распространенных ответных реакций растений на воздействие не-
благоприятных факторов окружающей среды, в том  числе в ответ на  вирусные инфекции [8]. 
При этом растения картофеля (Solanum tuberosum L.) относятся к культурам, которые сильно 
подвержены инфицированию вирусными инфекциями, приводящим к ухудшению качествен-
ных характеристик, снижению урожайности, уменьшению сроков хранения [9-11]. 

Вирусные инфекции являются одними из главных ограничивающих факторов развития 
промышленного картофелеводства России [12]. В настоящее время количество и регионы рас-
пространения вирусных болезней картофеля существенно увеличивается за счет расширения 
круга хозяев у вирусов и определения новых ранее неизвестных вирусов или их более опасных 
штаммов [13–15].

Основными причинами увеличения распространения вирусов, которые поражают карто-
фель, являются расселение переносчиков вирусов, в особенности тлей и «супер-векторов», та-
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ких как  Bemisia tabaci и Frankliniella occidentalis, изменение климатических условий, а также не-
достаточный контроль скрытой вирусной инфекции у импортируемого семенного  материала 
картофеля, отсутствие обновления посадочного материала отечественных сортов  картофеля 
[16,17]. Согласно исследованиям ученых Рогозиной Е.В., Мироненко Н.В., активизация торго-
вых отношений, а также поставка зарубежной сельскохозяйственной продукции картофеля 
приводят к появлению в защищенном грунте северных стран, таких как Россия, Финляндия и 
др., фитовирусов, которые являются типичными представителями тропической и субтропи-
ческой зоны [18,19].

Наиболее распространенными и вредоносными на территории Российской Федерации яв-
ляются пять вирусов: вирус скручивания листьев картофеля (Potato leafrollvirus, PLRV),  Y ви-
рус картофеля (Potato virus Y, PVY), X вирус картофеля (Potato virus X, PVX), S вирус картофеля 
(Potato virus S, PVS), M вирус картофеля (Potato virus M, PVM) [20]. Анализ работ отечественных 
и зарубежных авторов и результаты собственных исследований позволили представить под-
робные характеристики мозаичных вирусов на территории Омска и Омской области [21,22]. 
В таблице 1 представлена характеристика основных фитопатогенных вирусов, поражающих 
сибирский картофель.

Таблица 1
Характеристика мозаичных вирусов, распространенных на территории Западной Сибири

Наимено-
вание вируса

Морфологическое 
проявление симпто-
мов

Распростра-
нение

Снижение 
продуктив-
ности, %

Воздействие вирусных 
частиц

РVX Мозаичность, пожел-
тение жилок, верху-
шечный некроз, меж-
жилковая мозаика

Сильное 30– 40 Снижение урожайности, 
уменьшение уровня бел-
ков, уменьшение разме-
ров клубней

PVY Полосчатость листьев, 
некротизация жилок 
листа, легкое обламы-
вание листьев, стрик, 
морщинистость

Очень сильное 60– 85 Уменьшение размеров 
клубней, снижение со-
держания крахмала. При 
совместном инфициро-
вании с др. вирусами 
возможна полная потеря 
урожая картофеля

PVM Мозаика, закручи-
вание листьев, моза-
ичность верхних ли-
стьев, курчавость

Сильное До 20 Общее снижение урожая

PVS Некроз листьев, по-
светление листьев, 
отклонение кончиков 
листьев, морщини-
стость

Сильное 10– 20 Общее снижение уро-
жая, снижение качествен-
ных характеристик

PLRV Скручивание листьев, 
хлороз, некроз ли-
стьев

Сильное 40–  50 Уменьшение размеров 
клубней, снижение уро-
жая

В качестве объекта исследований был выбран вирус картофеля PVS, который является од-
ним из наименее изученных, но широко распространенных вирусов на территории г.Омска 

И.В. Киргизова, С.Б.Чачина
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Влияние  вируса  картофеля  PVS0  как фактора биотического стресса у растений...

и Омской области. Мозаичный вирус  картофеля PVS приводит к значительному снижению 
урожайности и качества семенного картофеля при совместном заражении с другими фито-
вирусами [23,24]. Вирус PVS имеет мировое  распространение и встречается практически во 
всех регионах, в которых возделывается культура картофеля. При инфицировании растений 
разных сортов картофеля симптомы вирусной инфекции  практически не проявляются [25,26].

Вирус PVS относится к семейству Betaflexiviridae, подсемейству Quin virinae Q, роду Carlavirus. 
Вирионы данного вируса содержат одну молекулу линейной РНК размером около 5,9–9,0 т.п.н. 
Вирусная РНК закрыта на 5 ‘конце с помощью m 7 G и имеет полиаденилированный тракт на 
3’ конце [27]. Представители рода Carlavirus имеют слегка изогнутые нитевидные частицы дли-
ной около 610–700 нм и диаметром 12–15 нм (рис.1).

 

Рисунок 1 –  Электронная микрофотография вируса картофеля PVS
в очищенном препарате (Bar– 0.2 µm) [28]

Существуют предположение о том, что структура рода Carlavirus, вероятно, аналогична 
структуре рода Рotexviruses и вероятность, что данные роды вирусов либо тесно, либо отда-
ленно связаны друг с другом, и эти отношения подтверждены филогенетическим анализом 
вирусных белков [29,30].

В настоящее время, считается, что признанными являются два штамма вируса PVS: обыч-
ный  (PVS0) и штамм Andean (PVSA) [31,32,33]. Штамм Andean (PVSA), в отличие от более ши-
роко распространенного штамма вируса PVS0, вызывает более серьезное поражение растений 
картофеля, приводящее к преждевременному отмиранию листьев [34]. На рисунке 2 представ-
лена фотография листьев картофеля безвирусного растения картофеля и инфицированного 
вирусом PVS растения.

 

Рисунок 2. Симптомы вируса  картофеля PVS  на листьях картофеля 
Solanum tuberosum L [35]

Контрольное 
безвирусное растение

Инфицированное 
вирусом PVS растение
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Классификация штаммов вируса S основывается на способности инфицировать травяни-
стые растения Chenopodium Quinoa. В ходе механической инкокуляции растений. Штамм вируса 
PVSA  обладает способностью заражать растения Chenopodium Quinoa, а штамм вируса PVS0 ин-
дуцирует более серьезное поражение, приводящее к преждевременному отмиранию листьев.

Штаммы вируса PVSA первоначально были открыты в Южной Америке, однако позднее 
изоляты вируса были обнаружены и описаны в ряде других стран: Нидерландах, США, Новой 
Зеландии, Великобритании и Германии. В Колумбии также обнаружен новый изолят вируса 
PVS, поражающий картофель [36]. Ученые предполагают, что новые изоляты вируса  PVS об-
разуются в результате рекомбинации между штаммами  PVSA и  PVS0 [37,38].

Согласно статистическим данным по влиянию вируса картофеля PVS на выход клубневого 
материала картофеля, процент урожайности картофеля  снижается до 20– 25%, а при совмест-
ном инфицировании с другими вирусами, такими как PVS+PVМ и PVS+PVХ, процент урожай-
ности картофеля снижается до 60% [39,40]. 

Типичными морфологическими признаками заражения вирусной инфекцией у растений 
картофеля являются: углубление жилок, морщинистость, крапчатость, некоторые сорта реа-
гируют краевым некрозом листьев и жилкованием. Распространение вирусных частиц в ос-
новном осуществляется посредством контакта между здоровыми и пораженными растениями, 
стеблевыми или клубневыми прививками, а также переносчиками [41].

Анализ современных разработок и научных трудов ведущих специалистов в области моле-
кулярной биологии и биохимии также показал актуальность изучения уровней активности 
антиоксидантных ферментов у растений картофеля под воздействием различных стрессовых 
факторов. Несмотря на то, что в последние годы достигнуты большие результаты по изучению 
генерации активных форм кислорода в ответ на стрессовые факторы окружающей среды, мно-
гие аспекты все еще остаются малоизученными и наблюдается недостаток знаний по некото-
рым функциям и по тому, какое влияние они оказывают на растения картофеля.

Существует необходимость изучения активности антиоксидантных ферментов у сортов кар-
тофеля, отличающихся по устойчивости к вирусам и срокам созревания, для более детально-
го понимания процессов передачи сигналов  у разных генотипов картофеля и активации их 
защитных механизмов вследствие распространения вирусной инфекции (вируса картофеля 
PVS).

Материалы и методы. В качестве объектов исследований  были использованы сибирские 
сорта  картофеля, которые отличаются по устойчивости к мозаичным вирусам:  «Алена» –  ран-
ний, умеренно восприимчивый сорт; «Ермак» –  ранний, средневосприимчивый сорт; «Хозя-
юшка» –  среднеспелый, умеренно устойчивый сорт. 

Индукция каллусных тканей  из эксплантов картофеля в условиях in vitro. 
Получение первичной каллусной культуры, пассирование, индукцию стебельного органо-

генеза проводили по методике Калашниковой Е.А. [42]. 
Регенерация растений из каллусных  культур in vitro.
Морфогенные каллусные культуры переносились в пробирки с агаризованной питательной  

средой по минеральному составу Мурасиге–Скуга с добавлением зеатина (1,0 мг/л), ИУК (0,1 
мг/л), фолиевой кислоты (0,5 мг/л), глюкозы (10 000 мг/л), сахарозы (30 000мг/л). После мор-
фогенеза растения– регенеранты массово размножали при помощи микроклонального раз-
множения в условиях in vitro. Микроклональное размножение растений картофеля проводи-
ли согласно ГОСТу [43] на агаризованной питательной среде с внесением феруловой кислоты, 
кинетина.

Инокуляция растений картофеля (Solanumtuberosum) вирусной инфекцией.
Для заражения  мозаичным вирусом PVS0 растения отбирались в возрасте 4–х недель в стро-

гом соответствии сортовым особенностям с одинаковыми морфологическими признаками (вы-
сота растений, развитие листовых пластинок, вегетационная масса). Заражение осуществля-
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лось легкими круговыми движениями путем втирания инокуляционной смеси  в поверхность 
листовых пластин растений картофеля. Инокуляционная смесь содержала 10мМ натрий–фос-
фатный буфер (рН 6,9–7,0 (рН метр, ConsortC931, Бельгия) и карборандума (d–0,037 мм).

Диагностика вирусов картофеля методом ИФА.
Для тестирования инфицированных растений картофеля вирусной инфекцией (PVS0) ме-

тодом ИФА с каждого генотипа картофеля отбирались по 3 образца (у каждого растения бра-
ли нижний черенок с листочком). Тестирование сортообразцов картофеля на наличие вирус-
ной инфекции осуществляли с использованием набора тестеров к вирусам  (ИФА, оптическая 
плотность на приборе Multiskan plus, фильтр 450).

Определение активности пероксидаз.
Определение активности пероксидазы осуществляли колориметрическим методом, кото-

рый  основан на определении скорости реакции окисления бензидина до образования синего 
продукта его окисления при наличии перекиси водорода и пероксидазы. Навеску раститель-
ной ткани (стебли и листья) массой 200–300 мг растирали на льду в фарфоровой ступке с до-
бавлением 500 мкл ацетатного буфера (рН 5,0). Растительный гомогенат центрифугировали  в 
течение 10 минут при 12 000 об/мин (Eppendorf, Centrifuge 5804 R, США).  Далее супернатант 
переносили в новые центрифужные пробирки на 1500 мкл, пробирки  вортексировали в тече-
ние 5 минут.

В состав реакционной смеси входили: 980 мкл 0,2 М натрий–ацетатнный буфер (рН 5,0), 500 
мкл 0,01% раствор солянокислого бензидина, 20 мкл растительного экстракта, 500 мкл 0,3% 
перекиси водорода. Раствор 0,2 М натрий–ацетатнного буфера готовился  из сток–растворов 
0,2 М СН3СООН (2,4 мл СН3СООН доводился до 200 мл бидистиллированной Н2О) и  0,2 СН-
3СООНNa (5,44 г СН3СООНNa доводится до 200 мл бидистиллированной Н2О).  

В ацетатный буфер вносился фенилметилсульфонилфторид (34 г растворяли в 2 мл изопро-
пилового спирта). При приготовлении 0,01% раствора солянокислого бензидина 56 мг бензи-
дина растворяли в 10 мл ледяной уксусной кислоты и доводили до 60 мл дистиллированной 
Н2О. В состав контрольной смеси входило 1480 мкл натрий–ацетатного буфера (рН 5,0), 500 
мкл 0,01% раствора солянокислого бензидина, 20 мкл растительного экстракта. Измерения 
проводились при длине оптической плотности 590 нм ежесекундно в течение 120 секунд.

Определение активности изоферментов пероксидазы  in gel.
Разделение изоформ антиоксидантных ферментов осуществляли методом нативного гель-э-

лектрофореза белков в не–денатурирующих условиях, исключая дадецилсульфат 12% и 10%  в 
полиакриламидных гелях. Для нативного гель электрофореза (7,5%) готовили разделяющий 
и концентрирующие гели. В состав электродного буфера (рН 8,8) входили 1,8 мМ ЭДТА, 50 
мМ Трис– HCl и 300 мМ глицина. В состав (нижнего) разделяющего геля (10 мл) входили сток–
растворы №5– 2,5 мл, №3 –1,9 мл, 10% персульфат аммония –150 мкл,  TEMED– 15 мкл для 
полимеризации геля. В сток раствор №3 (рН 8,5) входил ТРИС –11,47 г, объем доводили до 100 
мл дистиллированной водой, уровень рН регулировался HCl.  В состав раствора №5 входил 
акриламид – 38 г, BIS акриламид – 2 г, объем раствора доводился до 100 мл дистиллированной 
водой. Разделяющий гель (верхний) (5мл) готовился из растворов №4 – 1,25  и №6– 2,5 мл с 
внесением 10% персульфата аммония – 80 мкл  и TEMED – 8 мкл.

В состав концентрирующего геля (10 мл)  входили сток–растворы  № 6–5 мл, №4 – 2,5 мл, 
бидистиллированная вода – 2,5 мл, TEMED–8 мкл,  APS – 100 мкл. Сток растов №4 (рН 6,9) со-
держал ТРИС –1,92 г, объем доводился до 100 мл дистиллированной водой, уровень рН регули-
ровался HPO3. В состав раствора №6 входил акриламид–5 г, BIS актриламид –1,25 г, объем рас-
твора доводился до 100 мл дистиллированной водой.   В миникамеру (Tetra cell, BioRad, США) 
заливался разделяющий гель, далее для выравнивания поверхности геля и предотвращения 
подсушивания кромки геля вносили дистиллированную воду. После полимеризации нижнего 
геля дистиллированную воду удаляли, вносили концентрирующий гель с установкой гребня с 

Влияние  вируса  картофеля  PVS0  как фактора биотического стресса у растений...
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целью формирования загрузочных лунок для внесения образцов. Миникамера переносилась 
в камеру для вертикального электрофореза. Электродные буферы для проведения нативно-
го электрофореза готовились на бидистиллированной воде и использовались в охлажденном 
виде. Нижний буфер (1л) содержал ТРИС –7,6 г, при рН 7,6. Верхний буфер (1л) содержал 
ТРИС – 4,56 г, глицин – 3,8 г, при рН 8,8. Исследуемые образцы смешивались с буфером для 
образцов в отношении 4:1 и вносили в лунки полиакриламидного геля.

Активность антиоксидантного фермента пероксидазы в нативном геле электрофореза опре-
делялась с помощью субстрата 0,3 % перекиси водорода. (Гель (10%) помешается в субстрат, 
содержащий  50 мл 50 мМ ацетатного буфера (рН 5,5), 100 мкл 3% раствора перекиси, 20 мг 
3,3´, 5,5´– триметилбензидина.

Статистический анализ данных. 
Статистический анализ данных проводился с использованием программного обеспечения: 

Microsoft Excel, Graph Pad Prism v 8.
Результаты и их обсуждение. Индукция каллусных тканей  из эксплантов картофеля в усло-

виях in vitro. 
Культивирование эксплантов картофеля осуществлялось в условиях полной темноты при 

температуре 26±20С и относительной влажности 70–80%. Питательные среды (ПС) отличались 
по составу разным содержанием фитогормона ауксина: 2,4–Д (1–5 мг/л). В качестве контроль-
ного варианта питательной среды (ПС (К.)) использовалась безгормональная питательная сре-
да Мурасиге – Скуга. 

Отмечено, что каллусогенез эксплантов картофеля, культивируемых в условиях полной тем-
ноты на питательных средах с содержанием ауксина 2,4–Д и цитокинина-кинетина, характери-
зовался разрывом поверхности культивируемых дисков и стеблевых экпслантов и обильным 
разрастанием каллусной ткани. Наиболее интенсивно каллусогенез протекал на питательной 
среде по прописи минерального состава  Мурасиге–Скуга с добавлением 5 мг/л 2,4–Д и 0,25мг/л 
кинетина в условиях темноты (рис.2).

 

Рисунок 2 – Каллусные культуры  сорта картофеля «Алена»

Регенерация растений из каллусных  культур in vitro.
Из морфогенных каллусных культур, перенесенных в пробирки с агаризованной питатель-

ной  средой по минеральному составу Мурасиге-Скуга с добавлением зеатина (1,1 мг/л), ИУК 
(0,2 мг/л), фолиевой кислоты (0,5 мг/л), глюкозы (10 000 мг/л), сахарозы (30 000мг/л), была по-
лучена коллекция меристемных растений-регенерантов картофеля, свободных от вирусной 
инфекции для проведения дальнейших экспериментов [44]. На рисунке 3 представлены безви-
русные растения – регенеранты сорта «Алена» на 21 сутки культивирования. 
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Рисунок 3 –   Растения–регенеранты картофеля  сорта «Алена»

Инокуляция растений картофеля (Solanum tuberosum) вирусной инфекцией PVS0.
Растения картофеля, инокулированные картофельным вирусом PVS (штамм PVS0)  прояв-

ляли внешние признаки развития вирусной инфекции при развитии вирусных частиц и рас-
пространения вируса  картофеля на 5 – 7 сутки культивирования (рисунок 4).

  

Рисунок 4 –   Морфолоические признаки развития вирусной инфекции PVS 
картофеля у сорта «Алена» на 1, 7, 14 сутки выращивания

У зараженных растений картофеля проявлялись морфологические признаки развития ви-
русной инфекции PVS (инфекции PVS0), что проявлялось в значительном отставании роста 
инокулированных растений от контрольной группы здоровых растений. В результате работы 
у инфицированных растений картофеля наблюдались повреждения листовых пластинок, увя-
дание листьев среднего яруса, некрозы.  

В контрольной группе  растений картофеля морфологических признаков проявления и раз-
вития вирусной инфекции не наблюдалось (рис.5).

Диагностика растений картофеля сибирских сортов «Ермак», «Алена», «Хозяюшка» мето-
дом ИХА– диагностики показала наличие вирусной инфекции PVS у группы инфицирован-
ных растений сортов «Ермак», «Алена», «Хозяюшка», которые использовались для дальней-
шей серии эксеприментов.

Определение активности пероксидазы 
В ходе экспериментальных данных, полученных в результате определения активности фер-

ментов пероксидазы, отмечалось, что у сорта картофеля «Хозяюшка» были наиболее выражен-

1 сутки 7 сутки 14 сутки
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ные изменения уровней пероксидазы. Увеличение уровней растворимого фермента перокси-
дазы у среднеспелого сорта картофеля «Хозяюшка» прослеживалось практически в два раза по 
сравнению с контрольной группой растений картофеля (рис.6).

 

Рисунок 6 –  Определение активности пероксидазы в листьях растений 
картофеля сорта «Хозяюшка» при инфицировании вирусом (РVS0), 
где контроль – безвирусные образцы сибирских сортов картофеля, 

3,5,7 дни  – длительность культивирования инфицированных растений.

Следует отметить, что у инфицированных вирусной инфекцией  растений картофеля об-
щий уровень активности фермента  пероксидазы повышался по сравнению с контрольной 
группой растений. Активность фермента рассчитывали с использованием коэффициента эк-
стинции перекиси водорода (40 М– 1•см– 1) и выражали как мМ Н2О2/мин•мг белка. Наи-
большая активность ферментов пероксидазы была отмечена на 3 сутки культивирования и 
составляла: у сорта картофеля «Хозяюшка» среднее значение общей активности пероксидазы 
составляло – 0,18 (ммоль/мг мин) в контроле – 0,02 (ммоль/мг мин),  у сорта картофеля «Ермак»  
–  0,10 (ммоль/мг мин) в контроле – 0,03 (ммоль/мг мин), а у сорта «Алена»  –  0,9  (ммоль/мг 
мин) в контроле 0,02 (ммоль/мг мин).

Определение активности изоферментов пероксидазы  in gel.
При определении изоферментного спектра у здоровой группы растений картофеля сибир-

ских сортов «Ермак», «Алена» и «Хозяюшка» была выявлена активность двух изоформ – Рех–1, 
Рех–2  (рис.7).

Рисунок 5 –   Контрольная группа растений  картофеля сорта»Алена»
на  1, 7, 14 сутки выращивания

1 сутки 7 сутки 14 сутки
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V1     V2       V3
 

Рисунок 7 –   Определение изоферментного спектра пероксидаз в листьях 
растений картофеля при инфицировании вирусом (РVS0), 

где контроль V1,V2,V3 – безвирусные образцы сибирских сортов картофеля

В ходе определения активности изоферментного состава растворимых пероксидаз у рас-
тений картофеля, инфицированных вирусом на 3 сутки культивирования, отмечалась актив-
ность трех изозимов пероксидаз: Рех–1, Рех–2 и Рех–3 (рис.8).

                                                                           V1     V2       V3 
 

Рисунок 8 –  Определение изоферментного спектра пероксидаз в листьях 
растений картофеля при инфицировании вирусом (РVS0), где V1,V2,V3 – образцы сибирских 

сортов картофеля, где V1 – «Хозяюшка» ,V2 – «Алена»,V3 – «Ермак»

Результаты показывают более высокое содержание изоформ ферментов пероксидаз на 3 
сутки у генотипов картофеля сорта «Хозяюшка», который является умеренно устойчивым к 
фитовирусам РVS, PVM, PVX и устойчивого к вирусу PLRV, а также сорта «Алена», умеренно 
устойчивого к фитовирусам PLRV, PVS и умеренно восприимчивого к  вирусам PVX, PVY, PVM 
по сравнению с сортом «Ермак», который является более восприимчивым к мозаичным виру-
сам картофеля.

Экспрессия изоформ пероксидаз в ответ на инфицирование вирусом картофеля PVS0 зави-
села от продолжительности развития вирусной инфекции. Отмечается, что на 7 сутки культи-
вирования уровень активности экспрессии ферментов пероксидаз снижался. 

В результате воздействия биотического стрессора (PVS0) у растений умеренно устойчивого к 
вирусным инфекциям среднеспелого сорта картофеля «Хозяюшка» отмечался наиболее высо-

 Рех1 

Рех2 

 

Рех3 

Рех1 

Рех2 
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кий уровень активности пероксидазы по сравнению с ранним средневосприимчивым сортом 
«Алена» и ранним восприимчивым сортом «Ермак»,  что дает  возможность  их  ранжирования  
по данному признаку.

Заключение. В заключении следует отметить, что вероятнее всего в клетках, контрастных 
по устойчивости к мозаичному вирусу картофеля PVS сибирских сортов картофеля, осущест-
вляются различные стратегии защиты от биотического стрессора. В клетках и тканях умеренно 
устойчивого сорта она, вероятно, связана с активацией внеклеточных изоформ пероксидазы, 
которые приводят к нейтрализации патогенов и своевременному запуску сигнальных защит-
ных механизмов клеток растений. При инфицировании вирусом PVS восприимчивых сортов 
картофеля происходит синтез новых молекул пероксидазы, что увеличивает время формиро-
вания защитного ответа.
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И.В. Киргизова, С.Б.Чачина
Омбы мемлекеттік техникалық университеті, Омбы, Ресей

PVS0 картоп вирусы Сібір картоп сорттарының (Solanum tuberosum L) өсімдіктеріндегі 
биотикалық стресс факторы ретінде еритін пероксидаза ферменттері деңгейіне әсері

Аңдатпа. Қазіргі уақытта картоптың отандық сорттарына фитопатогендік вирустық инфекциялар 
әсер етеді, бұл өнімділіктің 80%- ға дейін төмендеуіне әкеледі, сондықтан картоп өсімдіктерін биотика-
лық экологиялық факторлардан қорғау жүйесін зерттеу өте маңызды.

Жұмыстың мақсаты –  Батыс Сібірде аз зерттелген және кең таралған инфекция болып табылатын 
PVS вирустық инфекциясының әсеріне жауап беретін антиоксидант пероксидаза ферментінің деңгейін 
зерттеу.

Түйін сөздер: картоп вирустары, реактивті оттегі түрлері, Потатовирус S (PVS), антиоксидантты фер-
менттер.

I.V. Kirgizova, S.B. Chachina
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Effect of the potato virus PVS0 as a biotic stress factor in plants of Siberian potato varieties (Solanum 
tuberosum L) on the level of soluble peroxidase enzymes

Abstract. Currently, domestic potato varieties are affected by phytopathogenic viral infections, which lead to 
a decrease in yield up to 80%, therefore. Therefore, it is relevant to study the system of protecting potato plants 
from biotic environmental factors.

The aim of the work is to study the levels of the antioxidant enzyme peroxidase in response to the effect of 
the viral infection PVS, which is the least studied and widespread infection in Western Siberia.

Key words: potato viruses, reactive oxygen species, Potatovirus S (PVS), antioxidant enzymes.
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ХҒТАР 57.085.23

Сирек және жойылып бара жатқан Іле (Berberis iliensis) 
және Қарқаралы (Berberis karkaralensis) бөріқарақаты 
түрлерінің in vitro өсіру жағдайларын оңтайландыру

Андатпа. Қазіргі кезде көптеген тірі организмдерге климаттың өзгеруі мен антропо-
гендік әрекеттер кері әсерін тигізуде, бұл олардың санының азаюына алып келеді.
Осы сирек кездесетін және жойылып бара жатқан бөріқарақат түрлеріне Іле (Berberis 
iliensis)  және Қарқаралы (Berberis karkaralensis) жатады. Бұл жұмыс сирек кездесетін 
және жойылып бара жатқан Іле және Қарқаралы бөріқарақаттарының in vitro өсіру 
жағдайлары оңтайландыруды зерттеуге арналған. Іле және Қарқаралы бөріқарақатта-
рының қолтық бүршіктерін in vitro жағдайында енгізу үшін 0,5% «Доместос» ертін-
дісімен өңдеу тиімді зарарсыздандыру болып табылады, ондағы өңдеу экспозициясы 7 
минутты құрады. Бөріқарақаттың екі түріндегі қолтық бүршіктерінің негізгі өр-
кендер регенерациясының индукциясы үшін бензиламинопурин 0,5 мг/л, гиббереллин 
қышқылы 1,0 мг/л және индолилмай қышқылы 0,01 мг/л қосылған Мурасиге және Скуг 
қоректік ортасы оңтайлы болды, онда регенерация Іле бөріқарақаты бойынша 80%, ал 
Қарқаралы бөріқарақаты бойынша 70%-ды құрады.
Іле бөріқарақат микроөркендерін мультипликациялау үшін бензиламинопурин 0,75 
мг/л мөлшері қосылған Кворина-Лепуавра қоректік ортасы оңтайлы болды, ондағы ми-
кроөрендер саны 3,6 дананы құрады.
Микроклонды көбейтудің қиын кезеңдерінің бірі - микроөркендерді тамырлату болып 
табылады. Қарқаралы бөріқарақаты микроөркендерінің тамырлануы үшін индолилмай 
қышқылының 1,5 мг/л  мөлшері қосылған макротұздар құрамы екі есе азайтылган Му-
расиге және Скуг қоректік ортасында пайда болды, 
Түйін сөздер: Berberis iliensis, Berberis karkaralensis, in vitro, мультипликация, тамыр-
лану, микроклонды көбейту.

 DOI: https://doi.org/10.32523/2616-7034-2020-132-3-43-56

Өсімдіктердің биоәртүрлілігін сақтау және қалпына келтіру – экожүйенің басты мәселесі 
болып табылады. Бөріқарақат (лат. Berberis) - бөріқарақат (лат. Berberidaceae) тұқымдасына жата-
тын көпжылдық бұта. Бөріқарақат 500-ге жуық түрді біріктіреді, олар жапырақтардың пішіні 
мен түсі, мөлшері, өнімділігі және белгілі бір климаттық жағдайларға бейімделуімен ерекше-
ленеді [1]. Ағашты бөріқарақат шөпті өсімдіктерден тараған деп саналады. Сондай-ақ, көпте-
ген бөріқарақат өсімдіктері сәндік өсімдіктер ретінде белгілі болып табылады. Олар Еуропада 
XIV-XV ғасырларда өсіріле бастаған. Бөріқарақаттың көптеген түрлері бақтар мен саябақтарды 
безендіруде қолданылады. Бөріқарақат солтүстік аймақтарда, Еуропада, Қырымда, Кавказда, 
Солтүстік Америкада, Шығыс Сібірде [2] және Орталық Азияда, оның ішінде, Қазақстандағы 
Іле Алатауының тауларында кездеседі. Қазақстан аумағында бөріқарақаттың 8 түрі өседі [3]. 
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Бөріқарақаттың тамыры, қабығы, жапырақтары мен жемістері халықтық медицинада қол-
данылады. Көптеген шетелдік әдебиеттерде бөріқарақаттың әртүрлі формакологиялық және 
терапиялық әсерлері зерттелген. Өсімдіктің химиялық құрамы бойынша жүргізілген зерттеу-
лерде, бұл өсімдіктің маңызды құрамдас бөліктері - берберин, бербамин және пальматин си-
яқты изохинолин алкалоидтары екендігі көрсетілген. Сондай-ақ, бұл дәрі-дәрмектер ісіктерді, 
қант диабетін, жүрек-қан тамырлары ауруларын, гиперлипидемияны, қабынуды, бактери-
ялық және вирустық инфекцияларды, церебральды ишемиялардың жарақаттарын, психика-
лық ауруларды, Альцгеймер ауруын, остеопорозды және басқаларды емдеуде қолданылады 
[4, 5, 6, 7, 8]. 

Қазіргі кезде тіршілік ету орталарының қысқаруы байқалады және соның салдарынан көп-
теген өсімдік түрлері жойылып кету қаупіне ұшыраған. Биоәртүрлілікті сақтау үшін әртүрлі 
әдістер қолданылады: in situ және ex situ. In situ - табиғи орталарда қорғалатын аймақтарды 
құру. Алайда, бұл әдіс түрдің сақталуына кепілдік бермейді. Қоршаған ортаның динамикасы 
қысқа уақыт ішінде өсімдіктер мен жануарлар құрамының айтарлықтай өзгеруіне әкелуі мүм-
кін.

Өсімдіктерді сақтауда ex situ консервациясы және оның техникасы интеграцияланған 
әлемдік бағдарламасының маңызды компоненттері болып табылады. Бұл өсімдіктерді әртүр-
лі даму циклында ұстауға мүмкіндік береді (тұқымдар, споралар, тозаңдар және т.б.), олар 
табиғи түрде ұзақ уақыт бойына тіршілік етуді сақтауға бейімделеді. Сондай-ақ, олар өсімдік-
те сақталатын өсімдік материалының анатомиялық, физиологиялық және биохимиялық әді-
стерін жақсы зерттеуге, кейіннен асылдандыру және реинтродукциялау бағдарламаларында 
қолдануға мүмкіндік береді.

Бірақ бұл әдістер табиғи жағдайда өсімдіктердің  белгілі бір түрлерінің көбеюіне көмек-
теспейді, себебі ол ұзақ мерзімді қажет етеді. Сирек кездесетін эндемикалық өсімдіктердің 
400-ден астам түрі жойылу алдында тұр. Осыған орай, сирек кездесетін және жойылып бара 
жатқан өсімдік түрлерін сақтау үшін микроклонды көбейту әдісін қолдану өзекті болып табы-
лады. Бұл әдіс - сауықтырылған өсімдік материалын қысқа мерзімде алуды қамтамасыз етеді 
[9].

Сирек кездесетін және жойылып бара жатқан өсімдік түрлеріне – Іле (Berberis iliensis M.Pор.) 
және Қарқаралы бөріқарақаттары (Berberis karkaralensis Kornilova et Potapov) жатады. Қазіргі кез-
де Қазақстанда Іле бөріқарақаты сирек кездесетін, бұтаның  эндемикалық түрі ретінде Қызыл 
кітапқа енгізілген (1981) [10]. 

Іле бөріқарақаты - Қазақстандағы сирек кездесетін өсімдіктердің бірі. Қазақстан аумағында 
ол Іле Алатауының шығыс бөлігінде және Кетмен жотасында кездеседі, сонымен қатар, Жоңғар 
Алатауының оңтүстік беткейлерінде өседі. Қазақстанның Шарын Ұлттық табиғи саябағында 
қорғалған. Бұтаның биіктігі 3,0 м-ге дейін жетеді. Өркендері қызыл, қызыл қоңыр, тікендері 
сары, үш жақты. Жапырақтары былғары, жылтыр, ланцет тәрізді. Гүлдер сары, бүршігі қызыл. 
Жемістер кішкентай, дөңгелек, мөлдір, ашық қызыл. Тұқымдар арқылы көбейтіледі. Мамыр 
айында гүлдейді, тамызда - қазанда жеміс береді. Сондай-ақ, Іле бөріқарақаты фотофильді, 
өсу жағдайына байланысты емес, шаң мен газға төзімді болып табылады [11].

Қарқаралы бөріқарақаты (Berberis karkaralensis Kornilova et Potapov) биіктігі 0,7-2 м жететін 
бұта, бұтақтары сұр қабықпен жабылған. Бір жылдық өркендері қызыл қоңыр, жылтыр түсті. 
Гүлшоғыры – 5-9 сары гүлденген бірнеше гүлді раушан. Жапырақшалары жұмыртқа тәрізді, 
жемістері ұзынша келген, біртұқымды немесе тұқымсыз. Қарқаралы бөріқарақаты - Қарқара-
лы тауында және Кент тізбегінде кездеседі [10]. 

Солтүстік-шығыс Үндістанда жойылып бара жатқан Ilex khasiana өсімдігін жаппай көбейту 
үшін микроклонды көбейту әдісі қолданылды [12].

Сонымен қатар, Италияда Cistus clusii Dunal бұтасын сактау үшінде осы әдіс қолданылды 
[13]. Микроклонды көбейту XX ғасырдың 60-жылдарында тарала бастады және нарық сұраны-

Сирек және жойылып бара жатқан Іле (Berberis iliensis) және Қарқаралы (Berberis karkaralensis) бөріқарақаты...
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сына тез жауап беретін қуатты өнеркәсіптік өндіріс ретінде қалыптасты. Мысалы, тек 1985-1990 
жылдар аралығында in vitro жолмен көбейтілген өсімдіктер саны 130 миллионнан 513 милли-
онға дейін өсті, бұл бағытта әлемдегі көшбасшылар Нидерланды, АҚШ, Үндістан, Израиль, 
Италия, Польша және басқа елдер [14].

Көптеген ғалымдар өсімдіктерді сауықтыруда биотехнологиялық әдістердің әртүрлі аспек-
тілерін қолдана отырып, оң нәтижелерге қол жеткізді [15, 16].

Біздің елімізде өсімдіктерді микроклонды көбейту бойыншада қарқынды жұмыс жүргізілу-
де. Әдебиет көздерінен белгілі болғандай, фитогормондар өсімдіктердің өсуін, дифференци-
ациясын, органогенезін бақылайды. Цитокининдер созылу фазасында және жасушалардың 
бөлінуінде жапырақ өсуін ынталандырады. Олар метаболизмнің жалпы стимуляциясын жү-
зеге асырады, ол нуклеин қышқылдары мен ақуыздардың биосинтезінің күшеюінде байқала-
ды және жасушалардың қартаюын едәуір баяулатады және сарғайған жапырақтардың екінші 
реттік жасылдануын тудырады. 

Гиббереллиндер созылу есебінен сабақтың өсуін күшейтеді, бірақ буынаралықтарының са-
нының көбеюіне жол бермейді, тұқымдардың өнуін және партенокарпты жемістердің пайда 
болуын тудырады, тыныштық кезеңін бұзады. Сабақтың өсуін ынталандыру арқылы гибберел-
лин бір уақытта бүйірлік өсінділер мен тамырлардың өсуін басады және жапырақтардың мөл-
шерін азайтады.

Ауксиндер колеоптилдер бөлімін, сабақ, жапырақ, тамыр өсуін белсендіреді, тропикалық 
иілуді тудырады, өсімдік кесінділерінде тамыр түзілуін ынталандырады [17].

Бразилиялық ғалымдар Strelitzia reginae өсімдігін микроклонды көбейтуде агароза, агар, 
фитогель сияқты гельдік материалдардың тиімділігін тексерді. Фитогельді қолдану кезінде ең 
жақсы нәтижеге қол жеткізілді [18].

Әдебиеттерде зерттеушілер, әдетте Murashige және Skoog (MS) қоректік ортасын пайдала-
нады. Әдебиет деректерін талдау цитокининдердің жиі қолданылатындығын көрсетті: кине-
тин (6-фурфурилметиламинопурин), БАП (6-бензиламинопурин), зеатин. Татар қарақұмығы-
ның микроклоналды көбеюі үшін БАП төмен концентрациясы (0,1 - 0,5 мг / л) тиімді болып 
табылады. 

Микроклонды көбейту - меристемаларды қолдана отырып, өсімдіктерді вирустық және фи-
топлазмалық, бактериялық және саңырауқұлақ этиологиясының көптеген инфекцияларынан 
босатады. Санитарлық тазалықтың тиімділігін арттыру үшін зарарсыздандыру шараларын 
сақтауда антибиотиктер қолданылады [19].

Жұмыстың мақсаты – сирек және жойылып бара жатқан Іле (Berberis iliensis) және Қарқа-
ралы (Berberis karkaralensis) бөріқарақаттары микроөркендерінің in vitro өсіру жағдайларын 
оңтайландыру.

Зерттеу материалдары мен әдістері. Бастапқы материал ретінде Шарын Мемлекеттік 
ұлттық табиғи паркінде (Алматы облысы) өсірілген Іле (Berberis iliensis) және Маңғышылақ 
тәжірибелік саябағындағы (Актау қаласы) Қарқаралы бөріқарақаты (Berberis karkaralensis)  клон-
дарының біржылдық өркендері пайдаланылды.

Экспланттарды өсіру Е.А. Калашникова және тағы басқалары (2001) әдістемесі  бойынша, ал 
қоректік орталарды дайындау G. Lloyd (1981) әдістемесі бойынша жүргізілді  [20, 21].

Іле және Қарқаралы бөріқарақатын микроклонды көбейту үшін келесідей әдістер қолда-
нылды – экспланттарды in vitro жағдайында енгізу, мультипликация және микроөркендерді 
тамырлату. 

Экспланттарды in vitro жағдайында енгізу үшін ұзындығы 10-15 см болатын бір жылдық 
өркендерді кесіп, сабынды ерітіндіде өңдеп, ағын сумен жуылды. Содан кейін өркендер бөлік-
терге бөлінді. Әрі қарай, қолтық бүршіктерді кір жуғыш ұнтақ ерітіндісінде магнитті арала-
стырғышта жуылды. Бұл шара сыртқы шаң мен кірді толық тазартқанға дейін қайталанды. 
Содан кейін бүршіктер 60 минут бойы ағын сумен жуылды. 
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Іле және Қарқаралы бөріқарақаттарын зарарсыздандыру жағдайларын оңтайландыру үшін 
келесідей ертінділерді қолданып, 6 зарарсыздандыру режимі зерттелді: «Белизна» (5% хлор), 
«Доместос» (5% натрий гипохлорит), сутегі асқын тотығы (H2O2), этил спирті (70%), әсер ету 
уақыты 5 -10 минут аралығында болды. 

Өсімдіктердің қолтық бүршіктерінің тіршілікке қабілеттілігін анықтау үшін БАП, гиббе-
реллин қышқылы (ГҚ) және ИМҚ қосылған МС қоректік ортасы қолданылды. Зарарсызданды-
рылған өркендер мен қолтық бүршіктер MC қоректік ортасына отырғызылды, әр нұсқа үшін 
10 түтікше қолданылды. Содан кейін, ол 24-26 °C, 70% ауа ылғалдылығы және 16 сағаттық фо-
токезеңділікте өсірілді. 14 күн соң, зарарсыздандандырылған тіршілікке қабілетті, өсімдік экс-
планттарын алуға бақылау жүргізілді.

Іле және Қарқаралы бөріқарақатының біржылдық өркендерін өсіру үшін 9 нұсқалы қорек-
тік орталар таңдалды. БАП 0,1 ден 2,0 мг/л; ГҚ 0,2 ден 2,0 мг/л; (ИМК) 0,01 ден 0,1 мг/л өсу ретте-
гіштері қосылған МС, WPM (Woody Plant Medium) және QL (Quoirin&Lepoivre) қоректік орталары 
қолданылды.

Микроөркендер мультипликациясы үшін негізгі өркенді өсіруге қоректік орталар оңтай-
ландырылды. БАП, ИМК гормондары қосылған QL, WPM қоректік орталары зерттелді. Іле 
бөріқарақаты үшін келесідей қоректік орталар зерттелді; 1 нұсқа: QL (БАП 0,2 мг/л); 2 нұсқа: 
QL (БАП 0,2 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 3 нұсқа: QL (БАП 0,5 мг/л); 4 нұсқа: QL (БАП 0,5 мг/л, ИМК 
0,01 мг/л); 5 нұсқа: QL( БАП 0,75 мг/л); 6 нұсқа: QL (БАП 0,75 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 7 нұсқа: WPM 
(БАП 0,2 мг/л); 8 нұсқа: WPM (БАП 0,2 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 9 нұсқа: WPM (БАП 0,5 мг/л); 10 
нұсқа: WPM (БАП 0,5 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 11 нұсқа: WPM (БАП 0,75 мг/л); 12 нұсқа: WPM (БАП 
0,75 мг/л, ИМК 0,01 мг/л).

Әр нұсқа 10 қайталымда жүргізілді, фенологиялық бақылау 21 күн ішінде жүргізілді. Ми-
кроөркендер 16/8 сағаттық фотокезеңде, 24-26°C температурада, 60-70% ылғалдылықта өсірілді.

Қарқаралы бөріқарақатының микроөркендерін тамырлату үшін МС және макротұздар 
құрамы азайтылған ½ MC қоректік орталары гормонсыз және ИМҚ ауксинінің 1,0 мг/л; 1,5 
мг/л концентрациясы қосылған қоректік орталары зерттелді. Бұл кезеңде ұзындығы 1,5-2,0 см 
бірнеше жапырағы бар микроөркендер тамырдың пайда болуын индукциялайтын қоректік 
ортада өсірілді. 

Сонымен, келесідей нұсқалар зерттелді: 1 нұсқа: МС гормонсыз; 2 нұсқа: ½МС гормонсыз; 
3 нұсқа: ½МС (ИМК 1,0 мг/л); 4 нұсқа: ½МС (ИМК 1,5 мг/л). Зерттеу 10 қайталымда жүргізілді. 
Микроөркендерді өсіру жарық бөлмеде 16 сағаттық жарық режимінде, 24-26°С температура-
да, 60-70% ылғалдылықта өсірілді.

Зерттеу нәтижелері және талқылау. Микроклонды көбейтудің маңызды кезеңдерінің бірі  
экспланттарды дайындау болып табылады. Бұл өсімдік материалын зарарсыздандыру ертін-
дісімен мұқият беттік өңдеуді қажет етеді. Қазіргі уақытта көптеген зарарсыздандыру сұлбала-
ры, соның ішінде, әртүрлі асептиктердің сатылы әсері жасалған. 

Бұл операцияның негізгі мақсаты – зарарсыздандырылған және тіршілікке  қабілетті экс-
планттардың максималды санын алу.

Жүргізілген зерттеу нәтижесінде, Іле және Қарқаралы бөріқарақаттарын зарарсыздандыру-
дың оңтайлы нұсқасы таңдалды. Зарарсыздандыру бойынша 6 нұсқасы зерттелді: 1 нұсқа 0,5% 
«Белизна» (5 мин); 2 нұсқа 3% H2O2  (5 мин); 3 нұсқа 6% H2O2  (5 мин); 4 нұсқа 12 % H2O2  (5 
мин); 5 нұсқа 6 % H2O2  с 70 % этанол  (5 мин); 6 нұсқа 0,5% «Доместос» (7 мин). Зарарсызданды-
рылған қолтық бүршіктер БАП – 0,5 мг/л, ИМК – 0,01 мг/л гормондары қосылған МС қоректік 
ортасында өсірілді.

Зерттеу нәтижелерін талдау 14 күннен кейін жүргізілді, 6-шы нұсқа бойынша 0,5% «До-
местосты» қолданған кезде, зарарсыздандырылған және тіршілікке қабілетті бөріқарақат экс-
планттарының жоғары пайызы байқалды (кесте 1). Бұл нұсқадағы Іле бөріқарақат эксплант-
тарының тіршілікке қабілеттілігі 70%, ал Қарқаралы бөріқарақаты бойынша 60% құрады. 

Сирек және жойылып бара жатқан Іле (Berberis iliensis) және Қарқаралы (Berberis karkaralensis) бөріқарақаты...
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Экспланттар зарарсыздандырылған және тіршілікке қабілетті болды (сурет 1). Сондай-ақ, 3 
және 4 нұсқаларында экспланттар саңырауқұлақ инфекциясымен 100% зақымдалды. Бөріқа-
рақаттың екі түрінде 0,5% «Белизна» қолданған кезде (1 нұсқа) экспланттар күйіп кетті.

 
Кесте 1

Іле және Қарқаралы бөріқарақатының кесілген микроөркендерін зарарсыздандыру нәтижесі

Н
ұс

қа
ла

р

Зарарсыздандыру режимі

Іле бөріқарақаты Қарқаралы бөріқарақаты
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1 «Белизна» 0,5% (5 мин.) 100 0 0 100 0 0
2 H2O2 3% (5 мин.) 10 70 20 10 80 10
3 H2O2 6% (5 мин.) 0 100 0 0 100 0
4 H2O2 12% (5 мин.) 0 100 0 0 100 0
5 H2O2 6% с 70% этанола (5 мин.) 20 80 0 10 90 0
6 «Доместос» 0,5% (7 мин.) 0 30 70 0 40 60

2-нұсқа бойынша Іле және Қарқаралы бөріқарақатының өркендері күйіктің тек 10% алды, 
бірақ инфекция деңгейі жоғары болды және ол 70%-ды құрады. Бұдан 3% сутегі асқын тотығы 
H2O2, экспозиция уақыты 5 минут екі бөріқарақатта экспланттардың некрозын (күйігін не-
месе өлімін) тудырмады, бірақ зарарсыздырғыш заттың осы концентрациясы саңырауқұлақ, 
вирустық және бактериялық инфекциялардан босату үшін аз болды. Тіршілікке қабілеттілігі 
төмен болды, Іле бөріқарақаты бойынша 20%, ал Қарқаралы бойынша 10%-ды құрады. 

Зерттеушілер өз тәжірибелерінде бөріқарақаттың өркендерін зарарсыздандыруда басқа 
агенттерін қолданды: натрий гипохлориді, 0,1% HgCI2 сулема және этанол. Нәтижесінде екі 
сатылы зарарсыздандыру тиімді болды: 1) 0,1% HgCI2  3 минут; 2) 70% этанол 5 минут. Осы 
нұсқаларды қолданғанда, зақымдану пайызы 8,4%-ды құрады [22].

       

 1         2      3 4
1 - Шарын Ұлттық табиғи саябағындағы Berberis iliensis өсімдігі; 2 - біржылдық өркендер; 

3 - кесілген өркендер; 4 - МС қоректік ортасындағы микроөркендер

Сурет 1. Бөріқарақаттың зарасыздандырылған қолтық бүршіктері

Осыған орай, Іле және Қарқаралы бөріқарақатының кесілген өркендерін зарарсыздандыру 
үшін 0,5% «Доместос» (7 мин) ертіндісі оңтайлы болып табылады. Іле және Қарқаралы бөріқа-

Каримова В.К., Бақтыбай Б.Н., Магзумова Г.К., 
Сартаев Ж.Т., Иманбаева А.А., Какимжанова А.А.
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рақатының негізгі өркендері регенерациясының индукциясы үшін 9 нұсқалы қоректік орталар 
зерттелді. Қоректік ортаның құрамын оңтайландыру үшін әр нұсқа үшін мөлшері 1,0-1,5 см 
болатын 10 кесілген өркен өсірілді. 4-5 аптадан соң, тиісті температура мен жарықта негізгі 
өркеннің өсуі байқалды (сурет 2). WPM қоректік ортасында БАП концентрациясы 1,0 мг/л-ге 
дейін және ИМҚ 0,05 мг/л-ге дейін жоғарлатқанда, Іле бөріқарақатында каллус түзілуі 60%, ал 
Қарқаралы бөріқарақатында 70%  байқалды (Кесте 2). 

Кесте 2
Әртүрлі қоректік орталарда бөріқарақаттың екі түрінің негізгі өркендерінің регенерациясы

Нұсқалар Қоректік орталар
Регенерациялану, % Каллус түзілу,%

Іле бөріқа-
рақаты 

Қарқаралы 
бөріқарақаты

Іле бөріқа-
рақаты

Қарқаралы 
бөріқарақаты

1
МС БАП 0,5 мг/л; ГК 
1,0 мг/л; ИМК 0,01 
мг/л

80 70 - -

2
МС БАП 0,8 мг/л; ГК 
1,0 мг/л; ИМК 0,02 
мг/л

40 30 - -

3
МС БАП 1,0 мг/л;  
ГК 1,0 мг/л; ИМК 
0,05 мг/л

20 20 50 40

4
WPM БАП 0,5 мг/л; 
ГК 1,0 мг/л; ИМК 
0,01 мг/л

20 10 - -

5
WPM БАП 0,8 мг/л; 
ГК 1,0 мг/л; ИМК 
0,02 мг/л

20 10 - -

6
WPM БАП 1,0 мг/л;  
ГК 1,0 мг/л; ИМК 
0,05 мг/л

10 10 60 70

7
QL БАП 0,5 мг/л; ГК 
1,0 мг/л; ИМК 0,01 
мг/л

20 10 - -

8
QL БАП 0,8 мг/л; ГК 
1,0 мг/л; ИМК 0,02 
мг/л

10 10 - -

9
QL БАП 1,0 мг/л;  ГК 
1,0 мг/л; ИМК 0,05 
мг/л

10 10 50 50

30 күндік өсіруден кейін тәжірибе нәтижелеріне талдау жүргізілді, БАП 0,5 мг/л; ГҚ 1,0 мг/л; 
ИМК 0,01 мг/л қосылған МС қоректік ортасы тиімді болды, мұнда регенерация пайызы Іле 
бөріқарақаты бойынша 80%, ал Қарқаралы бөріқарақатында 70%-ды  құрады.

Осыған орай, бөріқарақаттың екі түрінің негізгі өркендерінің регенерациясы үшін БАП 0,5 
мг/л, ГҚ 1,0 мг/л, ИМҚ 0,01 мг/л гормондары қосылған МС қоректік ортасы тиімді болып та-
былды.

Сирек және жойылып бара жатқан Іле (Berberis iliensis) және Қарқаралы (Berberis karkaralensis) бөріқарақаты...
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Мультипликация - жеке микроөркендер санының үнемі өсуімен зарарсыздандырылған 
культураны субкультивациялау. Әдебиеттерге сәйкес, өркендер мультипликациясы қоректік 
ортаның минеральды құрамына БАП мөлшерінің жоғарылауына және 2 есе темір құрамын 
арттырумен байланысты [23].

Іле бөріқарақатының микроөркендерінің мультипликациясы үшін БАП 0,2; 0,5; 0,75 мг/л 
және ИМК 0,01 мг/л концентрациялары қосылған WPM және QL қоректік орталары зерттелді. 

   

1 – БАП 0,5 мг/л, ГҚ – 1,0 мг/л, ИМҚ-0,01 мг/л 
гормондары қосылған МС 

қоректік ортасындағы Berberis iliensis 

2 – БАП 0,5 мг/л, ГҚ – 1,0 мг/л, ИМҚ-0,01 мг/л 
гормондары қосылған МС  

қоректік ортасындағы Berberis karkaralensis 

Сурет 2. Бөріқарақаттың екі түрінің негізгі өркендерінің регенерациясы
  
Зерттеулер нәтижесінде Іле бөріқарақатының мультипликациясы үшін QL қоректік орта-

сын қолданған кезде микроөркендер саны 1,0 ден 3,6 дана арасында ауытқыды. Ал WPM қорек-
тік ортасында микроөркендер саны 1,4 тен 2,6 дана шамасында ауытқыды. Сондай-ақ, БАП 0,5 
мг/л қосылған QL және WPM қоректік орталарында бірдей нәтиже көрсетті (кесте 3).

Кесте 3
Іле бөріқарақаты микроөркедерінің көбеюіне қоректік орталар құрамының әсері

Нұсқа Қоректік орталар Микроөркендер саны, дана
1-ші күн 21 - ші күн

1 QL  БАП 0,2 мг/л 1,0 1,6±0,5
2 QL  БАП 0,2 мг/л,  ИМК 0,01 мг/л 1,0 1,0±0,4
3 QL  БАП 0,5 мг/л 1,0 2,6±0,5
4 QL  БАП 0,5 мг/л,  ИМК 0,01 мг/л 1,0 1,6±0,9
5 QL  БАП 0,75 мг/л 1,0 3,6±0,5
6 QL  БАП 0,75 мг/л,  ИМК 0,01 мг/л 1,0 2,0±1,4
7 WPM  БАП 0,2 мг/л 1,0 1,4±0,5
8 WPM  БАП 0,2 мг/л,  ИМК 0,01 мг/л 1,0 1,4±0,5
9 WPM  БАП 0,5 мг/л 1,0 2,6±0,8
10 WPM  БАП 0,5 мг/л, ИМК 0,01 мг/л 1,0 1,8±0,8
11 WPM  БАП 0,75 мг/л 1,0 1,4±0,5
12 WPM  БАП 0,75 мг/л, ИМК 0,01 мг/л 1,0 2,0±0,7

Каримова В.К., Бақтыбай Б.Н., Магзумова Г.К., 
Сартаев Ж.Т., Иманбаева А.А., Какимжанова А.А.
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Сонымен қатар, WPM қоректік ортасында 7, 8, 11 нұсқаларда орта есеппен 1,4 микроөркенді 
көрсетті. Өсіру кезінде ең аз микроөркен БАП 0,2 мг/л; ИМҚ 0,01 мг / л қосылған QL қоректік 
ортасында пайда болды, ол 1,0 дананы құрады. 

Аналогты түрде, унді авторлары Berberis chitria микроөркендерінің мультипликациясы үшін 
БАП; НСҚ гормондарын қолданды. Соның нәтижесінде,  БАП 8,88 мкМ және НСҚ 1,34 мкМ 
гормондары қосылған WPM қоректік ортасында максимальды микроөркендер саны 8.30 дана-
ны құрды (Aseesh et al., 2013 ) [24]. Сонымен қатар, Аrena М.Е. және басқада авторлар Berberis 
buxifolia микроөркендерін көбейтуде 0,5 мкМ  БАП гормоны қосылған МС қоректік ортасын 
қолданды [25]. 

           

1 - QL (БАП 0,2 мг/л); 2 - QL (БАП 0,2 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 3 - QL (БАП 0,5 мг/л); 4 - QL (БАП 
0,5 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 5 - QL( БАП 0,75 мг/л); 6 - QL (БАП 0,75 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 7 - WPM 
(БАП 0,2 мг/л); 8 - WPM (БАП 0,2 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 9-  WPM (БАП 0,5 мг/л); 1 - WPM (БАП 
0,5 мг/л, ИМК 0,01 мг/л); 11 - WPM (БАП 0,75 мг/л);  12 - WPM (БАП 0,75 мг/л, ИМК 0,01 мг/л)

Сурет 3 – Berberis iliensis микроөркедерінің көбеюіне қоректік орталар құрамының әсері

Соның нәтижесінде, Іле бөріқарақаты микроөркендерінің мультипликациясы үшін  ең жақ-
сы нәтиже QL БАП 0,75 мг/л гормоны қосылған қоректік ортасында алынды. Пайда болған ми-
кроөркендер саны өсірудің 21-күнінде 3,6 дананы құрады.  Осыған орай, Іле бөріқарақатының 
мультипликасы үшін QL  БАП 0,75 мг/л қоректік ортасы оңтайлы болып табылады.  

Кесте 4
In vitro жағдайында Қарқаралы бөріқарақатының 

микроөркендерінің тамыр түзу индукциясы

Қоректік орта 
нұсқалары 

Микроөркендерде  пайда болған тамырлар саны және оның ұзындықтары 
1-күн  25-күн 50-күн

Тамыр, 
дана

Ұзындығы, 
см

Тамыр, 
дана

Ұзындығы, 
см

Тамыр, 
дана

Ұзындығы, 
см

I- МС 0,0 0,0 1,0 0,2 1,0 0,3
II-½МС 0,0 0,0 1,4±0,3 0,6 1,8±0,7 0,9±0,1
III-½МС  
ИМК 1,0 мг/л 0,0 0,0 2,4±0,3 0,9±0,2 3,8±1,7 1,4±0,2

IV-½МС  
ИМК 1,5 мг/л 0,0 0,0 4,2±0,7 1,4±0,1 5,2±1,7 1,7±0,1

Сирек және жойылып бара жатқан Іле (Berberis iliensis) және Қарқаралы (Berberis karkaralensis) бөріқарақаты...
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Тамырлану – өсімдіктерді микроклонды көбейтудің маңызды кезеңдерінің бірі. Тамыр 
түзілу индукторы ретінде индолилмай қышқылы (ИМҚ), нафтилсірке қышқылы (НСҚ) және 
индолилсірке қышқылы жақсы ұсынылды [26].

Қарқаралы бөріқарақатын тамырлату бойынша тәжірибелер макротұздар құрамы екі есе 
азайтылған Мурасиге және Скуг қоректік ортасында жүргізілді. Ризогенез индукторы ретінде 
ИМҚ 1,0 мг/л; 1,5 мг/л концентрациялары қосылды. Содан соң, өсімдіктер тұрақты фотоке-
зеңділікке ауыстырылды (Кесте 4). 

   

1-½МС ИМҚ 1,0 мг/л қоректік 
ортасы Іле бөріқарақат

2--½ МС ИМҚ 1,5 мг/л қоректік 
ортасы Қарқаралы бөріқарақаты

Сурет 4. Бөріқарақаттың екі түрінің микроөркендерінің тамырлануы

Тамыр түзілудің жоғарғы коэффиценті Қарқаралы бөріқарақаты бойынша ИМҚ 1,5 мг/л 
қосылған ½MS қоректік ортасында алынды. Тамырлар саны 5,2 дананы құрады, орташа ұзын-
дығы 1,7 см (Кесте 4). 

Гормондар қосылмаған қоректік орталарда тамырлану коэффицентті төмен болды.
ИМК 1,0 мг/л  гормоны  қосылған ½МС қоректік ортасында 3,8 дана тамыр пайда болды. 

Авторлар тәжірибелерінде Berberis aristata өсімдігін тамырландыруда жақсы өскен өркендерді 
ИМҚ (25-100 мкМ) жоғары концентрациясында әртүрлі уақыт аралығында (24 -72 сағ)  өңдеп, 
кейн оларды ½WPM қоректік ортасына көшірді. Зерттеу нәтижелері бойынша 28 тәуліктен 
соң, 50 мкМ ИМҚ –да 24 сағат өңделіп, ½WPM қоректік ортасына көшірілген Berberis aristata 
өсімдігіннің тамыр түзілу пайызы 71,6-ны құрады [27].

Осыған орай, бөріқарақаттың екі түрін тамырлату үшін ИМҚ аз мөлшерінің тиімділігі 
төмен болды. Сонымен, Қарқаралы бөріқарақаты микроөркендерінің тамырлануы үшін өсіру-
дің 50 ші күнінде ИМК 1,5 мг/л гормоны қосылған ½ МС қоректік ортасы тиімді болды. Онда 
тамырланған микроөркендер саны 5,2 см құрады. 

Қорытынды. Қорытындылай  келе, Іле  және Қарқаралы бөріқарақатының қолтық бүршік-
терін зарарсыздандыру үшін 0,5% «Доместос» (7 мин) ертіндісі тиімді болды. Бөріқарқаттың 
екі түрінің негізгі өркен регенерациясы үшін БАП 0,5 мг/л, ГҚ 1,0 мг/л, ИМҚ 0,01 мг/л гормон-
дары қосылған МС қоректік ортасы оңтайлы болды.  

Іле бөріқарақаты микроөркендерінің тамырлануы үшін ИМҚ 1,0 мг/л гормондары қосылған 
½ МС қоректік ортасын қолдану тиімді болып табылады. Өсірудің 50-күнінде 4,2 дана тамыр 
пайда болды. Қарқаралы  бөріқарақаты микроөркендерінің тамырлануы үшін ИМҚ 1,5 мг/л 
гормондары қосылған ½ МС қоректік ортасы қолданылды.

Осыған орай, ½МС  ИМК 1мг/л қосылған қоректік ортасы іле бөріқарақаты микроөркен-
дерінің тамырлануы үшін оңтайлы болып табылады. Онда тамырланған микроөркендер саны 
5,2 см құрады. 
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Қаржыландыру. 
Жұмыс 2018-2020 жж ИРН BR05236334 «Биологиялық әртүрлілікті сақтау және биотехно-

логияның ресурстық базасын қамтамасыз ету үшін микроорганизмдердің биобанкін, жасуша 
культурасын, геномдық және гендік-инженерлік материалдарды құру» ғылыми-техникалық 
бағдарламасы аясында, Қазақстан Республикасы Білім және ғылым Министрлігінің қаржылық 
қолдауымен «Биоәртүрлілікті сақтау үшін сирек кездесетін және жойылып бара жатқан 
өсімдіктер түрлерінің жасушалары мен ұлпаларының in vitro топтамасын құру» жобасы бой-
ынша  жүргізілді.
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Оптимизация условий культивирования in vitro редких и исчезающих видов барбариса 
илийского (Berberis iliensis) и барбариса каркаралинского  (Berberis karkaralensis)

Аннотация. На сегодняшний день многие живые организмы подвергаются нега-тивному влиянию 
из-за изменения климата и антропогенной деятельности, что приводит к сокращению их численности. 
Одними из таких редких и исчезающих видов растений являются барбарис илийский (Berberis iliensis) и 
барбарис каркаралинский (Berberis karkaralensis). Данная работа посвящена изучению оптимизации усло-
вий культивирования редких и исчезающих видов барбариса илийского и барбариса каркаралинского в 
условиях in vitro. 

Для получения стерильных и жизнеспособных эксплантов в качестве стерилизующего агента исполь-
зовался раствор 0,5% «Доместос» (7 мин). Для регенерации основного побега барбариса оптимальной 
питательной средой является Мурасиге и Скуга с добавлением бензиламинопурина 0,5 мг/л, гибберли-
новой кислоты 1,0 мг/л, индолилмасляной кислоты  0,01 мг/л, где регенерация для барбариса илийского 
составила  80%, барбариса каркаралинского - 70%.

Для мультипликации микропобегов Berberis iliensis оптимальным является питательная среда Квори-
на-Лепуавра с добавлением бензиламинопурина, 0,75 мг/л. Количество образовавшихся микропобегов 
составило 3,6 штук на эксплант.

Корнеобразование является одним из сложнейших этапов в микроклональном размножении. Для 
укоренения микропобегов барбариса каркаралинского использовали питательную среду ½ Мурасиге и 
Скуга добавлением индолилмасляной кислоты, 1,5 мг/л.

Ключевые слова: Berberis iliensis, Berberis karkaralensis, in vitro, мультипликация, укоренение, микро-
клональное размножение.
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Optimization of in vitro cultivation conditions for rare and endangered species of 
Berberis iliensis and Berberis karkaralensis

Abstract. Today, many living organisms are negatively affected by climate change and anthropogenic 
activities, which leads to a decrease in their numbers. One of these rare and endangered plant species is 
the Ili barberry (Berberis iliensis) and the Karkaraly barberry (Berberis karkaralensis). This work is devoted to 
the optimization study of the cultivation conditions for a rare and endangered species of Ili barberry and 
Karkaralinsky barberry in vitro.

To obtain sterile and viable explants, the sterilizing agent was a solution of 0.5% «Domestos» (7 min). For 
the regeneration of the main shoot of the barberry, the optimal nutrient medium is Murashige and Skoogwith 
the addition of 6-benzylaminopurine- 0.5 mg/l, gibberellic acid- 1.0 mg/l, indole-3-butyric acid -0.01 mg/l, where 
regeneration was 80% for the Ili barberry, barberry karkaralinsky - 70%.

For the multiplication of Berberis iliensis microshoots, the Quoirin & Lepoivre culture medium with the 
addition of 0.75 mg/l - benzylaminopurine is optimal; the number of microshoots formed was 3.6 per explant.

Root formation is one of the most difficult stages in micropropagation.
For the rooting of microshoots of Karkaralinsky barberry, a nutrient medium of ½ Murashige and Skoog was 

used with the addition of indolylbutyric acid -1.5 mg/l.
Key words: Berberis iliensis, Berberis karkaralensis, multiplication, rooting, micropropagation
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Computer analysis of the antineoplastic activity of betulin 
derivatives

Abstract. The paper provides an overview of the use of various betulin derivatives. There are 
represented conclusions of in-silico research of betulin, betulinic acid, betulinic diacetate, 
allobetulinol. There has been used OSIRIS software for in silico analysis PASS, Molinspiration. 
Obtained results of the study show that after summarizing of all forecasts betulin and betulinic 
acid are potential compounds for getting more efficient and active products for producing of 
antitumor pharmaceuticals. Betulin diacetate is proper according to various theoretic terms but 
has a high probability to be an irritant mediator. Also, this substance shows the worst compliance 
with Lipinski rule. According to PASS forecast all the investigated compounds have substantial 
prospect to be used as the basis for producing new highly effective anticancer pharmaceuticals.
Keywords: botulin, betulin diacetate, betulinic acid, allobetulinol, in silico, PASS, Molinspiration, 
OSIRIS Property Explorer, Lipinski rule.

DOI: https://doi.org/10.32523/2616-7034-2020-132-3-57-68

Introduction. In pharm chemistry, natural substances and their derivatives are widely used when 
developing new preparations. One of them is the basic constituent of birch bark - betulin - lupane 
alcohol. It has substantial synthetic abilities and a multiplicity of pharmacologic influences, which 
makes it a prospective compound for synthesis of N-containing cyclic compounds with a different 
types of bioactivity [1–10]. The triterpenoids of a lupan series are interesting for researchers because 
of the wide range of their biomedical features and availability of the natural compounds: betulin, 
betulinic and betulonic acids, betulin aldehyde, beta-sitosterol and suberin      [11, 12, 21–27, 13–20]. 

In the study [28] several betulin acyl derivatives were synthesized and their antiviral activity against 
influenza A (H7N1), herpes simplex type I (VGP-I), ESNO 6 and HIV-1 was studied in comparison 
with previously synthesized acylates and initial terpenoids. It was found that betulin and betulinic 
acid acylates in general do not have an advantage in inhibiting the reproduction of all the viruses 
used in comparison with betulinic acid, at the same time, the structural modification of the C3 and 
C28 positions of the triterpene backbone allows to slightly change the spectrum of antiviral action.

The cytotoxicity of N - ethyl-and N-methylpiperazinylamides of betulinic and glycyrrhetic acids 
against human embryonic kidney cells HEK293, lung adenocarcinoma A-549, breast carcinoma MCF-
7, neuroblastoma SH-SY5Y in vitro experiments was studied [29]. It was found that the obtained 
compounds have cytotoxic activity against both conditionally normal cells and cell lines of tumor 
origin. There is a more pronounced ability of betulinic acid amides to suppress the viability of tumor 
cells compared to N-ethylpiperazinylamide of glycyrretonic acid.

The conducted experiments [30] clearly indicate that the mechanism of antitumor action of amides 
and betulonic acid dipeptide is associated with a decrease in the expression of the Cyclin D1 gene in 
human leukemic cells CEM and MOLT-4, which leads to inhibition of cell division and subsequent 
apoptosis. The authors also found that under the influence of the studied compounds, the level of 
hTERT mRNA in leukemic cells decreases. According to the results obtained, one of the mechanisms 
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of antitumor action of the studied derivatives of plant triterpenes is inhibition of the expression of the 
hTERT gene. inhibition of this gene expression has been shown to lead to a loss of telomerase activity, 
which is likely to lead to telomere loss and chromosomal instability, which can also induce apoptosis.

The authors of the study [31] have shown that betulonic acid amides are more active antitumor 
agents in vitro than betulinic acid (p < 0.05), the mechanism of antitumor action of which is associated 
with the induction of apoptosis. One of the mechanisms is carried out through Fas receptors (CD95) 
belonging to the family of tumor necrosis factor (TNF) receptors that activate caspase-8, while the 
other pathway involves cytochrome c, Apaf-1 and caspase-9. The leading role in starting this pathway 
is played by the family of proteins Bcl-2. The different expression of these proteins and their binding 
proteins allows for very fine regulation of apoptosis.

The authors [32] studied the cytotoxic activity of 35 new betulinic acid derivatives in vitro, 50 % 
cytotoxic and inhibitory doses of which were in the ranges from 3.6 ± 1.3 to 98.2 ± 1.8 and from 0.69 
± 0.3 to 125.6 ± 3.1 microns, respectively. The apoptosis-inducing effect of the studied betulinic acid 
derivatives in human leukemia cells in culture was found. It was found that the greatest inducing 
effect (apoptosis is manifested in 27% of cells after 72 hours of incubation) is caused by the compound 
G-49 amide of betulinic acid. The most active derivatives of betulonic acid, which have high cytotoxic 
activity and induce apoptosis in MT-4 cells, increase the expression of Bcl-2 genes by 2-3 times, Cyclin 
D1-by 4-9 times. The mechanism of the apoptosis activation pathway by betulinic acid derivatives 
cannot be determined unambiguously and probably depends on the specific experimental conditions.

Induction of apoptosis under the action of betulin, betulinic acid and their derivatives, as a rule, is 
associated with the following [33]:

1) with direct regulation of the mitochondrial apoptotic pathway and impaired mitochondrial 
membrane potential;

2) release of cytochrome c from mitochondria into the cytosol;
3) increase in activated forms of polyribose polymerase, DNA fragmentation.
4) activation of initiator and effector caspases (3, 8 and 9).
The authors of the review study [34] discuss the prospects for the use of triterpenoids of the lupan 

series in medical practice. Among the native compounds, betulinic acid is of particular importance 
- a highly effective anti-cancer agent and an inhibitor of enterovirus ESNO6. The most promising 
semi-synthetic derivatives of the lupane series include amides, ureides, dipeptides and acylates of 
betulinic, betulonic and 3-oximinobetulonic acids, which have high anti-HIV activity, pronounced 
antitumor and organ protective effects. it is shown that the production of biologically active additives 
with betulin extract is actively developing.

Thus, in this work results of in silico study of betulin and its derivatives: betulinic acid, betulin 
diacetate, allobetulinol are presented. The analysis was carried out for revealing more predominant 
basic compound for development of biologically active derivatives with anticancer action.

Materials and Methods. Studied chemicals and their structures are given in Table 1.
Structural formulas and mol files generated using open internet resource http://molview.org/.
IUPAC and systematic names of studied compounds generated with ChemDrawUltra from 

CambridgeSoft.
PASS prediction carried out at web site http://pharmaexpert.ru/PASSonline/predict.php.
Molinspiration properties were taken from https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties 

with SMILES for generation models of molecules.
OSIRIS Property Explorer program by the link https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/ was 

used for analysis of properties of obtained compounds.
Results and Discussion
1. PASS prediction of anticancer properties
The PASS program used for prediction of anticancer activity of the studied structures (Table 2). It 

was defined that all the compounds have high possibility for antitumor activity 92.5 - 95.2%. Between 
directions of cancer betulin is more active against melanoma with 90.3% of probability, betulinic acid 
shows more activity against melanoma and lung cancer (80.0% and 81.5%), betulin diacetate is more 
specific to melanoma (88.9%), allobetulinol is effective against colorectal cancer (92.0%).

Computer analysis of the antineoplastic activity of betulin derivatives
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Table 1  
Studied preparations

№ Name Structural formula
1 Betulin

Systematic name Lup-20(29)-ene-3β,28-diol
Canonical SMILES
CC(=C)C1CCC2(C1C3CCC4C5(CCC(C(C5CCC4(C3(CC2)C)C)(C)C)O)C)
CO

2 Betulinic acid  

Systematic name (3β)-3-Hydroxy-lup-20(29)-en-28-oic acid
Canonical SMILES
CC(=C)C1CCC2(C1C3CCC4C5(CCC(C(C5CCC4(C3(CC2)C)C)(C)C)O)C)
C(=O)O

3 Betulin diacetate

Systematic name (3beta)-Lup-20(29)-ene-3,28-diyl diacetate
Canonical SMILES 
CC(=C)C1CCC2(C1C3CCC4C5(CCC(C(C5CCC4(C3(CC2)C)C)(C)C)
OC(=O)C)C)COC(=O)C
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4 Allobetulinol

IUPAC name (1R,4aR,6aR,6bR,8aR,10S,12aR,12bR,14aR,14bR)-
2,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethylicosahydro-1H-1,4a-(epoxymethano)picen-
10-ol
Canonical SMILES 
CC1(CCC23CCC4(C(C2C1OC3)CCC5C4(CCC6C5(CCC(C6
(C)C)O)C)C)C)C

Table 2
Results of PASS antitumor activity forecasting

№ Structure Anticancer activity (Pa, %)
1 Betulin 0.540 Anticarcinogenical

0.633 Antimetastatical
0.948 Antineoplastical
0.903 Antineoplastical (melanoma)
0.858 Antineoplastical (colorectal cancer)
0.853 Antineoplastical (colon cancer)
0.833 Antineoplastical (lung cancer)
0.803 Antineoplastical (breast cancer)
0.785 Antineoplastical (ovarian cancer)
0.737 Antineoplastical (cervical cancer)
0.698 Antineoplastical (thyroid cancer)
0.661 Antineoplastical (endocrine cancer)
0.596 Antineoplastical (carcinoma)
0.403 Antineoplastical (pancreatic cancer)
0.275 Antineoplastical (squamous cell carcinoma)
0.276 Antineoplastical (lymphocytic leukemia)
0.239 Antineoplastical (glioblastoma multiforme)
0.236 Antineoplastical (liver cancer)
0.181 Antineoplastical (glioma)
0.158 Antineoplastical (lymphoma)

2 Betulinic acid 0.493 Anticarcinogenical
0.624 Antimetastatical
0.925 Antineoplastical
0.230 Antineoplastical (brain cancer)
0.724 Antineoplastical (breast cancer)
0.550 Antineoplastical (carcinoma)

Computer analysis of the antineoplastic activity of betulin derivatives
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0.670 Antineoplastical (cervical cancer)
0.789 Antineoplastical (colon cancer)
0.794 Antineoplastical (colorectal cancer)
0.620 Antineoplastical (endocrine cancer)
0.164 Antineoplastical (glioblastoma multiforme)
0.160 Antineoplastical (liver cancer)
0.815 Antineoplastical (lung cancer)
0.158 Antineoplastical (lymphocytic leukemia)
0.800 Antineoplastical (melanoma)
0.708 Antineoplastical (ovarian cancer)
0.413 Antineoplastical (pancreatic cancer)
0.272 Antineoplastical (squamous cell carcinoma)
0.661 Antineoplastical (thyroid cancer)

3 Betulin diacetate 0.514 Anticarcinogenical
0.573 Antimetastatical
0.952 Antineoplastical
0.812 Antineoplastical (breast cancer)
0.648 Antineoplastical (carcinoma)
0.773 Antineoplastical (cervical cancer)
0.876 Antineoplastical (colon cancer)
0.879 Antineoplastical (colorectal cancer)
0.690 Antineoplastical (endocrine cancer)
0.238 Antineoplastical (glioblastoma multiforme)
0.178 Antineoplastical (glioma)
0.210 Antineoplastical (liver cancer)
0.859 Antineoplastical (lung cancer)
0.295 Antineoplastical (lymphocytic leukemia)
0.144 Antineoplastical (lymphoma)
0.889 Antineoplastical (melanoma)
0.835 Antineoplastical (ovarian cancer)
0.389 Antineoplastical (pancreatic cancer)
0.173 Antineoplastical (renal cancer)
0.301 Antineoplastical (squamous cell carcinoma)
0.735 Antineoplastical (thyroid cancer)

4 Allobetulinol 0.460 Anticarcinogenical
0.623 Antimetastatical
0.950 Antineoplastical
0.213 Antineoplastical (brain cancer)
0.573 Antineoplastical (breast cancer)
0.715 Antineoplastical (carcinoma)
0.395 Antineoplastical (cervical cancer)
0.917 Antineoplastical (colon cancer)
0.920 Antineoplastical (colorectal cancer)
0.724 Antineoplastical (endocrine cancer)
0.160 Antineoplastical (glioblastoma multiforme)
0.227 Antineoplastical (liver cancer)
0.883 Antineoplastical (lung cancer)
0.154 Antineoplastical (lymphoma)
0.551 Antineoplastical (melanoma)
0.318 Antineoplastical (multiple myeloma)
0.373 Antineoplastical (non-Hodgkin’s lymphoma)
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0.168 Antineoplastical (non-small cell lung cancer)
0.866 Antineoplastical (ovarian cancer)
0.328 Antineoplastical (pancreatic cancer)
0.178 Antineoplastical (renal cancer)
0.202 Antineoplastical (squamous cell carcinoma)
0.773 Antineoplastical (thyroid cancer)

2. Molinspiration analysis
The Molinspiration is used to define key properties of bioactivity of organic compounds based on 

their structures (Table 3).
 

Table 3 
Parameters of studied compounds computed with Molinspiration 

Property Betulin Betulinic acid Betulin diacetate Allobetulinol
An octanol-water partition 
coefficient miLogP 7,16 7,04 8,45 7,23

polar surface area TPSA 40,46 57,53 52,61 29,46
Number of atoms 32 33 38 32
Molecular mass MW 442,73 456,71 526,80 442,73
Hydrogen bond acceptors 
(all nitrogen or oxygen 
atoms) nON

2 3 4 2

Hydrogen bond donors 
(the total number of 
nitrogen–hydrogen and 
oxygen–hydrogen bonds) 
nOHNH

2 2 0 1

Number of violations of 
Lipinski rule nviolations 1 1 2 1

Number of rotating bonds 
nrotb 2 2 6 0

Volume 469,86 472,04 542,89 465,32

We have checked compliance of studied structures with various rules and indicators for possibility 
of structures to be used as drugs (Lipinski rule, bioavailability, Ghose filter, lead likeness, Muegge 
filter, Veber filter). The result of the analysis is shown in the Table 4.

Table 4
Drug likeness parameters of studied compounds in compliance with various rules

Drug likeness Betulin Betulinic acid Betulin diacetate Allobetulinol
Lipinski rule 80.0% 80.0% 60.0% 80.0%
Bioavailability 85.7% 85.7% 71.4% 85.7%
Ghose 75.0% 75.0% 50.0% 50.0%
Lead likeness 80.0% 60.0% 60.0% 80.0%
Muegge 85.7% 85.7% 85.7% 85.7%
Veber filter 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%

Computer analysis of the antineoplastic activity of betulin derivatives
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Betulin diacetate passes through fewer filters and is the least proper structure for creation of 
bioactive derivatives for production of pharmaceuticals. Contrarily betulin is more proper. Betulinic 
acid also has prospects to be a convenient origin for creation more active derivatives.

The Molinspiration program was applied for computing bioactivity score (Table 5). Typically, the 
less value of bioactivity score a substance shows, the more active it in that field. It is well-known, 
that generally anticancer pharmaceuticals are good kinase inhibitors, so this effect is an appropriate 
criterion for prediction of antitumor activity of biopreparations. From the table all the studied 
compounds show activity as a kinase inhibitor. The most active is betulinic acid with bioactivity score 
for Kinase inhibitor of -0.50. The least active kinase inhibitor is allobetulinol.

Table 5
Molinspiration analysis of bioactivity score

Bioactivity Betulin Betulinic acid Betulin diacetate Allobetulinol
GPCR ligand 0,21 0,31 0,10 0,21
Ion channel modulator -0,04 0,03 -0,08 0,02
Kinase inhibitor -0,41 -0,50 -0,48 -0,24
Nuclear receptor ligand 0,85 0,93 0,66 0,49
Protease inhibitor 0,09 0,14 0,06 0,15
Enzyme inhibitor 0,51 0,55 0,38 0,46

3. OSIRIS Property Explorer analysis
OSIRIS Property Explorer is a program used for obtaining forecasts about toxicity properties 

(reproductive effects, irritant, tumorgenicity, mutagenicity) and critical properties of compounds and 
analytical criteria as drug-likeness and drug-score computed on the basis of molecule structure. The 
data on researched structures obtained with OSIRIS Property Explorer are presented in Table 6.

Drug-likeness shows similarity of investigated compound to general used drugs. Positive drug-
likeness value means that the molecule structure has mostly fragments, which are usually present in 
conventional drugs. From this point of view allobetulinol is more prospective with the value of drug 
likeness of -1.32.

The drug score combines drug likeness, cLogP, logS, molecular mass and toxicity risks in one 
convenient value that may be used to judge overall potential of compound to qualify for a drug [35].

From the point of view of toxicity betulin, betulinic acid and allobetulinol are characterized as a no 
risk compounds, betulin diacetate – a medium risk compound.

Table 6 
Results of analysis of studied compounds using OSIRIS Property Explorer software

Properties Betulin Betulinic acid Betulin diacetate Allobetulinol
Mutagenicity 0 0 0 0
Tumorgenicity 0 0 0 0
Irritant 0 0 1 0
Reproductive effects 0 0 0 0
cLogP 6,72 6,37 7,69 6,31
Solubility -6,3 -6,28 -7,12 -6,49
Molweight 442 456 526 442
TPSA 40,46 57,53 52,6 29,46
Druglikeness -23,93 -21,49 -20,49 -1,32
Drug-Score 0,15 0,15 0,06 0,18

N.L. Shapekova, R.Z. Safarov
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Conclusion. Thus, research conducted shows that summarizing of all forecasts, betulin and 
betulinic acid are prospective compounds for creation more effective semiproducts for obtaining of 
antitumor drugs. Betulin diacetate is proper based on various theoretical conclusions but has a high 
probability to be an irritant agent. Additionally, it is the least compliant with Lipinski rule. PASS 
forecast shows that all the investigated compounds have substantial potential to be used as the origin 
for creation of new highly effective anticancer pharmaceuticals.
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Н.Л. Шәпекова, Р.З. Сафаров
Л.Н. Гумилев атындағы Еуразия ұлттық университеті, Нұр-Сұлтан, Қазақстан

Бетулин туындыларының ісікке қарсы белсенділігін компьютерлік талдау

Аңдатпа. Мақалада бетулиннің әртүрлі туындыларын қолдануға шолу жасалады. Сондай-ақ, бету-
лин, бетулин қышқылы, бетулин диацетаты, аллобетулинолды in silico зерттеу нәтижелері ұсынылған. In 
silico талдау үшін PASS, Molinspiration, OSIRIS бағдарламалары қолданылды. Зерттеулер көрсеткендей, 
барлық болжамдарды жинақтағаннан кейін бетулин мен бетулин қышқылы ісікке қарсы препараттарды 
алу үшін тиімді және белсенді туындыларды алу үшін перспективалы құрылым болып табылады. Бету-
лин диацетаты көптеген теориялық жағдайларға сәйкес келеді, бірақ тітіркендіргіш агент ретінде әсер 
етудің жоғары ықтималдығын көрсетеді. Ол сондай-ақ, Липинский ережесіне ең аз сәйкестікті көрсетеді. 
PASS болжамын талдау негізінде зерттелген барлық құрылымдар жаңа жоғары тиімді ісікке қарсы пре-
параттарды алу үшін негіз ретінде пайдалану үшін айтарлықтай әлеуетке ие.

Түйін сөздер: бетулин, бетулин қышқылы, бетулин диацетаты, аллобетулин, in silico, PASS, 
Molinspiration, OSIRIS Property Explorer, Липинский ережесі.

Н.Л. Шапекова, Р.З. Сафаров
Евразийский национальный университет имени Л.Н. Гумилева, Нур-Султан, Казахстан

Компьютерный анализ противоопухолевой активности бетулиновых производных

Аннотация. В статье представлены обзор применения различных производных бетулина, а также 
результаты in silico исследования бетулина, бетулиновой кислоты, диацетата бетулина, аллобетулинола. 
Для анализа in silico были использованы программы PASS, Molinspiration, OSIRIS. Проведенные исследо-
вания показывают, что после обобщения всех прогнозов бетулин и бетулиновая кислота являются пер-
спективными структурами для получения более эффективных и активных производных для получения 
противоопухолевых препаратов. Диацетат бетулина является подходящим исходя из многих теоретиче-
ских условий, но показывает высокую вероятность воздействия в качестве раздражающего агента. Так-
же он проявляет наименьшее соответствие правилу Липинского. На основе анализа прогноза PASS все 
изученные структуры обладают значительным потенциалом для использования в качестве основы для 
получения новых высокоэффективных противоопухолевых препаратов.

Ключевые слова: бетулин, бетулиновая кислота, диацетат бетулина, аллобетулинол, in silico, PASS, 
Molinspiration, OSIRIS Property Explorer, правило Липинского.
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Tbsv encoded capcid protein p41 triggers resistance in solanum lycopersicum

Abstract: Efficient infection of Nicotiana benthamiana plants with wild type Tomato bushy stunt 
virus (TBSV) is influenced by expression of protein P19, which is a potent RNAi suppressor. The 
capsid protein (СР) P41 is required for virion formation and facilitates long distance movement of the 
virus. Along with RNAi suppression, P19 protein is involved in the development of severe disease 
symptoms in N. benthamiana and elicitation of Hypersensitive Response (HR) in tobacco. Our results 
show that wild type TBSV infection of Solanum lycopersicum (cv. Money maker) triggers resistance to 
the virus. Despite detectable accumulation levels of P19 protein in leaf and root tissues, the infection 
was not accompanied with obvious disease symptoms. Contrastingly, inoculation with TBSV mutant, 
lacking capsid protein P41 demonstrated susceptibility to TBSV. Moreover, Chl-FI analysis of plants 
infected with virus exhibited significant changes in metabolism. Our data suggests that in response to 
CP expression tomato plants have evolved defense mechanisms to resist viral infection.
Key words: Tomato bushy stunt virus, capsid protein, virions, resistance, Solanum lycopersicum.
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Solanum lycopersicum өсiмдiгiнде резистенттiлiк жауаптың tomato bushy stunt virus (tbsv) 
вирусының р41 капсидтiк ақуызымен белсендiрiлуi

Аннотация. Tomato bushy stunt virus (TBSV) вирусымен кодталатын Р19 ақуызы РНҚ интер-
ференцияның қуатты супрессоры болып табылады және Nicotiana benthamiana өсiмдiктерiнiң 
вируспен жұқтырылуында маңызды рөл атқарады. Р19 ақуызының экспрессиясы вируспен 
зақымдануы айқын көрiнiс бередi де, өсiмдiктiң толық коллапсына әкелiп соқтырады. Сонымен 
қатар супрессорлық Р19 ақуызы Nicotiana tabacum өсiмдiгiнде гиперсезiмталдық реакциясын 
белсендiруге жауапты. Вирустың Р41 капсидтiк ақуызы вирион құрылымын қалыптастырып, 
өсiмдiк бойымен таралауын қамтамасыз етедi. Алынған зерттеу нәтижелерi TBSV вирусының 
жабайы типiнiң инфекциясы Solanum lycopersicum (Money maker сұрыбы) қызанақ өсiмдiгiн-
де вирусқа қарсы төзiмдiлiк жауабын тудыратынын анықтады. Өсiмдiктiң тамыр және жапы-
рақ ұлпасында Р19 ақуызының жинақталуына қарамастан вируспен зақымдалудың сыртқы 
көрiнiсi нашар байқалды. Алайда, Chlorophyll Fluorescence Imaging system (Chl-FI) сараптама-
сы вируспен зақымдалған өсiмдiктерде жасушаiшiлiк метаболизмiнiң өзгеруiн анықтады. Ал 
вирустың капсидтiк ақуызы экспрессияланбайтын мутантпен инфекция тудырғанда, қызанақ 
өсiмдiктерi жоғары сезiмталдық көрсетiп, жүйелiк некрозға ұшырады. Зерттеу нәтижелерi 
қызанақтың Money maker сұрыбында TBSV вирусына қарсы қорғаныс механизмдерi вирустық 
капсидтiк ақуыз Р41-дi тану арқылы белсендiрiлетiнiн көрсетедi.
Түйiн сөздер: Tomato bushy stunt virus (TBSV), вирус, капсидтiк ақуыз, вирион, Solanum 
lycopersicum, резистенттiлiк, РНҚ-интерференция.
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Капсидный белок р41 вируса tomato bushy stunt virus (tbsv) активирует 
резистентность у растений вида solanum lycopersicum

Аннотация. Кодируемый вирусом Tomato bushy stunt virus (TBSV), белок Р19 является мощным 
супрессором РНК интерференции и играет важную роль при инфекции растений Nicotiana 



benthamiana, которая характеризуется ярко выраженными симптомами заболевания и систем-
ным коллапсом. Кроме того, белок Р19 является элиситором гиперчувствительного ответа у 
Nicotiana tabacum. Капсидный белок вируса Р41 формирует вирионы и способствует развитию 
системной инфекции. Полученные нами данные показали, что при инфекции диким типом 
TBSV у растений вида Solanum lycopersicum (сорт Money maker) активируется резистентный 
ответ. Несмотря на системную аккумуляцию белка супрессора Р19 в листьях и корнях, у расте-
ний не проявляются видимые симптомы заболевания. Однако анализ Chlorophyll Fluorescence 
Imaging system (Chl-FI) показал, что в инфицированных вирусом растениях происходят значи-
тельные изменения метаболизма. Более того, инфекция растений мутантом TBSV по капсид-
ному белку приводит к системному некрозу гибели растений. Полученные данные указывают 
на то, что у томатов выработаны защитные механизмы в ответ на экспрессию капсидного белка 
Р41 вируса TBSV.
Ключевые слова: Tomato bushy stunt virus (TBSV), капсидный белок, вирион, Solanum 
lycopersicum, резистентность, РНК-интерференция.
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