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ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями.

In vitro – в стекле (вне живого организма – в пробирке, в чашке Петри, в колбе).

Биомасса – масса клеток, образующаяся в результате жизнедеятельности, например, биомасса каллусных клеток.

Эксплант – фрагмент ткани или органа, инкубируемый самостоятельно или используемый для получения первичного каллуса.

Интродуценты – Растения, выращенные в грунте за пределами ареала их природного распространения.

Клональное микроразмножение - получение in vitro, неполовым путем, генетически идентичных исходному экземпляру растений.

Закрытая корневая система – выращивания посадочного материала в контейнерах с применением   различных субстратах.

ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	МС
	 –
	питательная среда Мурасиге и Скуга

	DKW
	–
	Питательная среда (Драйвер (Driver) и Куниюки (Kuniyuki))

	FeEDDHA
	–
	Этилендиаминдигидроксифенилацетат железа

	БАП 
	 –
	6-бензиламинопурин

	ИУК 
	 –
	индолилуксусная кислота

	ИМК 
	 –
	индолилмасляная кислота

	ГК 
	 –
	гибберелловая кислота

	НУК 
	 –
	(-нафтилуксусная кислота

	АС 
	 –
	аскорбиновая кислота

	Кр 
	 –
	коэффициент размножения

	ПВП 
	 –
	поливинилпирролидон

	РРР 
	 –
	регуляторы роста растений

	NH4NO3
	 –
	Нитрат аммония

	CaCl2 
	 –
	Хлорид кальция

	MgSO4 
	 –
	Сульфат магния

	КH2РО4 
	 –
	Гидрофосфат калия

	КNО3 
	 –
	Нитрат калия

	Н3ВО3 
	 –
	Борная кислота

	CoCl2 
	 –
	Хлорид кобальта

	CuSO4 
	 –
	Сульфат меди(II)

	FeSO4 
	 –
	Сульфат железа(II)

	MnSO4 
	 –
	Сульфат марганца(II)

	КІ
	 –
	Йодид калия 

	Na2МoО4 · 2Н2О
	 –
	Молибдат натрия

	ZnSO4·7H2О 
	 –
	Сульфат цинка

	NaFe-ЭДТА
	 –
	Натрий железная соль этилендиаминтетрауксусной кислоты


ВВЕДЕНИЕ

Актуальность исследований. Грецкий орех – один из ведущих в мире орехоплодных культур, он, интересен не только своей биологией, экологией, географией и историей, но и большой практической значимостью [1]. Плоды грецкого ореха содержат много витаминов, они имеют высокую питательную ценность, а в западных странах ее рекламируют как эликсир молодости. Из литературы известно, что наряду с обычным набором витаминов и микроэлементов, плоды грецкого ореха богаты большим набором органических кислот, содержанием эфирного масла, дубильных веществ, солями железа и кобальта, которые выполняют важные физиологические функции в организме человека [2].


Опыт ученых зарубежных стран [3] доказывает, что грецкий орех высокорентабельна, так как имеет большие доходы при малых инвестициях. При использовании для закладки плантаций 2-летних саженцев уже на 5-6-й год после посадки растений по схеме 10 х 6 м урожай ореха может достигать 0,64-0,96 т/га и более. Стоимость 1 кг ядра за рубежом составляла от 4.8-8.2 евро/кг [4]. 


 Грецкий орех является широко распространенной культурой в Европе, Америке, Китай и в странах СНГ. Климатические условия юга и юго-востока Казахстана благоприятны для плантационного выращивания грецкого ореха, что позволяет в перспективе получать здесь высокие урожаи, адаптировав технологию и подобрав сорта. 

Повышенный интерес к выращиванию грецкого ореха среди фермерских хозяйств и частных сельхозтоваропроизводителей, а также высокий потребительский спрос на внутреннем и внешнем рынках стимулировали проведение исследований по интродукции, адаптации и по получению качественного посадочного материала с использованием прогрессивных технологии возделывания грецкого ореха в условиях Казахстана.  
Выращивание грецкого ореха в промышленных масштабах развивается не только в Казахстане, но и в других стран СНГ. В 2014 году выращивание и реализация грецкого ореха была сосредоточена в основном в подсобных хозяйствах Туркестанской области [5]. По данным Агентства по статистике Республики Казахстан, площадь посевов грецкого ореха в 2017 году составила 1415,1 га., тогда как этот показатель в 2013 году был всего 0,5 га, а среднегодовой объем производства за этот период вырос на 99% [6]. Южные регионы Казахстана имеют сельскохозяйственные ландшафты, наиболее подходящие для выращивания орехов. Благодаря государственной программе «Жангак 2050» в 2017 году на территории Алматинской и Туркестанской областей частные сельскохозяйственные предприятия расширяли плантации грецкого ореха [7]. Таким образом, более 95% грецкого ореха выращиваются на юге, юго-востоке Казахстана в Алматинской области (822 га, 2019 г) и Туркестанская область (611,4 га, 2020 г.), а также небольшая часть в личных приусадебных участках Жамбылской и Кызылординской областей (288 га, 2016 г.) (stat.gov.kz).

В нашей стране сорта и формы грецкого ореха недостаточно зимостойки и, как следствие, надземная часть растений периодически повреждается от действия низких температур. Отсутствие саженцев производственно-перспективных скороплодных сортов и форм грецкого ореха также является основной проблемой для плантационного выращивания грецкого ореха.
Высококачественный посадочный материал является гарантом продуктивности сада и качеством получаемой продукции. В связи с этим увеличение выращивания высококачественного элитного материала перспективных сортов грецкого ореха будет способствовать росту площадей насаждений и получению конкурентоспособной продукции. 

Объект исследований: Интродуцированные формы и сорта грецкого ореха.

Научная новизна: впервые в условиях юга и юго-востока Казахстана изучены биологические особенности 537 форм и сортов грецкого ореха местного происхождения и интродуцированных из Китая, Турции. Для создания коллекции ценных генотипов грецкого ореха отобраны 39 форм, которые оценены по зимостойкости, скороплодности, качеству плодов, устойчивости к вредным организмам, генетической стабильности. Проведена паспортизация посадочного материала молекулярно-генетическими методами.
В целях ускоренного размножения грецкого ореха отработан протокол микроклонального размножения для исследуемых генотипов с использованием хелата железа в форме Этилендиамин ди-2-гидроксифенилацетат железа (FeEDDHA) и флороглюцинола, модифицированы питательная среда для укоренения и субстрат для адаптации.
Практическая ценность полученных результатов заключается в создания коллекции из 39 ценных генотипов грецкого ореха пригодных для выращивания в условиях юга и юго-востока Казахстана. Результаты генотипирования отобранных перспективных сортообразцов и форм, оценка генетической стабильности адаптированных in vitro растений грецкого ореха позволят определить стратегию селекционной работы при созданий новых отечественных сортов.

Внедрение протокола микроклонального размножения грецкого ореха позволит ускоренным методом размножать отобранные сорта и формы для всех пригодных для выращивания грецкого ореха районах. Воспроизводимость протокола достаточно высока и может внедряться во всех специализированных биотехнологических лабораториях. 
Масштабная реализация представленной научной разработки будет способствовать решению проблемы обеспечения садоводов высококачественным посадочным материалом ценной для Казахстана культуры. Внедрение биотехнологических методов в агропроизводство элитных саженцев будет способствовать созданию новых рабочих мест, а обмен сортами in vitro и научными разработками укрепит международные научные связи. 

Внедрение биотехнологии в практическое садоводство, в частности клональное микроразмножение, повысит эффективность производства саженцев и приведёт к ресурсосбережению воды и земельных площадей.  

Коммерчески-важные казахстанские сорта и формы грецкого ореха in vitro могут быть объектами коммерциализации и агробизнеса. 

Связь с другими научно-исследовательскими работами.  Данная диссертационная работа выполнялась в лаборатории биотехнологии растений РГКП «Иссыкский государственный дендрологический парк» Министерства экологии, геологии и природных ресурсов Республики Казахстан в рамках грантового проекта:
- AP05134783 «Ускоренные методы создания коллекции высокоадаптивных сортов и форм грецкого ореха (Juglans regia L.) в Казахстане» (Регистрационный номер 0118РК00730) 2018-2020 гг.
Цель работы: Ускоренное получение посадочного материала перспективных сортообразцов и форм грецкого ореха (Juglans regia L.) с повышенной адаптационной устойчивостью и высокими качественными характеристиками плодов на основе биотехнологии. 
Основные задачи работы. 

1. Отбор перспективных сортообразцов и форм грецкого ореха для их последующего размножения. 

2. Подбор питательных сред для введения в культуру in vitro и клональное микроразмножение перспективных генотипов и их последующее укоренение.

3. Подбор субстратов и условии адаптаций in vitro растений грецкого ореха в условиях ex vitro.  
4. Разработать протокол клонального микроразмножения грецкого ореха.
Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Методические основы отбора и размножения перспективных форм грецкого ореха.
2. Использование молекулярно-генетических методов при изучений гентического разнообразия ореха J. Regia и оценке генетической стабильности адаптированных in vitro растений грецкого ореха.

3. Особенности регламента микроклонального размножения грецкого ореха.
4. Прикладное значение результатов исследования.

Публикация результатов исследований. По материалам диссертации опубликовано 7 научных  трудов,  в том числе: 2 - в изданиях рекомендованных Комитетом по контролю в сфере образования и науки МОН РК и 2 - в материалах международных конференций, 1 - в зарубежном журнале , 2-входящую в базу данных Scopus. Основные результаты диссертации опубликованы в выше указанных трудах автора, которые излагают полноту материалов диссертации.

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 109 страницах, включает 13 таблиц и 34 рисунков. Состоит из введения, трёх глав, заключения. Список использованной литературы включает 259 источников. 

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 

1 Обзор литературы
1.1  Ареал распространения грецкого ореха Juglans regia L.
Орех грецкий, согласно академику Н.И. Вавилову, естественно распространен в трех первичных генцентрах северного полушария [6]. В результате многовековой доместикации сформировались вторичные культурные генцентры его распространения (Франция, Испания, Италия, Молдова, Украина, Северная и Латинская Америка), которые в настоящее время являются основными производителями ореха [7]. Лидируют США, где средняя урожайность орехов составляет 3,5 т/га [8]. 

Вид Juglans regia L. (орех грецкий, орех персидский, орех английский) особенно популярен в Великобритании, а также в США, в Калифорнии. Это основные виды деревьев, произрастающих в регионе от Балканского полуостровов на восток, к Гималаям и на юго-запад Китая. Крупнейшие леса находятся в Кыргызстане, где деревья встречаются в обширной части гор, почти чистых 14 ореховых лесах на 1000-2000 м над уровнем моря - в частности, на Арсланбобе в Джалал-Абадской области [9, 10].

В современную эпоху наиболее крупными очагами культуры ореха являются Балкано-Переднеазиатский очаг; Среднеазиатский очаг; Гималайский очаг [11, 12]. 
В странах СНГ также сосредоточены наиболее крупные ореховые леса и в настоящее время для дальнейшего расширения площади садовой культуры имеются большие перспективы, хотя до 90–х годов ХХ столетия размножение этой культуры как плодового дерева не получило достаточно широкого размаха. Раньше создавались искусственные ореховые насаждения в основном лесного типа, т.е. очень загущенные и главная их функция была противоэрозионная. Чаще всего их выращивали на крутых эрозионно опасных и оползневых опасных склонах. Из-за высокой плотности такие насаждения обычно не дают хороших урожаев и высококачественной древесины. До недавнего времени орех в Таджикистане не выращивался в культуре, за исключением Северного Таджикистана [13]. Местное население бережно относилось к ореховым деревьям, сохраняя их лучшие формы, о чем свидетельствуют сохранившиеся до сих пор огромные деревья ореха среди старых пашен, возраст которых трудно определить даже приблизительно. Небольшие ореховые массивы и отдельные деревья на приусадебных участках представляют особую ценность для селекционеров. Как указывает М.Г.Попов [14], этот "природный генофонд" перешел таджикскому народу с первых шагов его земледельческой культуры [15]. 

Франция является первой в мире страной, где грецкий орех начал возделываться на сортовой основе. За более чем 200-летний период здесь сформировался надежный сортимент этой культуры. Лучшими сортами в настоящее время здесь являются: Grandjean, Corne, Franquette, Marbat, Mayette, Parissiene, Soleze, Lara, Fernor. Последние 3 сорта получены недавно. 
В США основные посадки грецкого ореха размещены в штате Калифорния. 82 тыс. га, занятые грецким орехом составляет 15% от площади всех плодовых культур штата. Наибольшее распространение в посадках имеют сорта: Payne, Eureka, Hartley, Franquette, Serr, Asley, Sunland, Chico, Vina, Tehamo, Amigo, Tulare, Pedro, Howard, Chandler, Cisco. 

В Италии возделываются в основном два сорта: Sorento и Corniola. 
Румынский сортимент грецкого ореха включает сорта: Sibisel precoce, Sibisel 44, Germisara, Sarmis, Orastie, Geoagiu 65, Novaci, Susita, Victoria, Pestisani. 
В Венгрии больше всего распространены сорта: Alsoszentivani 117, Milotai 10, Tisasecsi 10 [3] 

В настоящее время грецкий орех коммерчески культивируется по всей Южной Европе, Северной Африке, Восточной Азии, США и Западной части Южной Америки (рисунок 1).
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[image: image3]Рисунок 1 - Ареал распространения грецкого ореха (Juglans regia L.) (www.euforgen.org)
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отмечены места распространения грецкого ореха.
Мировое производство грецкого ореха увеличилось в течение нескольких лет, и наибольший рост наблюдается на азиатском континенте. В настоящее время Китай считается одной из основных стран-производителей грецких орехов. Ежегодное мировое производство грецкого ореха в 2018 году составило 36 62 507 метрических тонн с площади 11 59 484 га, в которой Китай, США, Иран, Турция, Мексика и Индия внесли 1586367 тонн, 613260 тонн, 409562 тонны, 215000 тонн, 159535 тонн и 32500 тонн соответственно (http://faostat.fao.org/faostat/) [16]. В Индии северо-западные штаты Гималайского региона, включающие Джамму и Кашмир, Химачал-Прадеш и Уттраханд, производят большую часть всего грецкого ореха, в котором Джамму и Кашмир производят наибольшее количество и лучшее качество грецких орехов [17] . Грецкий орех однодомный, несущий мужские и женские цветки отдельно на одном. Он самосовместим, но с наиболее распространенной протандрией, а иногда и протогинией уровень перекрестного опыления остается высоким. Из - за его высокого аллельного разнообразия и семенное размножениес годами в местных районах грецкого ореха наблюдается растущее разнообразие по размеру орехов, форме, толщине и цвету скорлупы, качеству и цвету ядра и другим морфологическим признакам [18].  Для изучения этой изменчивости были проведены обширные исследования зародышевой плазмы в Иране [19], Центральной Азии. Северо-западных Гималаев Индии, Пакистана, Китая, Италии, Балкан, Греции и Анатолийского плато.[20, 21, 22]. 
Грецкий орех обыкновенный (Juglans regia L.) - экономически важная древесная порода, высоко ценящаяся за свою древесину и съедобные орехи. Этот вид хорошо растет практически во всех частях света с умеренным климатом [23]. Его древняя история культивирования и широкого использования на большей части Евразии, от Китая до Западной Европы, а также относительная скудость широкомасштабных молекулярно-филогеографических исследований затрудняли точное определение его местного географического ареала. Однако появились новые данные и ресурсы, включая разработку высокоинформативных молекулярных маркеров у югланов такие spp., как SSR-маркеры [24], недавнее появление ландшафтной генетики [25], сохранение многовековых деревьев грецкого ореха в природных заповедниках, изолированных от плантаций, доступ к удаленным некультивированным популяциям азиатского грецкого ореха [26] и богатая ископаемая пыльца в Европе [27], предоставляют возможность разрешить сложные взаимодействия человека и природы, которые сформировали эволюционную историю грецкого ореха с голоцена в Евразии.

История грецкого ореха в Азии возникла как сложное взаимодействие биогеографических и человеческих сил. После последнего ледникового максимума (LGM) J. regia выжила и спонтанно росла в почти полностью изолированных древостоях в Азии, от провинции Синьцзян в Западном Китае через Центральную Азию до Кавказа. Барьеры на пути потока генов, такие как горы Тянь-Шань и Гималаи, а также прогрессирующее опустынивание Центральной Азии в голоцене способствовали фрагментации и изоляции естественного J. популяции регий в этих регионах [26]. Генетический анализ в сочетании с этнолингвистическими и историческими данными показал, что то, что казалось местными древостоями грецкого ореха, на самом деле было результатом, по крайней мере частично, усилий древнего человека по изменению азиатского ландшафта [28]. Люди, торгуя грецким орехом по "зеленым коридорам”, таким как Шелковый путь и Персидский царский путь, преодолели географические барьеры и облегчили обмен грецким орехом по всей Азии [28, 29]. Однако происхождение и опосредованное человеком распространение грецкого ореха по всей Европе является предметом давних дебатов.

Ископаемые отложения пыльцы ясно указывают на то, что J. регия росла в южной Испании, Италии, Франции, Швейцарии (Альпы), Болгарии (Родопы), Греции (Эпир), юго–западной Турции и Албании в верхнем плейстоцене (126 000-12 000 лет до н. э.). Рассматривая скудные остатки пыльцы грецкого ореха в европейских постэмских последовательностях, несколько авторов предположили, что J. регия практически исчезла в Европе в начале голоцена (~ ≥11 700 н. э.), после Последнего ледникового максимума [30] и его опосредованная человеком реинтродукция в Европу из Западной Азии (например, восточная Турция и Закавказье) в Эгейский бассейн произошла не ранее середины четвертого тысячелетия до нашей эры [31]. Вторая волна миграции в юго-западную Европу последовала за греческой колонизацией примерно в8-5 веках до нашей эры (2800-2500 гг. до н. э.) [32, 33]. В настоящее время эта точка зрения оспаривается. Последующие палинологические находки показали, что J. регия, возможно, пережила холодные, сухие ледниковые интервалы в рефугиумах, расположенных в южной Европе [34-36] и на Балканах [37-40]. Карпологические окаменелости грецкого ореха были найдены в северо–восточной Италии (Саммарденкия, 7 550 лет до н. э.) [41], Швейцарии (близ Боденского озера, ~ 6000-4 350 лет до н. э.) [42] и Словении (Хоцеварица, 5 600-5500 лет до н. э.) [43]. Предполагая, что грецкий орех был собран/выращен с раннего неолита до бронзового века в Европе [44], мы не можем исключить использование местных древостоев, ранее защищенных для их топлива и пищи во времена резких преобразований земель из-за глобальных климатических колебаний и растущего экономического давления. Несмотря на информацию из летописи окаменелостей, нет никаких молекулярных доказательств того, что J. regia пережил LGM в Европе, поскольку полиморфизм не был обнаружен в 29 демах грецкого ореха в Евразии с использованием хлоропластных ПЦР-RFLP-маркеров [45]. Горы Центральной Азии были колыбелью одомашнивания персидского грецкого ореха, откуда он распространился на остальную Азию, Балканы, Европу и, наконец, Америку [46].

Сегодня грецкий орех выращивается во всем мире на площади 1 587 566 га, в основном в Китае и США [47]. Значительная фенотипическая и генетическая изменчивость наблюдается в этой широкой области распространения, особенно в восточных странах, где грецкие орехи все еще можно найти в диких фруктовых лесах. Многие исследования генетического разнообразия грецкого ореха выявили генетическую дифференциацию между восточными и западными генотипами [48]. Более того, грецкие орехи из Восточной Европы, Центральной Азии и Китая демонстрируют более высокое генетическое разнообразие и большее число редких аллелей, чем генотипы из западных стран [49].

В Средней Азии есть 3 центра распространения грецкого ореха. Основные крупные и сплошной массив грецкого ореха в Средней Азии расположен в Западном Тянь-Шане [50]. В советское время ученые считали естественными лесами, встречающимися на территории Казахстана, где грецкий орех выступает в качестве лесообразующей видов [51]. Однако изучение пыльцы и древесный уголь в донных отложениях озер и торфе болота, прилегающие к ореховым лесам Кыргызстана, показали, что возраст деревьев J. regia не превышает 2000 лет [52]. В ореховых лесах грецкий орех характеризуется высокой степени полиморфизма [53]. Из интереса селекционеров представляют природные формы ореха произрастает в Западном Тянь-Шане, в горах Сырдарьинский Каратау, самый самобытный регион Средней Азии и Казахстан [54]. Более того, Казахско-Угамский район называют самой северной зоной естественного ареала ореха грецкого J. regia L., где обитают холодостойкие растут растения [55]. Для оценки генетического разнообразия и родства сортов и популяций ореха персидского используются различные методы, в том числе изоферментный анализ, рестрикционный фрагмент маркеры полиморфизма длины (или RFLP), RAPD и ISSR [56]. По микросателлитным маркерам структурный анализ французской коллекции зародышевой плазмы ореха в том числе 253 образца мирового происхождения [57]. Секвенирование генома сорта грецкого ореха Чандлер привело к открытию второгогомолог гена полифенолоксидазы JrPPO2 [58]. Разработанный недавно метод SLAF-seq позволяет получить большое количество маркеров для выявления генов устойчивости орехов к тяжелое заболевание антракнозом [59]. В целом изучение разнообразия генотипов грецкого ореха заставляет можно оценить их селекционный потенциал [60]. Целью этих исследований было изучение биологических особенностей и генотипирования J. regia L. грецкого ореха, растения, произрастающие в южных регионах Казахстана [61].
В 2014 году выращивание и реализация грецких орехов были в основном осуществляется подсобными хозяйствами населения Туркестанская область [62]. По данным Агентства по статистике Республики Казахстан, площадь посевов грецкого ореха в 2017 году составила 1415,1 га. [63]. Южные регионы Казахстана имеют сельскохозяйственные ландшафты, наиболее подходящие для выращивания орехов. Благодаря государственной программы «Жангак 2050» на территории г. Алматы и Туркестанской области, в 2017 году частные сельскохозяйственные предприятия расширяют плантации грецкого ореха [64]. Таким образом, более 95% грецкие орехи страны выращиваются в Алматинской области Юго-Восточный Казахстан (822 га, 2019 г) и Туркестанская область Южный Казахстан (611,4 га, 2020 г.), а также небольшая часть в личные приусадебные участки Жамбылской и Кызылординской областей (288 га, 2016 г.) (рисунок 2). Алматинская область расположена на крайнем юго-востоке Республики Казахстан и граничит с Китаем и Кыргызстан. Вдоль 17 районов Алматинской области распространены известные промышленные плантации грецкого ореха находятся в Енбекшиказахский и Жамбылский районы (stat.gov.kz) [65].
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Рисунок 2- Карта с указанием южных регионов Казахстана, где выращиваются грецие орехи Juglans regia L.
В Казахстане ореховый сад на 20 гектарах заложили в поселке Тургень Енбекшиказахского района Алматинской области. Усилиями ученых и аграриев этот регион становится примером современного земледелия. Новый сад также будет открытой учебной площадкой для всех, кто хочет заниматься прибыльной отраслью сельского хозяйства говорит Джузеппе Калькани, вице-президент международной ассоциации ореховодов [66].

Грецкий орех является ценным продуктом питания и его промышленное выращивание в южных регионах республики имеет определённую перспективу и обоснованность в традиционном плане. В Туркестанской и Алматинской областях имеются отдельные экологические резерваты с возрастными лесопосадками и идентичными экземплярами в населённых пунктах. Они большей частью семенного происхождения и вследствие высокого уровня полиморфизма вида Juglans regia отличаются различным уровнем хозяйственной ценности. Вследствие значительной континентальности климата даже тех регионах Казахстана, которые считаются наиболее благоприятными для развития садоводства попытки плантационного выращивания этой культуры обычно заканчивались неудачей. Однако комплексный агроландшафный подходот, интродукция сортов и отбор перспективных форм может значительно увеличить экологический потенциал культуры и расширить её ареал [67, 68]. 

1.2 Биологические особенности и полезные свойства грецкого ореха
 Грецкий орех (Juglans regia L.) входит в род Juglans L. семейства Juglandaceae [69]. Он чрезвычайно изменчив по морфологическим признакам.
 Дерево до 30 м высотой и 2 м в диаметре. Долговечность – 400 лет, однако, известны и более старые ореховые деревья (1000 лет в Грузии). Отличается высокой декоративностью. 
 Листья ореха непарноперистые, крупные, длиной 20-40 (75) см, ароматные, состоят из 7-9, реже 5-11 (13) листочков яйцевидной или эллиптической формы, уменьшающихся от вершины к основанию листа.

Грецкий орех – однодомное, раздельнополое, ветроопыляемое растение. В цветении ореха грецкого выражена дихогамия, т.е. разновременное цветение мужских соцветий и женских цветков на одном и том же растений (сорте). 
Корневая система смешанного типа с хорошо развитым стержневым корнем и далеко идущими в стороны поверхностными боковыми корнями. Это обеспечивает ореху не только хорошую ветроустойчивость, но и возможность существования в различных условиях среды. В первый год жизни она обычно достигает глубины 50-100 см, а к 15 годам проекция корневой системы в несколько раз превышает проекцию кроны.
Орех грецкий является быстрорастущей породой и к концу второго года вегетации достигает высоты 80-100 см, а к 60-ти годам – почти предельной высоты. В дальнейшем происходит утолщение ствола и сучьев.
Отношение к влаге. Достаточно влаголюбивая порода. Недостаток влаги в первый период вегетации сказывается на выполненности орехов, а избыток на процесс вызревания. Отрицательно относится к близкому (менее 1,5 м) залеганию грунтовых вод. Многие ученые считают, что орех грецкий обладает высокой засухоустойчивостью, однако, большинство из них рекомендует использовать орошение, при котором растения ореха лучше растут, дают более высокие урожаи орехов хорошего качества [70].
Отношение к свету. По этому вопросу в литературе существуют различные мнения. Одни авторы относят орех грецкий к породам теневыносливым, другие – к светолюбивым. И последних больше. Многие сходятся на том, что при выращивании ореха в садах с целью получения плодов деревья должны быть открыты для доступа света. Существуют сведения, что в условиях недостаточного освещения увеличивается число мужских сережек, а женские цветки с затененных побегов опадают. Ежегодная обрезка затеняющих ветвей снижала опадение женских цветков с 90% до 20-40% [71].
Отношение к рельефу. Наиболее благоприятные условия для роста и плодоношения ореха грецкого создаются на ровных участках или не с небольшим пологим склоном (до 10%). При выборе участка на склоне обращают внимание на крутизну, экспозицию и размещение по склону. В северных районах лучшими являются южные и западные склоны.
Отношение к ветру. Умеренные ветры – необходимый фактор для опыления ореха. В тоже время сильные ветры, как в период вегетации, так и зимой, оказывают отрицательное влияние. Поэтому для посадок ореха грецкого необходимы места, хорошо защищенные от постоянных и сильных ветров.
Отношение к теплу. Считается, что орех грецкий относится к теплолюбивым породам, которые прекрасно себя чувствуют в мягких теплых климатах с постепенной сменой сезонов года. Продолжительность безморозного периода – не менее 165 дней, сумма активных температур выше 10°С – не менее 2000°С, а абсолютный минимум температур в зимний период – не ниже -20°С. Однако, благодаря длительному размножению ореха грецкого семенным путем, возникло большое разнообразие форм по свойствам и признакам необходимыми для сохранения вида. Многие исследователи, изучающие биологические особенности ореха грецкого, выделяют исключительные формы, которые выносят без особых повреждений зимы с температурами ниже -30…-35°С и даже ниже и плодоносят. Этому способствуют разные причины: ритм роста и развития ореха в данной местности, физиологическое состояние, в котором растение идет под зиму, как протекают процессы закалки, как и в какое время зимнего периода происходит чередование отрицательных температур положительными и т.д [72].
Устойчивость к низким температурам в течение года не одинакова. Так, если в период глубокого зимнего покоя орех грецкий переносит без повреждений - 30…-35°С, то во время роста зеленые побеги погибают при температуре -4…-5°С, а цветки – от -1 до -3°С. Слабую устойчивость к заморозкам отмечали многие исследователи. Однако почти во всех районах выращивания культуры выделены формы, которые в той или иной степени устойчивы к весенним заморозкам по данным А.А. Рихтера. [73].
Грецкий орех, (Juglans regia L.) является экономически значимым растением для его огромной питательной и экономической ценности. Селекционный характер грецкого ореха придал ему большое разнообразие генетических характеристик [74].
 Как описано Germain и другие [75], деревья грецкого ореха являются ветроопыляемыми однодомными и дихогамными растениями. Деревья грецкого ореха самосовместимы, но самооплодотворение ограничено из-за дихогамии, поэтому часто необходимо включать генотип опылителя в сады. Каждое мужское соцветие состоит из 100-160 цветков, образованных сережкой, которая может производить около двух миллионов пыльцевых зерен. Женские соцветия большинства видов грецкого ореха, включая персидский грецкий орех, развиваются как отдельные цветы или чаще всего по два или три на соцветие. Женские цветки видов в разделе Кардиокарион несут в кистях приблизительно 7-19 цветов каждый. Существует два основных типа плодоношения: плодоношение только в терминальном положении на новых ветвях или плодоношение как в терминальном, так и в боковом положении на побегах (плодоношение вдоль всех ветвей) [76, 77]. Довольно редкий, этот последний тип плодоношения был первоначально завезен в Калифорнию сортом “Пейн”. Плод грецкого ореха состоит из мясистой зеленой шелухи, окружающей ядро самого грецкого ореха, состоящее из скорлупы, содержащей ядро [78].

Есть доказательства того, что фенология деревьев реагирует на изменения климата: раннее весеннее распускание почек и позднее осеннее старение продлили вегетационный период примерно на 11 дней с 1960-х годов в средних и высоких широтах [79]. Однако деревья должны пройти ряд процессов до наступления первых заморозков, иначе они могут быть повреждены [80]. У грецкого ореха почки вступают в состояние покоя с середины августа до начала октября и в условиях умеренного климата; требования к охлаждению, необходимые для нарушения покоя, обычно удовлетворяются к началу января [76]. Сроки распускания почек варьируются в зависимости от генотипа и климатических условий, но во французских климатических условиях листопад происходит между серединой марта и началом июня. Созревание плодов обычно происходит в сентябре и октябре [81]. Исследование фенологии грецкого ореха, проведенное в течение двух зим как в низменных, так и в горных районах, не выявило существенных различий в требованиях к охлаждению среди генотипов, различающихся датами появления почек, но требования к теплу значительно различались [82]. Это означает, что с сентября по январь акклиматизация была обусловлена главным образом факторами окружающей среды, но с января до появления почек был обнаружен преобладающий эффект генотипа. 
Для улучшения хозяйственно-ценных признаков грецкого ореха проводились научно-исследоватательские работы в разных направлениях.  В прошлом лучшие генотипы грецкого ореха отбирались из популяций рассады и размножались как для потребления, так и для сельскохозяйственных целей [83], но программы селекции грецкого ореха начались в двадцатом веке [84]. 
За последние 50 лет во всем мире появилось множество рабочих групп, занимающихся селекцией, генетикой и биотехнологией грецкого ореха, а также методами размножения, питания и производства.  Материалы симпозиумов по грецким орехам: Acta Horticulturae номера I, 284 (1990, Венгрия), II, 311 (1993, Испания), III, 442 (1997, Португалия), IV, 544 (2001, Франция), V, 705 (2005, Италия),VI, 861 (2010, Австралия) и VII, 1050 (2014, Китай). В целом, общими целями селекции грецкого ореха являются высокая урожайность с легкостью растрескивания скорлупы, ядра высокого визуального и вкусового качества, хорошо адаптированные сроки цветения и сбора урожая, а также устойчивость к основным заболеваниям, таким как фитофтороз грецкого ореха и антракноз [85]. Однако конкретные характеристики будут зависеть от района производства и его климатических условий. Ниже можно увидеть краткое изложение основных селекционных программ, которые были или особенно в настоящее время возглавляются командами в Калифорнии, Франции, Китае и на Ближнем Востоке, наиболее важных странах-производителях грецкого ореха (рисунок 3). 
Существует уже долгая и продуктивная история генетического улучшения грецкого ореха с момента открытия наследуемости основных агрономических признаков в 1972 году. Молекулярные маркеры позволили построить первые генетические карты между 1994 и 2001 годами, а геномика позволила взломать геном грецкого ореха в 2016 году. Новые сорта, в том числе “Чандлер”, выпущенные в 1979 году, и новые методы выращивания привели к постоянному увеличению мирового производства грецкого ореха, которое с 2008 года превышает производство миндаля и фундука. 
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Рисунок 3- Хронология селекции грецкого ореха

(Автор рисунка Anthony Bernard и др. Tree Genetics & Genomes (2018) 14: 1 https://doi.org/10.1007/s11295-017-1214-0) [84]
Технический прогресс позволил решить ряд вопросов о таксономической классификации и генетическом разнообразии зародышевой плазмы видов Juglans во всем мире [86].
 Изменения климата и глобальной осведомленности об экологическом воздействии химических веществ в селекции привоя и подвоя грецкого ореха необходимо будет приложить усилия для выпуска новых материалов, адаптированных к местным условиям окружающей среды и устойчивых к нынешним и будущим вредителям и болезням, чтобы сохранить производство и качество.
Грецкий орех персидский (Juglans regia L.) является важным и широко распространенным культурным видом орехов, известным своей древесиной и питательными ядрами [87]. Он является питательно ценной культурой, пользующейся высоким спросом во всем мире [88, 89]. Он включен в группу приоритетных растений продовольственной и сельскохозяйственной организацией (ФАО) [90]. Кроме того, он имеет лекарственное значение, обусловленное его высокой антиоксидантной способностью и омега-3 жирными кислотами [91]. В последние годы побочные продукты грецкого ореха, такие как скорлупа и шелуха, 70% массы плодов [92] было использовано для производства биоэтанола [93, 94], пиролигновой кислоты [95], древесного угля и активированного угля [96], орехового углерода, который используется для анодов Na-ионных аккумуляторов [97] из скорлупы и приготовления джемов и алкогольных напитков из зеленой шелухи [98]. Кроме того, кожура [99, 100], кора [101, 102], корень [103], побег [104, 105], ветвей [106] и листьев [107, 108] могут быть использованы в различных отраслях промышленности в качестве недорогих материалов [109].
Ядро грецкого ореха – один из самых концентрированных продуктов с высокой энергетической ценностью. (630 ккал/100 г). Имеет высокое содержание питательных веществ, таких как: жиры 52,0–77,5%; белок11,0–25,0%; углеводы 5,0–24,0%; минеральные вещества 1,3–2,5% (фосфор 500 мг/100 г;калий 600 мг/100 г и следы серы); микроэлементы (Ca, Mg, Fe, Cu, Zn и I), а также витамины: Е (46,0 мг/100 г), С (30–55 мг/100 г), В1 (0,34–0,8) мг/100 г) и меньшее количество витаминов В2, А и РР [110, 111] считают, что употребление ядра грецкого ореха приносит много пользы для здоровья человека, такие как: снижение риска сердечно-сосудистых заболеваний и ишемической болезни сердца болезнь, лечение диабета II типа, профилактика и лечение некоторых видов рака, снижение симптомы, связанные со старением и некоторыми неврологическими расстройствами [112].  

Многие исселователи обнаружили, что многочисленные фитохимические вещества, присутствующие в грецких орехах, в том числе большое количество полиненасыщенные жирные кислоты обладают потенциальными преимуществами для здоровья мозга [113]. Кроме того, преимущества употребления ядер грецких орехов в профилактике гиперхолестеринемии изучены [114]. Изучено множество генотипов грецкого ореха в зависимости от почвенно-климатических условий и качество плодов [115]. В условиях изменения климата только ценные генотипы, обладающие хорошими приспособляемость к почвенно-климатическим условиям, которым удается использовать свои продуктивные потенциала независимо от изменения факторов окружающей среды. Качество грецкого ореха ядро зависит от генотипа, но на него влияет как площадь возделывания, так и эколого-технологическими факторами [116, 117].

В настоящее время съедобные грецкие орехи либо едят в свежем виде, либо перерабатывают в масло грецкого ореха. Однако осадок грецкого ореха, полученный после отжима масла из грецких орехов, не может быть использован для комплексной утилизации. Вместо этого они часто используются в качестве корма для животных после простой обработки или непосредственно используются в качестве свалки отходов. Осадок грецкого ореха содержит> 20% высококачественного растительного белка. Белок грецкого ореха состоит из глютена, проламина, альбумина и глобулина. Сообщалось о плохой функции белка грецкого ореха. Поэтому глютен в белке орехового жмыха модифицировали ферментативным методом и изменили микроструктуру белка грецкого ореха, тем самым улучшив функциональные свойства белка грецкого ореха. Обычно считается, что белок грецкого ореха, модифицированный ферментативным методом, может быть более подходящим для промышленного производства [118]. 
Семейство Juglandaceae насчитывает восемь родов, а наиболее известным видом является грецкий орех Juglans regia [119]. Juglans regia L. (Juglandaceae) производит древесину и съедобные орехи и широко распространена во всем мире [120]. Он классифицируется как стратегический вид для питания человека и включен в список приоритетных растений ФАО.  Juglans regia является лекарственным растением и используется в народной медицине как противовирусное [121], противодиарейное [122], гепатопротекторное [123], глистогонное [124], противодиабетическое [125], противоопухолевое и антибактериальное средство [126]. Также описана противогрибковая активность этого растения [127]. 
Грецкий орех является богатым источником многих окислительных соединений, а именно мелатонин, эллаговая кислота, витамин Е, каротиноиды и полифенолы [128, 129]. Эти соединения действуют против старения, рака, воспалений и неврологические заболевания [130]. Это также важный источник витаминов, таких как рибофлавин, ниацин, тиамин, пантотеновая кислота, витамин B6 и фолиевая кислота/B9 [131]. Как правило, в 100 г грецких орехов содержится 50 г (47,14 г) мультиненасыщенных жирных кислот. 40 г (38,09 г) из них — это Омега-6 (линолевая кислота), а 10 г (9,08 г) — это Омега-3 (линоленовая кислота) [132], белок 14,1 г, общее количество масла 68,0 г, общее количество углеводов 3,2 г, клетчатка 9,7 г, золы 1,8 г и влаги 3,2 г [133]. Соотношение омега-6 к омега-3 в грецком орехе скудный по сравнению с другими орехами с твердой скорлупой, и это положительное качество [134]. По пищевой ценности грецкий орех превосходит фисташки, миндаль, фундук, кедровый орех и арахис [135]. В недавнем прошлом многие исследования были посвящены биохимическим композиции грецких орехов из разных стран, включая Индию [136, 137], Турция [138], [139], Испания [140] и Румынии [141]. 

 Регулярное, умеренное потребление орехов деревьев (миндаль, кешью, фундук, макадамия, пекан, фисташки, грецкие орехи и другие) связано со снижением риска хронических дегенеративных заболеваний в контексте здорового питания и образа жизни. Таким образом, их включение в рацион может быть недорогой стратегией укрепления здоровья и снижения риска серьезных заболеваний у населения [142].

Мировой рынок древесных орехов в 2022 году достигнет 15 856 килотонн, причем наибольшая доля приходится на Азиатско-Тихоокеанский регион - более 55% мирового рынка. Потребление региона Южной Америки (Латинской Америки: LATAM) росло более высокими темпами в течение прогнозируемого периода из-за увеличения производства древесных орехов. В результате производства древесных орехов образуется значительное количество побочных продуктов (кожура, твердая скорлупа, зеленый листовой покров, оболочка, листья и т.д.) [143]. 
Рынок грецкого ореха явно находится на подъеме, о чем свидетельствуют несколько официальных данных 2021 INC Stats: во время кампании 2020/2021 мировое производство грецких орехов выросло на 10% по сравнению с предыдущим годом, до 1 022 030 тонн. Самым важным производителем был Китай, который произвел 47% от общемирового объема в 484 000 тонн. В годовом исчислении рост также составил примерно 10%. США являются вторым по величине производителем грецкого ореха: эта североамериканская страна собрала до 300 000 тонн (31% мирового производства). Когда дело доходит до экспорта, США лидируют в рейтинге с 42% мирового экспорта [144]. 

Требования к грецкому ореху и его продуктам растут год от года как на внутреннем, так и на внешнем рынке. Поэтому потенциал развития индустрии грецкого ореха очень велик. Необходимы дальнейшие исследования по совершенствованию методов выращивания и обработки для повышения конкурентоспособности на рынке.
1.3 Методы размножения грецкого ореха Juglans regia L.
Грецкий орех можно размножать семенами, прививкой и черенкованием. Семенное размножение грецкого ореха применялось с древних времен до начала ХХ века и только теперь, когда в Калифорнии и Франции были блестяще выработаны различные способы вегетативного размножения грецкого ореха, этот способ перестает пользоваться преимуществом. Новые промышленные насаждения грецкого ореха в Калифорнии закладываются исключительно из привитых деревьев. По данным американских и французских садоводов, сеянцы большей частью поздно вступают в период плодоношения, плохо плодоносят и дают плоды часто худшие по качеству, чем у материнского растения [145, 146, 147]. Но бывают случаи, когда при разведении из семян получаются новые сорта хорошего качества. Способы размножения применяются различные. Наиболее употребительны: окулировка, окулировка дудкой, полоской с несколькими глазками и прививка в корневую шейку гайсфусом [148, 149, 150].

В прошлом деревья грецкого ореха выращивали из семян и эта практика сохранилась еще во многих частях мира. Несомненно, на протяжений веков, человек улучшал этот вид растений, прежде всего путем отбора для посева орехов с наилучших деревьев. Кроме того, когда деревья спиливали ради их древесины, для этого отбирали, как правило, те из них, которые давали низкие урожаи мелкие, твердоскорлупые орехи. Таким образом, в течении долгого времени происходил постепенный отбор на продуктивность и лучшее качество орехов [151].
Новый этап в улучшении культуры грецкого ореха связан с разработкой и внедрением в производственную практику способов вегетативного размножения. Размножение грецкого ореха путем прививки первоначально применялось в Западной Европе, в частности во Франции, примерно 200 лет тому назад. Привои заготовлялись с определенных наилучших сеянцев и их регистрировали как сорта. Некоторым из французских сортов, таким как Franquette более 200 лет. Привитые деревья в Калифорнии (США) появились более 100 лет назад. В последующем, прививка грецкого ореха черенком или окулировка стали более обычными и в других странах. Как только ореховоды научились окулировать или прививать, в качестве источников привоев они выбирали лучшие деревья местных семенных популяций [152]. 

В связи открытием новых возможностей науки, исследователи разрабарывают и совершенсвует новые методы вегетативного размножения грецкого ореха. 
Грецкий орех относится к числу видов фруктов, которые трудно размножать, и поэтому во всем мире были разработаны различные методы и методы для повышения процента выживаемости новых растений. В связи с этим в Болгарии Stefan Gandev изучал возможности применение методов горячей каллусной и эпикотиловой прививки в размножении грецкого ореха с использованием установки горячей воды и выращивания полученных растений в контейнерах. В результате установлено, что вновь привитые растения можно выращивать в контейнерах в течение двух лет. После первого года средний диаметр стебля составил 14,2 мм, а средняя высота растения - 22,4 см. На второй год выращивания в контейнерах растения достигли среднего диаметра стебля 24,5 мм и средней высоты 110,8 см. Сделан вывод, что построенная установка горячей воды способствовала получению высокого процента успешно размноженных растений, которые можно было выращивать в контейнерах в течение двух лет [153, 154].
В настоящее время окулировка и прививка являются наиболее широко используемыми подходами в производстве привитых деревьев грецкого ореха. Плохое образование каллуса в грецком орехе затрудняет размножение. Размножение грецкого ореха черенками — это метод, который трудно реализовать. Наличие высокой концентрации фенольных соединений в его ткани и их окисление является основной причиной использования микроразмножения в качестве подходящего метода. Наиболее часто используемый метод - почкование пятен. Другие используемые методы - стендовая прививка и горячая каллус. В последние годы горячий каллус как метод успешно используется для размножения сортов грецкого ореха, но высоты деревьев в конце сезона недостаточно. Новый метод размножения грецкого ореха называется эпикотильной прививкой [155, 156]. 

В Румыни в последние годы все большее значение приобретает размножение прививкой сортов грецкого ореха с хорошим поведением. Некоторые исследования были проведены с целью поиска наилучших способов размножения сортов грецкого ореха. Лучшие результаты в прививке грецкого ореха на Statiunea de Cercetare Dezvoltare Pomicola (SCDP) Vâlcea после попытки различных методов были зафиксированы при использовании прививки "кнутом и языком" с последующим каллузированием в точке прививки с помощью специальной установки с теплой водой, которая обеспечивает 26 +/- 1 ° C в этот момент (горячая мозоль). Показатель успеха прививки выше 85 %. Другой используемый метод - "почкование чипов" в поле, в период с 15 мая по 15 июня. Показатель успеха в этом случае составляет более 80 %. Используя эти методы, каждый год производилось более 10 000 привитых деревьев грецкого ореха [157].

 В Турции новая технология выращивания молодых деревьев грецкого ореха in situ привела к более быстрого производство, сокращение на 1 год и повышение успешности прививки, что позволило наладить крупномасштабное производство привитого грецкого ореха. Преимущества метода in situ посадки грецкого ореха по сравнению с закрытым способом являются следующими: Производство растений хорошего качества осуществляется за 1 период вегетации, успешность прививки посадки материал лучше, и многие операции, которые обычно применяется традиционным методом, что снижает успех темпы прививки грецкого ореха в помещении, исключаются из процесса. Избегая всего этого, технология in situ становится намного проще, более быстрый и дешевый способ выращивания грецкого ореха по сравнению с закрытым методом, который до сих пор было применено [158].
Иранскими учеными Rasoul Sadeghi-Majd, Kourosh Vahdat и др. были изучены условий окружающей среды и полива на прививку грецкого ореха.  В результате показали, что изменение микроклимата с помощью навеса, оборудованного системой туманообразования в более теплом месте на открытом воздухе, улучшает успех прививки/окулировки. Быстрое выращивание рассады причины надлежащего режима орошения вызывает быстрое рост каллюса. Соответствующие интервалы полива наружные условия повышают относительную влажность и снижают температуру и создают соответствующий микроклимат, который влияет на приживление трансплантата, качество каллуса и выживаемость [159, 160]. 
Китай является одной из ведущих стран в мире по производству грецкого ореха. Широкое применение прививки и окулировки подтолкнуло китайскую культуру грецкого ореха к новому этапу с значительным увеличением производства в последние годы. С начала 1980-х годов сады грецкого ореха были созданы с клональными сортами, отобранными или выведенными в Китае. Разведение саженцев грецкого ореха испытал процесс от размножения семенами до размножения черенкованием, а затем размножения прививкой. Развитие современной биотехнологии предоставило больше возможностей для совершенствования способов прививки и размножений грецкого ореха. [161, 162].

Цель программы Калифорнийского университета в Дэвисе являются разработка улучшенных сортов грецкого ореха и подвоев для промышленности грецкого ореха Калифорнии и использование новых геномных инструментов для повышения эффективности селекции. Цели селекции привоя включают новые сорта с ранними сроками сбора урожая, светлым цветом ядра и устойчивостью к фитофторозу, а также развитие привоев с устойчивостью к вирусу вишневого листа. Развитие подвоев направлено на генетическую устойчивость к почвенным патогенам, включая фитофтору, нематоды. Достижения в методах клонального размножения, особенно микроразмножения, позволили провести повторное тестирование интересующих генотипов и способствовали расширению коммерческого производства улучшенных клональных подвоев. RX1, гибрид Juglans microcarpa × Juglans regia с устойчивостью к фитофторе, и VX211, очень энергичный Juglans hindsii × J. regia гибрид, проявляющий толерантность к нематодам, был выпущен для коммерческого использования. 
Фенотипирование, картирование ДНК и биоинформационный анализ объединяются для создания маркеров для признаков, представляющих интерес, включая боковую опору, цвет ядра и дату сбора урожая, и будут использоваться для повышения эффективности отбора. Программа улучшения грецкого ореха — это комплексное усилие, которое зависит от исследовательского сотрудничества с патологами, молекулярными биологами и консультантами UC Extension farm и опирается на помощь коммерческих питомников и производителей грецкого ореха для посадки и оценки испытаний по всему штату [163, 164].  
Микроклональное размножение. За последние десять лет популярность микроразмножения возросла, потому что грецкий орех трудно размножать клонально из черенков.
Дефицит орехов на рынке обуславливает потребность в большом количестве посадочного материала. Однако, размножение традиционным способом элитных сортов фундука и ореха грецкого представляет трудности, главные из которых — это потребность в огромных площадях маточников для черенкования, низкая укореняемость, потребность в отдельно выращиваемых подвоях, высокие затраты трудовых ресурсов, низкая производственная мощность — до 100 тыс. в год на площади в 5 га. Поэтому наиболее перспективным направлением на сегодняшний день является разработка технологии клонирования in vitro этих культур [165].
Казахстан находится на северном регионе выращивания грецкого ореха, занимая стратегическое положение, недалеко от важных рынков сбыта, таких как Россия, Китай, Индия и арабские страны. Однако нехватка коммерческих сортов, адаптированных к суровым климатическим условиям, препятствовало размножению грецкого ореха. В то время культивирование известных коммерческих генотипов в южных регионах Казахстана не были успешными, чтобы решить эту проблему нужно была выбирать местные генотипы из-за их высокой устойчивости к низким температурам. Помимо использования своего генетического ресурса, некоторые сорта также были интродуцированы из Китая, Узбекистана, Турции и России, которые показали высокую продуктивность и приспособляемость к местным условиям. Поэтому, следующим шагом будет обеспечение питомников достаточным количеством высококачественного посадочного материала для создания продуктивных плантаций, а также для проведения исследований адаптивности [166].

Несомненно, только культура тканей дает возможность производить большие объемы сертифицированных материалов за короткие сроки, сохраняя генетическую идентичность размножаемых клонов. Уже несколько авторов опубликовали протоколы микроразмножения для различных генотипов [167–174]. Грецкие орехи считаются невосприимчивыми к культуре тканей, из-за этого затрудняет размножение новых ввенденных генотипов in vitro. Кроме того, низкий воспроизводимость протоколов микроразмножения является еще одним важным фактором, который делает процесс сложным.

 Известно, что результаты микроразмножения грецкого ореха сильно зависят от генотипа; тем не менее, использование один и тот же протокол в разных условиях, даже выполненный одним и тем же персоналом, может вызвать важные вариации, как это наблюдалось при укоренении сорта «Chandler» [175].
Наряду с генотипом большое влияние на все этапы развития оказывает состав питательной среды для микроразмножение. В настоящее время используется питательная среда Драйвера и Куниюки (DKW) был наиболее часто используемым питетльной средой для культуры тканей грецких орехов. Однако некоторые исследователи сообщили о лучших результатах при использовании состава Мурашиге и Скуга (МС) [176] на всех стадиях микроразмножения или только на некоторых этапах [177, 178]. Это говорит о том, что изменение потребности в питательных веществах могут возникать на разных стадиях микроразмножения. 

Среда – это наиболее важный аспект протокола микроразмножения in vitro для массового производства и размножения растений. Большинство важными проблемами микроразмножения грецкого ореха являются чувствительность к окислению фенольного компонента в эксплантах, загрязнение внутри эксплантов, адаптация к питательной среде, укоренение и трудности, связанные с переносом в почву. Чувствительность к окислению фенольного компонента в эксплантах, загрязнение внутри эксплантов, адаптация к питательной среде, укоренение и трудности, связанные с переносом в почву, наиболее важные проблемы микроразмножения грецкого ореха. 
Для решения этих проблем K. Kepeneka и Z. Kolağasib провели исследования. Цель этой работы состояла в том, чтобы установить протокол регенерации для грецкого ореха (Juglans regia L.) путем умножения побегов из пазушных почек. Различные концентрации ТДЗ (0,0, 1,0, 2,5, 5,0 мг/л), ИМК (0,0, 1,0, 2,5, 5,0 мг/л). Результаты показали, что грецкий орех in vitro возможно микроразмножение, и наилучший процент роста был получен при 5,0 мг/л TДЗ и 2,5 мг/л TДЗ. с 2,5 мг/л ИМК [179]. Такие же исследования были проведены россискими, грузинскими и испанскими учеными [180, 181, 182].

Для разработки протокола микроразмножения грецкого ореха Juglans venezuelensis (критически исчезающий венесуэльский эндемик), исследования морфогенеза проводились на разных эксплантатах. Экспланты культивировали на средах с различными сочетаниями регуляторов роста при различных условиях, условиях света и темноты. Используя узловые и верхушечные сегменты, воздушные побеги развивались при использовании тидиазурон (ТДЗ) в концентрациях 0,3, 1,2 и 3,0 мг/л и Бензиламин пурин (БА) с концентрации от 0,2 до 1,5 мг/л. Формирование, появление новых побегов с последующим укоренением и превращением зародышей в растения является ключевым фактором, который еще предстоит выяснить [183].

Xiao-Dong CAI, Gui-Yuan WANG и др. изучали каллусов для применения в биотехнологии растений. В этом исследовании было проведено несколько экспериментов, чтобы установить протокол для in vitro индукции каллуса хорошего качества с использованием незрелых семядолей и эмбрионов Juglans regia cv. «Сянлин» как экспланты. Базовую среду DKW с добавлением различных концентраций регуляторов роста растений использовали для определения скорость индукции, текстура и цвет восстановленной мозоли. Результаты показали, что оптимальная культуральная среда для индукции каллуса базальная среда DKW, состоящую из 1 мг/л БК, 2 мг/л КТ, 250 мг/л глутамина, 500 мг/л гидролизата казеина, 200 мг/л Vc, 50 г/л сахарозы и 2,8 г/л гелрита. Средняя скорость индукции каллуса на среде достигла 80,7% [184].

В экспериментах Layla Shaaban и Mohammed Al-Mizory были установланы методы микроразмножения для грецкого ореха. Многие проростки были получены путем культивирования эксплантов узлов в MS среда с 30 г/л сахарозы, 7 г/л агара и различными концентрациями только БА или Kin и различными концентрациями БА + NAA или БА + Кин. БК в концентрации (2 мг л-1 БК) дала наилучшие результаты по процентному ответу и количеству побегов/растение (100%, 2.84) соответственно [185]. 

При микроклональном размножении грецкого ореха вентиляции воздуха играет важную роль. Проростки, выращенные в обычных системах культивирования тканей, обычно сталкиваются с физиологическими и анатомические аномалии, включая неспособность к фотосинтезу, низкое содержание хлорофилла, открытые устьица, отсутствие кутикулярного слоя в листе, аномальная ксилемная паренхима и т. д. Естественная вентиляция оказывала значительное влияние на большинство показателей роста. Кроме того, разные уровни сахарозы оказали значительное влияние на характеристики роста. При естесственной вентиляции значительно увеличилось содержание хлорофилла. При использовании вентилируемых сосудов, содержащих 15г/л сахарозы, общий хлорофилл был значительно повышен. Устьицы в невентилируемых условиях были сферическими с широкими отверстиями, тогда как в вентилируемых сосудах эллиптические с узкими отверстиями. В результате вентилируемые сосуды с 15 г/л сахарозы дали здоровые ростки [186]. 

Побурение микрочеренков и отмирание ткани на начальном этапе культивирования ткани грецкого ореха является основной проблемой. В связи с этим, в этом исследовании было проведено три разных эксперимента по ингибированию микрочеренков. В первом эксперименте изучено влияние культуральной среды DKW, DKW и MS, обогащенной активированным углем (AC) и аскорбиновой кислоты (AA) на инициирующей среде для двух сортов грецкого ореха Chandler и Jamal. Результаты этого эксперимента показали, что среда DKW, обогащенная AC, была оптимальной средой, чем MS и DKW дополнены AC и AA. Во втором опыте были изучены трехкратный переcадка микрочеренков двух сортов грецкого ореха с интервалом 48 часов в базовой среде DKW и среде DKW, содержащей АЦ и АК. Пересадка микрочеренков на среду DКW, содержащую АЦ, был лучше, чем пересадка на среду DKW, содержащая АК [187, 188]. 
Это исследование было проведено для изучения пролиферации побегов двух генотипов (Z60 и Z63) J. regia L. на трех питательных средах (MS, WPM и DKW), содержащих разные концентрации различных цитокининов. Цитокинины: БА, ТДЗ, Зеатин, Кинетин, по 0,0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 мг/л. комбинированный с 0,01 мгл/МБА. Результаты показали, что среда DKW была лучшей средой для большинства исследованых параметров микроразмножения грецкого ореха. Наибольшее количество побегов с каллюсом (%) получено в 0,8 мгл/л ТДЗ. Среда, содержащая 0,8 мг/л BA, произвел наибольшее количество множественных побегов/эксплантов и наибольшее количество листьев. Также самая длинная длина побега (см), полученная среда, содержащая 0,8 мг/л зеатин, а также наибольшее количество узлов, полученных из среды содержащие зеатин. Высокие концентрации БА продуцировали экспланты с высокой свежей массой побегов и высоким концентрации TDZ приводят к получению эксплантатов с высокой свежей массой каллуса [189, 190]. 
Изучая данные выше перчисленных литератур нами, были проведены эксперименты по определению состава питательных сред для клонального микроразмножения местных генотипов грецкого ореха. Были определены влияние флороглюцинола (Phl) на размножение, также замена FeEDTA на FeEDDHA для укоренения и выживания грецкого ореха. В результате самая оптимальная питательная среда для получения качественного in vitro материала, а также увеличения скорости роста побегов и корней установлено среда DKW с FeEDDHA (119 мг/л) и флороглюцинолом (50 мг/л) [191, 192].

По протоколу Laurence BOURRAIN по размножениию грецкого ореха в in vitro, следующий второй основной этап- укоренения микрорастений [193]. Так как грецкий орех относятся трудно укорененямым древесным культурам многим исследователям приходилось проводить ряд экспериментов для получения микрорастений с хорошо развитой корневой системой. 
Настоящее исследование направлено на разработку метода размножения и укоренения грецкого ореха (Juglans regia L.) в условиях in vitro. Для оценки размножения трех генотипов, была использована базовая среда DKW с добавлением четырех различных концентрации БАП (0, 0,5, 1 и 1,5 мг/л) и IBA (0,01 мг/л), Индукция корней оценивали с использованием среды DKW с добавлением трех различных концентрации IBA (0, 3 и 4 мг/л) на одну неделю. По изучению роста факторов, можно сделать выводы, что БАП (1,5 мг/л) показали заметные результаты и генотип Chandler более чувствителен к концентрации по сравнению с Hartley и генотипы Z60. Для индукции корней и инициации каллуса IBA (3 мг/л) показано, что он является чувствительным гормоном при 7-дневной инкубации в темноте. Чендлер генотип по сравнению с другими исследованными генотипами, был более чувствительным к этому гормональному уровню, показывая высокий процент укоренения [194]. 
Укоренение in vitro и размножение некоторых сортов персидского ореха (J. regia L.), «Chandler», «Franquette» и «Jupâneşti» были проанализированы с использованием трех типов гелеобразователей и соответственно три уровня концентрации цитокинина. Хорошая скорость установления была получена для

сорт грецкого ореха ‘Jupâneşti’ на питательной среде DKW, желированной Phytagel (2,1 г/л). В это время на стадии размножения румынский сорт грецкого ореха «Юпанешть» очень хорошо отреагировал на культуру DKW среда с 1 мг/л BAP, 2,1 г/л Phytagel и 3% сахарозы [195].
В этой работе представлен обзор результатов, полученных отделом размножения Istituto Sperimentale per la Frutticoltura Рима по укоренению грецкого ореха in vitro в течение нескольких лет исследований. Оценивались следующие факторы: базальная среда культуры и концентрация макросоля, продолжительность обработки темнотой, тип и дозировка ауксина, пересадка в свободную от гормонов среду через 10 дней после индукции укоренения, наличие отсутствия агара в среде укоренения, локализованная инфекция базальной части микрочеренков Agrobacterium rhizogenes, дикий тип. Основными факторами для получения хорошей реакции укоренения были: твердая среда DKW с макросалями прочности ½, дополненная 10 мкм IBA и обработка темнотой 10-12 дней (фаза индукции). Перенос микрочеренков в свободную от гормонов среду после фазы индукции также был очень важен. Локализованная инфекция A. rhizogenes позволила получить более высокие проценты укоренения. Корни, полученные с бактериальной инфекцией, были генетически разными в одном и том же экспланте: нормальные (нетрансгенные), полностью трансгенные, химерные или трансгенные, но все еще содержащие бактерии [196].



В статье опубликонной в 2022 году Hugo Ribeiro описывает возможности ex vitro укоренения и одновременную прививку гибридного подвоя грецкого ореха ‘Paradox’ (Juglans hindsi × Juglans regia) клона‘Vlach’. В настоящей работе описан новый подход к получению клональных привитых растений грецкого ореха, включающий продукцию in vitro побегов "Paradox" (Juglans hindsi × Juglans regia) клон "Vlach" для использования в качестве подвоя и J. regia сорт ‘Chandler’, для использования в качестве привоя. После завершения фазы размножения in vitro и семидневной индукционной обработки корней экспланты ‘Vlach’ переносят в условия ex vitro для экспрессии корней, одновременно прививая с использованием полученных in vitro привоев ‘Chandler’. Была оценена важность наличия листьев как на привое, так и на подвое для успешности методики. В оптимальных условиях были достигнуты средние показатели успеха 82% для укоренения подвоя, 72% для выживания микротравмы и 84% для акклиматизации привитых растений. Этот комбинированный метод укоренения / прививки, по-видимому, способен конкурировать с традиционными методами питомниковой прививки, позволяя получать высококачественные привитые растения грецкого ореха независимо от внешних погодных условий в значительно более короткие сроки [197]. 
Mohammad Sadat-Hosseini и другие изучали прогностическое моделирование среды пролиферации персидского грецкого ореха (Juglans regia L.) in vitro с использованием подходов машинного обучения: сравнительное исследование моделей ANN, KNN и GEP. Оптимизация среды культивирования тканей растений - сложный процесс, на который легко влияют генотип, минеральные питательные вещества, регуляторы роста растений (PGRs), витамины и другие факторы, приводящие к нежелательному и неэффективному составу среды. Столкнувшись с частотой различных физиологических нарушений, таких как каллусы, некроз кончика побега (STN) и витрификация (Vit) при пролиферации грецкого ореха, необходимо разработать прогностические модели для выявления влияния различных факторов, участвующих в этом процессе. В настоящем исследовании были реализованы три подхода машинного обучения (ML), включая многослойную персептронную нейронную сеть (MLPNN), k-ближайшие соседи (KNN) и программирование экспрессии генов (GEP), и проведено сравнение с множественной линейной регрессией (MLR) для разработки моделей прогнозирования пролиферации персидского грецкого ореха in vitro (Juglans regia L.). Точность разработанных моделей оценивали с помощью коэффициента детерминации (R2), среднеквадратичной ошибки (RMSE) и средней абсолютной ошибки (MAE). С целью оптимизации выбранных моделей прогнозирования был применен алгоритм многоцелевой эволюционной оптимизации с использованием метода particle swarm optimization (PSO) [198].
В таблице 1 представлен краткий обзор текущего состояния массового микроразмножение грецкого ореха. В ней показано всего 7 лабораторий в мире, котрые имеют возможность коммерческого размножения грецкого ореха нескольких генотипов, в основном от гибрида Paradox, отобранного в основном за его устойчивость к почвенным возбудителям. Только один из них, тот, что в кампусе Дэвиса, имеет возможность на микроразмножение десятков различных генотипов в исследовательских целях. Лаборатории являются филиалами программы Дэвиса, такой как MicroParadox. Следует отметить, что в этом списке фигурирует испанская компания Meristec, которая, как описано на своем веб-сайте он также производит орех для древесины [120].
Обзор данных литературы позволяет сделать заключение, что в мире с каждым годом увеличивается спрос на высококачественную продукцию грецкого ореха, в связи с чем ускоренное размножение его ценных форм и сортов для создания промышленных плантации стала актуальной задачей агробиологической науки. Данные литературы также свидетельствуют, что наиболее перспективным методом ускоренного размножения перспективных форм и сортов грецкого ореха является биотехнологический метод.

Таблица 1 - Международный список компаний, имеющих коммерческие протоколы микроразмножения грецкого ореха
	Компания/Учреждение


	Место нахождения


	Контакт


	Разно вид ности


	Цена



	Программа улучшение грецкого ореха, Калифорнийский университет в Дэвисе


	Калифорния,

США


	http://walnutresearch.ucdavis.edu. 
	>40
	

	Североамериканскийе

растения


	Орегон,

США


	http://www.naplants.com/default.asp. 
	VX211, 

RX1, Vlach
	>1000

растений, 

3.00 до

3.60

доллар США



	Меристек


	Мурсия,

Испания


	http://www.meristec.es/. 
	Vlach, 

IRTA R6, 

NG23xRA, 

RGA
	

	Питомник Дуарте


	Калифорния,

США


	http://www.duartenursery.com/agproducts/walnuts/. 
	VX211, 

Vlach, RX1
	6.50 до

10.00

доллар США

	Питомник Золотой подвой


	Калифорния,

США


	http://www.duartenursery.com/agproducts/walnuts/. 
	Vlach and VX211
	2

	Микропарадокс
	Калифорния,

США


	 http://www.microparadox.com/index.html. 
	Vlach, 

VX211, 

RX1
	.65 до 

6.75 

доллар США



	Vitroplant Italia srl
Сельскохозяйственное общество
	Чезена,

Италия


	http://www.vitroplant.it/index.php?lang=en. 
	Chandler, Franquette
	


2 УСЛОВИЯ, ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  

2.1 Условия проведения исследований

Эксперименты проводились в двух опытных участках: 1. Предгорная зона Енбекшиказахского района, Алматинской области - Крестьянское хозяйство «Хижков» (рисунок 4). Преднегорная зона в юго-восточной части Сарыагашского района Южноказахстанской области на территории ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы» (рисунок 5). 
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	Рисунок 4 - Опытный участок в

к/х «Хижков»
	Рисунок 5 - Питомник грецкого ореха в ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы»




Почвенные условия опытных участков. Предгорная зона Енбекшиказахского района, Алматинской области - Крестьянское хозяйство «Хижков» располагается в засушливой, предгорной зоне в восточной части Енбекшиказахского района, Алматинской области, с абсолютными отметками порядка 900 м над уровнем моря и занимает горную равнину, характеризующуюся континентальным климатом, низкой влажностью воздуха, обилием солнечного света, короткой, но довольно холодной зимой.

Климатические условия. Климат района резко континентальный. Зима мягкая, лето жаркое. Средние температуры января от − 6 до −10°С; июля в пределах +20...+24°С. Количество атмосферных осадков на равнине 200—400 мм в среднем в год, на горных склонах 550—700 мм. 

Сумма положительных температур воздуха за теплый период 3250-3400 градусов, за период активной вегетации ― 2500-3050, безморозный период 160-170 дней. Весенние заморозки заканчиваются в конце апреля, осенью наступают в первой декаде октября. Абсолютный максимум воздуха +37...+41°С, абсолютный минимум -33...-35°С [199].

Опытный участок в Сарыагашском районе располагается в юго-восточной части Южноказахстанской области в преднегорной зоне территории ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы» с абсолютными отметками территории порядка 600 м над уровнем моря и занимает предгорную равнину характеризующуюся жарким климатом, низкой влажностью воздуха, обилием солнечного света, короткой зимой.  
Почвенные условия опытного участка. Предгорная зона Сарыагашского района Туркестанской области. На участке ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы», выделенном под закладку насаждений преобладает характерный для данного региона  тип почв сероземы обычные светлые южные. Ботаническую основу почв составляет эфемерево-полынная растительность. Почвообразующими породами являются лессовидные суглинки.  Грунтовые воды залегают глубоко.  

Почвы сероземы обычные светлые южные, по данным механического анализа данные почвы- среднесуглинистые, так как содержание частиц менее 0,01 мм в 0-25 см горизонте составляет- 30,62-33,76%, в слое 25-50 см- 29,78- 35,11% [200]. 

Климатические условия. Среднегодовая температура 
7,0-12,00С, безморозный период
160-220 дней, сумма активных температур, (выше 100С) 3100-4200, среднегодовое количество осадков
210-360 мм.
Вышеприведенное позволяет считать, что почвенно-климатические условия юга и юго-востока Казахстана вполне пригодны для выращивания грецкого ореха, но в то же время  неблагоприятные климатические факторы как засуха, низкие зимние температуры приводящие вплоть до полной гибели, а также поздневесенние заморозки повреждающие генеративные органы растений являются лимитирующими факторами для дальнейшего развития ореховодства в Казахстане. Исходя из этого, основные усилия при создании коллекции грецкого ореха должны быть направлены на отбор адаптированных к климатическим условиям зон возделывания (особенно юго-востока) форм и сортов.  

2.2 Объекты исследований 

Объектами исследования служили перспектвные сорта и формы грецкого ореха выращенные в Алматинской и Туркестанской областях. Для клонального микроразмножения были использованы следующие сорта и формы грецкого ореха: 
Сорт - Идеал из участка Горохова В.В. Алматинской области, Енбекшиказахского района. Завезен из Узбекистана. Общее описание: Низкорослый сорт, высота не превышает 4-5 м. Плоды крупные (в среднем 10 г), овальной формы, с тонкой скорлупой. Ядро светлое, вынимается легко (рисунок 6). Созревают с сентября по октябрь. Урожайность высокая, до 120 кг с каждого дерева. Морозостойкость высокая, выдерживает понижение температуры до -35ºС. Устойчивость к заболеваниям: устойчив к хлорозу.

Сорт – Ляохэ - 1. Саженцы этого сорта были завезены из Китая в 2011 году. Слаборослый сорт Ляохэ- 1 сохранён и безусловно требует дальнейшего размножения, так как имеет плоды со средней массой более 17 г и выходом ядра не менее 50%. Плантации этого сорта можно закладывать по загущённым схемам - 5 - 6 х 3 м (рисунок 7). 
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	Рисунок 6 – Плоды грецкого ореха сорта Идеал
	Рисунок 7 - Плоды грецкого ореха сорта Ляохэ-1.


Форма 3 - из участка Кревенок Карасайского района, Алматинской области. Скороплодная форма. Урожай можно получать с 5-го года. Плоды среднего размера, овальной формы в среднем 10 г.  Ядро светлое. Форма отличалась самой легко растрескиваемой скорлупой, почти как у представителей бумажной группы сортов. Плоды этой формы отличались также лучшим вкусом по сравнению со всеми изучаемыми формами (рисунок 8).

Форма 4  - из участка Алияр Алматинской области, Енбекшиказахского района, п. Алмалы. Скороплодная форма.  Первые плоды образовались уже на 3-й год жизни. Плоды крупные, овальной формы, с тонкой скорлупой, имеют среднюю массу 15 г. Ядро светлое, вынимается легко. Морозостойкость высокая, 2017 году выдержал морозы -35ºС (рисунок 9). 
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	Рисунок 8 - Плоды грецкого ореха Форма 3 из участка Кривенок
	Рисунок 9 – Плоды грецкого    ореха Форма 4 из участка Алияр




2.3 Методы исследований

2.3.1 Отбор зимостойких генотипов 
Для изучения хозяйственно-ценных признаков перспективных сортов грецкого ореха учитывались общее состояние, динамика роста и развития растений, зимостойкость. Методической основой проведения научно-исследовательских работ по оценке генотипов послужила «Программа и методика сортоизучения плодовых, ягодных и орехоплодных культур» [201]. 
Общее состояние растений - грецкого ореха оценивали в начале вегетационного периода и в конце. При этом учитывали силу роста побегов, их число, длину и толщину, облиственность, наличие повреждений заморозками и насекомыми, поражение болезнями. По этим признакам состояние растений характеризовали как отличное, хорошее, удовлетворительное, слабое и очень слабое по общепринятой шкале (от 5 до 1 балла).

На основании многолетних данных по зимним повреждени​ям, восстановительной способности и общему состоянию сорта распределяли по степени зимостойкости на 5 групп: 1–высокозимостойкие; 2-зимостойкие; 3– среднезимостойкие; 4 – слабозимостойкие; 5 - незимостойкие. Степень зимостойкости побегов:

I. повреждений нет,

II. обмерзает не более 50% длины однолетних побегов,

III. обмерзает 50 - 100% длины однолетних побегов,

IV. обмерзают двулетние и более старые части растений,

V. обмерзает надземная часть,

VI. растения вымерзают целиком.

 Показатель жизнеспособности растений:

I. высокая побегообразовательная способность   >6,

II. средняя побегообразовательная способность   3-5,

III. низкая побегообразовательная способность     1-2.

2.3.2 Клональное микроразмножение

 Условия культивирования. В качестве культур использовали модифицированные составы DKW (DKWC) (таблица 2) [11] и МС (таблица 3) [19]. DKWC готовили из маточных растворов, а для МС - сухой порошок (код 5519, г. Сигма Олдрич; Сент-Луис, штат Миссури, США), для корнеобразования питательную среду МС готовили маточные растворы pH доводили до 5,7 с помощью NaOH (0,1 н.); затем питательные среды стерилизовали автоклавированием в течение 20 мин при 1210C. Как критические шаги к коммерческому микроразмножению были выполнены стадии пролиферации и укоренения параллельно в двух разных лабораториях. Это были лаборатории от ISDP, далее лаборатория 1 и лаборатория Walnut RD (Валенсия; Испания), имеющая многолетний опыт по микроразмножению грецкого ореха, а также других лесных пород, далее лаборатория 2. 
Несмотря на то, что по возможности следовали одному и тому же протоколу, произошли некоторые вариации в условиях культивирования. При использовании одинакового фотопериода (16/8 ч) в обеих лабораториях произошли различия в освещенности и температуре. Так, в лаборатории 1, средняя сила света была 3500 лк (светодиодная трубка PH 1200 мм 2*36 Вт) и температурах от 24 до 260С; температура культуральных комнат в лаборатории 2 поддерживалась на уровне 24 ± 20C, при средней плотности потока фотосинтетических фотонов (ППФД) 50 мкмоль м-2 с −1 (≈4000 лк).
Таблица 2- Состав питательной среды DKW (J. A. Driver, A. H. Kuniyuki)

	Маточный раствор
	Компонент среды
	Хим. формула
	Кол-во, г/л

	А
	Нитрат аммония
	NH4NO3
	141,6

	
	Нитрат кальция
	Ca(NO3)2*H2 О
	196,8

	
	Нитрат цинка
	Zn(NO3)2
	1,7

	В
	Сульфат калия
	K2SO4
	77,95

	С
	Сульфат магния
	MgSO4*7H2O
	74,0

	
	Сульфат марганца
	MnSO4*H2O
	3,35

	
	Сульфат меди
	CuSO4*5H2O
	2,5

	
	Сульфат никеля
	NiSO4
	0,053

	D
	Хлористый кальций
	CaCl2*H2O
	14,9

	E
	Фосфат калия
	KH2PO4
	26,5

	
	Борная кислота
	H2BO3
	0,48

	
	Молибденовая сода
	Na2MoO4*2H2O
	3,9

	F
	Этилендиаминтетрауксус-ная кислота
	Na2EDTA*2H2O
	4,54


	
	Сульфат железа
	FeSO4*7H2O
	3,38

	G
	Тиамин
	B1
	0,2

	
	Никотиновая кислота
	PP
	0,1

	
	Глицин
	NH2CH2COOH
	0,2

	H
	Мезоинозит
	B12
	10,0


Приготовление 1 л базовой питательной среды DKW Medium:

	DKW
	По 10 мл A, C, D, E, F, G, H

	
	20 мл В

	
	Индолилмасляная кислота
	IBA
	0,1

	
	6-Бензоламинопурин
	6-BAP
	1,0

	
	рН                                                                                    5,5

	
	Биогель
	Gelrite
	2,1


   Таблица 3 - Состав питательной среды МС ( Murashige, T.; Skoog, F. A)
	Компонент среды
	Хим. формула
	Кол-во, мг/л

	1
	2
	3

	Нитрат аммония
	NH4NO3
	1650

	Нитрат калия
	KNO3
	1900

	Нитрат цинка
	Zn(NO3)2
	8,6

	Калий йодистый
	KI
	0,83

	Сульфат магния
	MgSO4*7H2O
	370

	Сульфат марганца
	MnSO4*H2O
	22,3

	Сульфат меди
	CuSO4*5H2O
	0,025


                                                                          Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3

	Хлорид кобальта
	CoCl2·6H2O
	0,025

	Хлористый кальций
	CaCl2*H2O
	440

	Фосфат калия
	KH2PO4
	170

	Борная кислота
	H2BO3
	6,2

	Молибденовая сода
	Na2MoO4*2H2O
	0,25

	Этилендиаминтетрауксусная кислота
	Na2EDTA*2H2O
	37,3

	Сульфат железа
	FeSO4*7H2O
	27,95

	Тиамин
	B1
	1,0

	Никотиновая кислота
	PP
	0,5

	Глицин
	NH2CH2COOH
	2,0

	Мезоинозит
	B12
	100

	6-Бензоламинопурин
	6-BAP
	1,0

	Индолил-масляная кислота
	IBA
	0,1

	Сахароза
	
	30000

	рН                                                                                                              5,8

	Агар
	
	              8000


Химические вещества в лаборатории 1 были предоставлены для Реагенты PanReac AppliChem ITW (Барселона; Испания) и Duchefa Biochemie (Харлем; Нидерланды) был поставщиком для лаборатории 2. Для интродукции in vitro, пролиферации, и преиндукции корней культуральные среды желатинировали растительным агаром (код A2111, PanReac реагенты AppliChem ITW; Барселона; Испания) в лаборатории 1 (7 г/л), а с промышленным агар (код 1804, Кондалаб; Торрехон-де-Ардос; Испания) в лаборатории 2 (5,5 г/л). 
В обеих лабораториях укоренение проводили в два этапа: индукция корней в полной темноте (5–7 дней) и экспрессия корней при фотопериоде 16/8 часов. Для этого этапа выбирались здоровые и энергичные микропобеги от размножения, без каких-либо признаков дефолиации и/или увядания, длиной не менее 20 мм, как это было рекомендовано для клонов гибрида грецкого ореха потомство Mj209xRa. 
Введение в in vitro. Интродукции in vitro проводились только в лаборатории 1 в течение 2018 г. Соблюдались две процедуры: (1) интродукции из черенков со спящими почками, собранных в феврале 2018 г., но сформированных в 2017 г. и (2) интродукция ветвей проросших в  2018 г., собраных в мае того же года. Материалы индивидуально маркировали и передавали в лабораторию в течении 12 часов после сбора. Черенки были промыты стерильной водой с хозяйственным мылом и снова обильно промыты, чтобы удалить остатки мыла. 
Для процедуры 1 черенки помещали в чашки (1000 мл) с водой и инкубировали в комнатных условиях при фотопериоде 16/8 ч, чтобы способствовать бутонизации. Воду меняли каждые 3 дня по рекомендации для Mj209xRa гибриды [17]. На следующем этапе использовали проросшие побеги длиной более 2 см. Тогда как, черенки, собранные в мае (процедура 2), перед дезинфекцией разрезали на сегменты, несущие по одному узлу. После этого сегменты обрабатывали раствором триклозана (Billio Chemistry ООО, Новокузнецк, Кемеровская область, Россия) в течение 1 ч на орбитальном шейкере при 200 об/мин. В дополнение к этой предварительной очистке экспланты дезинфицировали, замачивая их в течение 5 минут в растворе NaOCL2 (0,05%) с добавлением твина-20; с последующей интенсивной промывкой стерильной водой на орбитальном шейкере в течение 5, 10 и 15 мин. Эксплантаты индивидуально инокулировали в стеклянные пробирки (150 × 20 мм), содержащие по 10 мл либо DKWC, либо МS культуральная среда с добавлением 4,4 мкМ 6-безиламинопурина (БАП) и 0,05 мкМ индол-3-масляной кислоты (IBA) и выдерживали в стандартных условиях фотопериода. 
Зараженные или мертвые экспланты, а также экспланты с обильным выделением фенолов были выбраны и удалены. Учитывались только те обработки, в которых использовалось не менее 10 эксплантатов.

Размножение. Лаборатория 1: первоначально были использованы стеклянные банки объемом 200 см3, высотой 100 мм и диаметром 60 мм. В дальнейшем культуры высевали в полипропиленовые контейнеры (О118/120+ОД118, Микробокс, SacO2, Deinze; Бельгия). Что касается создания in vitro, DKWC и MS препараты были дополнены теми же концентрациями BAP и IBA, которые использовались для введения в in vitro. 
На этом этапе было необходимо введение флороглюцина (0,4 мМ, PG) и замена трехвалентного этилендиаминтетрауксусной кислоты (FeEDTA) на этилендиамин ди-2-гидроксифенилацетат трехвалентного железа (119 мг/л, FeEDDHA), как было рекомендовано для микроразмножения клонов Mj209xRa [17,23], используя питательные среды DKWC-м и МС-м. Десять эксплантов инокулировали в 100 мл культуральной среды на сосуд. 
Субкультуры проводили на 5-й неделе. Количество узлов, длина микропобегов и диаметр каллуса (измеряется в самой широкой его части) оценивали для каждой обработки в конце пересева. 
Лаборатория 2: Эксплантаты четырех генотипов были предоставлены лабораторией ISDP, в марте 2019 г. После получения растительных материалов их индивидуально пересевают на свежую среду в пробирки (150×25 мм) для контроля появления микробных заражений. В течение первых трех субкультур никаких дальнейших действий не производилось, кроме увеличения объема материалов, а также доведение их до стабильного состояния. Для размножения использовалась та же модель полипропиленовой тары, только использовалась модификация DKWC-м. На контейнер с 100 мл культуры инокулировали 10 эксплантов в среду идентичную как в лаборатории 1. Пересевы проводили каждые 6 недель. Количество узлов на микропобег подсчитывали в конце каждой субкультуры.

Укоренение. Лаборатория 1: Процедуры, описанные для персидского ореха [24], с некоторыми вариациями, и Mj209xRa [17] с использованием составов MS и DKWC соответственно внесение некоторых модификаций. Так, MS (14 макроэлемента) был дополнен IBA (14,7 мкМ), тогда как 50 мкМ IBA добавляли к DKWC (12 макроэлемента). Независимо от питательной среды FeEDDHA использовали в качестве источника железа вместо FeEDТА. 
Для обоих составов жидкие питательные среды и вермикулит (торговая марка ЛЕТТО, ООО «Биотек», г. Миасс, Челябинская обл., Россия), без IBA использовали для формирования корней. На 4-й неделе укоренились микропобеги и количество корней на микропобеге подсчитывали и регистрировали общее состояние укорененных микропобегов за обработку. 
Лаборатория 2: соблюдалась только процедура, описанная для клонов Mj209xRa]. Таким образом, культуры инкубировали в темноте на питательной среде с макроэлементами. DKWC уменьшен до 50% и 50 мкМ IBA. Затем были перенесены микрочеренки на экспрессии корней в тех же питательных средах с вермикулитом (тип 3, Projar, Валенсия; Испания), без IBA и агара. Через 4 недели количество укоренившихся микропобегов на генотип подсчитывали и аннотировали общее состояние укореняющихся микропобегов.

Адаптация. Первоначально укорененные микропобеги высаживали в торфяные таблетки (Jiffy-7, диаметр 41 мм, код товара 32170138, Осло, Норвегия) и инкубировали в мини-теплицах в контролируемых условиях. Для поддержания высокой относительной влажности (≈90 ± 2%) мини-теплицы были покрыты стеклом, а субстрат слегка увлажняли водой один раз в день в течение первой недели. 
К 3-й неделе стеклянные колпаки были постепенно сняты, а микроразмноженные растения поливали два раза в неделю таким образом, чтобы растения постепенно акклиматизировались к постепенно снижающейся влажности. На этой стадии использовался фотопериод 16/8 ч при средней освещенности 3500 лк, тогда как температура была 24–260С. На 4-й неделе выжившие растения пересаживали в пластиковые стаканчики (объемом 500 см3, с верхним диаметром 93 мм, нижним 55 мм, высотой 135 мм) со смесью (соотношение 2:1) из торфа (Сулифлор СФ2, Радвилишкис, Литва) и вермикулита (ООО «Биотек», г. Миасс, Челябинская область, Россия). 
Горшки помещали в нормальные условия теплицы, с колебаниями температуры от 17 до 320C и относительной влажности и от от 45 до 75%, средняя максимальная освещенность составляла 4600 лк. Растения поливали 1-2 раза в неделю в зависимости от погоды и состояния субстрата. Когда микроразмноженные растения были адаптированы (6-я неделя), подсчитывали выживаемость и качество растений каждого генотипа из обеих питательных сред и аннотировали общее состояние.

Анализ генетической стабильности микроразмноженных клонов. Для оценки генетической стабильности использовали листья деревьев-доноров и соответствующие им микроразмноженные растения. Для дифференциации сортов J. regia использовали пять микросателлитных локусов WGA001, WGA009, WGA089, WGA276, и WGA321. Геномная ДНК экстрагировали с использованием набора DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Качество ДНК и количественное определение оценивали в 0,9% агарозе (Amresco, Solon, OH, USA) и с помощью спектрофотометрии (Nanodrop ND-1000, ThermoScientific) соответственно. ПЦР-реакции проводили в конечном объеме 25 мкл, состоящем из 1× буфера для ПЦР (20 мМ Tris-Cl pH 8,4, 50 мМ KCl, ThermoScientific), 2,0 мМ MgCl2, 0,2 мМ dNTP (ThermoScientific), 0,2 мкМ каждого праймера (Sigma-Aldrich, Германия), 0,25 ед. Taq-ДНК рекомбинантной полимеразы (ThermoScientific) и 25 нг геномной ДНК. ПЦР-амплификации состояли 5 мин на начальную денатурацию при 94 ◦С, 35 циклов по 45 с при 94 ◦С, 45 с на отжиг температура, специфичная для каждой пары праймеров, и 45 с при 72 ◦C, и заключительный этап в течение 10 мин при 72 ◦С. Для определения аллелей продукты ПЦР фракционировали в агарозном геле (3,0%, MetaPhor, Лонза) при 120 В в течение 60 мин. GeneRuler 100 п.н. (ThermoScientific) и лестница 50 п.н. (Invitrogen, Литва). ПЦР-ампликоны были по сравнению с ДНК-лестницей с помощью гелевого сканера (GelDoc, BioRad, Hercules, CA, USA) [202].

План эксперимента и статистическая обработка данных. Для всех экспериментов применялась рендомизированная модель. Так как, контейнер был использован как основной экспериментальный блок в качестве первичных данных для анализа использовались среднее значение биометрических данных контейнеров. Каждая выборка состояла как минимум из трех повторностей для всех экспериментов. Во время пролиферации (этап II) оценивали не менее трех субкультур, считая каждую субкультуру повторением. Дисперсионный анализ был выполнен с помощью (ANOVA) [203]. Нормальное распределение и однородность данных были определены с использованием тестов Шапиро-Уилкса и Левена соответственно. При необходимости LCD постфактум и были проведены корреляционные тесты Пирсона (данные с нормальным распределением) и Спирмена (данные с ненормальным распределением) которые не соответствуют предположениям ANOVA были проанализированы с помощью теста Kruskal Wallis и по программе (р≤0,05) Excel.
2.3.3 Определение хлорофилла.
Количественное определение хлорофиллов, каротинов и ксантофиллов в зеленых растениях проводились с использованием двух принципиально различных подходов: с предварительным разделением и без него. При этом расчеты проведены как с использованием калибровочных графиков, так и готовых формул с применением известных значений молярных коэффициентов светопоглощения [204]. 

Цель: спектрофотометрическим методом определить количественное содержание хлорофиллов а, b и каротиноидов в исследуемом материале. Рассчитать соотношение хлорофилла а и b. Показать адаптацию пигментного аппарата растений к световому режиму окружающей среды. 
Объекты, реактивы, оборудование:  листья разного возраста; 96%-й раствор спирта; МgСО3 (СаСОз); кварцевый песок; фарфоровые ступки с пестиками; скальпель; ножницы; пинцет; стеклянные палочки: колба Бунзена со стеклянным фильтром № 3; мерные колбы объемом 25 мл; мерный цилиндр объемом 25 мл; стеклянные воронки; конические пробирки; пипет​ки объемом 2 и 5 мл; фольга; весы торсионные, спектрофотометр.

 Количественное определение пигментов без их предварительного разделения. 

Количественный анализ без разделения и без использования стандартов заключается в приготовлении вытяжки пигментов, определении оптической плотности полученного раствора на спектрофотометре при длинах волн, соответствующих максимумам поглощения определяемых компонентов, и последующем математическом расчете.

Оптическую плотность вытяжки пигментов, полученной в опыте 1, определяли при длинах волн 665, 649 и 442,5 нм (в случае 96%-ного этилового спирта), используя кюветы с толщиной поглощающего слоя 10 мм.

Концентрацию хлорофиллов a и b, а также каротиноидов рассчитывали по формулам в зависимости от вида и концентрации используемого растворителя:

- для 96%раствора спирта (Wintermans, de Mots, 1965) [205]:

Сa= (13,70·D665 -5,76· D 649) ·25: навеска

Сb= (25,80·D665 -7.60· D 665) ·25: навеска

Ck=4,75 D452,5 – 0,268 C (a +b) ·25: навеска
где [image: image12.png]


- концентрации хлорофиллов a, b и каротиноидов соответственно, мг/ г;

[image: image13.png]


- суммарная концентрация хлорофиллов a и b в вытяжке, мг/г;

[image: image14.png]


- оптическая плотность вытяжки при длине волн i нм соответственно (толщина поглощающего слоя – 10 мм).

 где Схла, Схлb, Схла+хлb и Скар — соответственно концентрации хлорофиллов а, b их суммы и каратиноидов, мг/г;

D — экспериментально полученные величины оптической плотности при соответствующих длинах волн.

2.3.4 Определение химического состава грецкого ореха. 
Образцы измельченных ядер плодов грецкого ореха в кофемолке тщательно перемешивали шпателем и взвешивали навеску 8- 10 г на аналитических весах. Навеску помещали во взвешенный экстракционный патрон из фильтровальной бумаги, сверху него клали небольшой слой ваты, затем края патрона завертывали и помещали его в экстрактор - аппарат Сокслета. К экстрактору присоединяли чистую колбу, предварительно высушенную в течение часа при 100-1050С и взвешенную после охлаждения в эксикаторе. Через водяной холодильник при помощи маленькой воронки наливали в экстрактор необходимое количество предварительно перегнанного экстракционного бензина (фракция 75-800С).

Экстракцию масла вели в течение 20-22 часов. Пробу на полноту экстракции производили через12 ч путем проверки капли экстракта на фильтровальной бумаге по отсутствию жирного пятна после высыхания на ней экстракта. После полного извлечения масла приемную колбу с экстрактом масла отсоединяли, и бензин отгоняли на роторном испарителе. Остатки бензина удаляли высушиванием масла в сушильном шкафу при температуре 100-105 0С до постоянного веса.

Первое взвешивание производили через 1 час сушки, последующие - через каждые 30 мин. Сушку считали законченной, если разница между двумя последними взвешиваниями составляла 0,0002-0,0004 г.

Содержание масла в семенах в % (Х) вычисляли по формуле:
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,
где:

Р1- вес колбы с маслом, в г,

Р2 - вес пустой колбы, в г,

Р - навеска семян, в г.

Для определения состава жирных кислот образец масла гидролизовали 10%-ным метанольным раствором КОН в соотношении образец: раствор 1:10, при кипячении на водяной бане в течение 1 часа. Полученные мыла разлагали 50% водным раствором H2SO4. Жирные кислоты экстрагировали трижды диэтиловым эфиром. Далее эфирные вытяжки промывали дистиллированной водой до нейтральной среды, сушили над сульфатом натрия, затем эфир отгоняли. Жирные кислоты метилировали свежеприготовленным диазометаном. Очистку полученных метиловых эфиров проводили в тонком слое силикагеля в системе растворителей гексан: диэтиловый эфир 4:1, зону МЭ проявили в парах J2 и метиловые эфиры десорбировали с силикагеля хлороформом. После удаления хлороформа МЭ растворяли в гексане и анализировали на приборе Shimadzu 2010 (Япония) с пламенно-ионизационным детектором, используя капиллярную колонку длиной 30 м с внутренним диаметром 0.32 мм с нанесенной фазой НР-5 при температуре от 150 до 270 0С. Газ-носитель – гелий [206].

3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  
3.1 Отбор перспективных сортообразцов и форм для создания генофонда грецкого ореха

Среди орехоплодных растений, грецкий орех Juglans regia является наиболее распространенной культурой, издавна произрастающей в южных регионах Казахстана [1]. Несмотря на противоречивость данных о естественности популяций грецкого ореха Казахстана, ученые считают, что полиморфные растения Сайрам-Угамского ареала, расположенного в Туркестанской области, имеют огромное значение для селекционно-генетических исследований [15]. Благодаря государственным программам развития орехоплодной и ягодной отраслей «Жаңғақ-2050» и «Жидек-2050» на территории Алматинской и Туркестанской областей, частные сельскохозяйственные предприятия создали плантации ореха J. regia. В 2018-2019 гг. проведено изучение биологических особенностей роста и развития сортообразцов и генотипов грецкого ореха, культивируемого в двух хозяйствах к/х «Хижков» и «Сарагаш Жер Сыйы». 

Во многих областях производство персидского грецкого ореха (Juglans regia L.) ограничено весенними заморозками, который может повредить чувствительные ткани. Настоящее исследование было проведено для отбора морозостойких генотипов с высокими значениями качества и количества деревьев сеянцевого происхождения. 
В Енбекшиказахском районе, в 53 км от города Алматы, на горной равнине находится крестьянское хозяйство «Хижков». Для этой территории характерны континентальный климат, низкая влажность воздуха, обилие солнечного света, короткая, но довольно холодная зима. Первый посев ореха J. regia, собранного в районе г. Каскелен Алматинской области, проведен в 2015 г. на площади 12 га (отчет агронома к/х «Хижков» Маратжана Касымова).

В 2019 году сбор грецких орехов в к/х «Хижков» был пополнен сортами из Кыргызстана и местных генотипов из Туркестанской области. На данный момент в питомнике возраст деревьев J. regia от 2 до 5 лет.

В 2018 году отбор перспективных форм грецкого ореха проводились на участках К/Х «Хижков».  Енбекшиказахского района Алматинской области, и ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы» Сарагашского района Туркестанской области.  Определение общей степени подмерзания деревьев необходимо для оценки зимостойкости сеянцев ореха, выращиваемых в условиях южного и юго-восточного Казахстана. Для отбора зимостойких и перспективных форм грецкого ореха были охарактеризованы 137 форм.  
В таблице 4 представлены данные по изучению биологических особенностей 3-4-летних деревьев ореха, отобранных за 2018-2019 годы в К/Х «Хижков».  Всего после зимнего периода, в 2018 году из 137 форм 118 генотипов ореха имели сильные и очень сильные повреждения, что соответствует стандартной шкале 4 и 5 степени подмерзания [52].  
Tаблица 4 – Биологические характеристики разных форм грецкого ореха на участке крестьянского хозяйства «Хижков» в 2018 – 2019 гг. 
	Формы
	Характеристика 2018 г.
	Характеристика 2019 г.

	
	Возраст
	Высота дерева, м*
	Ширина кроны, м *
	Наличие заболеваний
	Общая степень подмерзания
	Высота дерева, м*
	Ширина кроны, м *
	Наличие заболеваний
	Общая степень подмерзания
	Степень плодоношения

	Х 1/1
	3
	3,00
	3,00
	-
	ΙΙΙ
	3,15
	3,23
	-
	0
	1

	Х 1/2
	3
	3,00
	3,36
	-
	ΙΙΙ
	3,26
	3,00
	-
	0
	1

	Х 1/4
	3
	2,10
	2,03
	-
	ΙΙΙ
	3,00
	3,30
	-
	I
	-

	Х 1/5
	3
	2,50
	2,09
	-
	ΙΙΙ
	3,60
	3,30
	-
	Ι
	-

	Х 1/7
	3
	2,50
	1,60
	-
	ΙΙΙ
	3,16
	2,20
	-
	I
	-

	Х 1/13
	3
	2,50
	1,80
	-
	ΙΙΙ
	2,60
	1,98
	-
	Ι
	1

	Х 1/21
	3
	2,50
	1,30
	-
	ΙΙΙ
	2,70
	2,90
	-
	II
	-

	Х 2/1
	3
	3,50
	2,10
	-
	ΙΙΙ
	3,80
	2,70
	-
	0
	-

	Х 2/2
	3
	3,20
	1,80
	-
	ΙΙΙ
	3,95
	4,00
	-
	0
	-

	Х 2/4
	3
	    3,1
	2,1
	-
	ΙΙΙ
	4,10
	4,50
	-
	Ι
	-

	Х 2/26
	3
	2,6
	1,6
	-
	ΙΙΙ
	3,85
	4,20
	-
	ΙI
	-

	Х 3/2
	3
	3,50
	2,10
	-
	ΙΙΙ
	4,15
	5,00
	-
	Ι
	-

	Х 3/3
	3
	3,20
	1,80
	-
	ΙΙΙ
	3,90
	4,50
	-
	ΙI
	-

	Х 3/4
	3
	3,1
	2,4
	-
	ΙΙΙ
	4,10
	5,00
	-
	Ι
	-

	Х 4/2
	3
	3,50
	3,30
	-
	ΙΙΙ
	4,50
	5,40
	-
	0
	1

	Х 4/7
	3
	2,8
	2,3
	-
	ΙΙΙ
	2,90
	3,70
	-
	I
	1

	Х 5/4
	3
	3,00
	3,36
	-
	ΙΙΙ
	3,00
	3,50
	-
	0
	-

	Х 5/5
	3
	2,10
	2,03
	-
	ΙΙΙ
	3,90
	4,10
	-
	0
	-

	Средний
	-
	2.83±0.110
	2.33±0.170
	
	
	3.53±0.138
	3.70±0.235
	
	
	

	SD
	-
	0.468
	0.723
	
	
	0.567
	0.969
	
	
	

	- не повреждены или нет плодов; * - р=0.05; ** - р=0.001


Остальные 18 форм имели хорошую зимостойкость (морозостойкость), при котором не наблюдалось подмерзания коры на стволе и древесине, но выявлены поврежденные ветви деревьев. Эти 18 изучаемых генотипов имели III степень подмерзания, при котором поврежденные ветки приобретают коричневый цвет и нуждаются в подрезке.   

При изучении показателей подмерзания ореха, установлено, что генотипы Х1/4, Х5/5 и Х15/5 после срезки ветвей имели по 9 восстановленных побегов, а орех Х3/2 имел всего 6 дополнительных новых побегов. Согласно методу оценки исходного материала, эти местные формы J. Regia L.  обладают высокой (>6 баллов) побегообразовательной способностью (рисунок 10, 11)

Все остальные генотипы 3-х летних деревьев имели среднюю побегообразовательную способность, восстановив по 3-5 веток.

В 2018 году, в питомнике высота 3-летних деревьев была в пределах 2,10-3,50 м (2.83±0.110 м в среднем, SD=0.468, р=0.05) и ширина кроны 1,30-3,36 м (2.33±0.170 м в среднем, SD=0.723, р=0.05). Кроме того, в зависимости от генотипа ореха, годичный прирост ветвей деревьев составлял 112-213 см (153.05±9.001 см в среднем, SD=38.187, р=0.001), тогда как диаметр ствола деревьев был 7-16 см (9.32±0.527 см в среднем, SD=2.237, р=0.05). 
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	Рисунок 10 - А, Б -Восстановление побегов после обрезки подмерзших веток


В 2019 г. исследуемые деревья имели высоту 2,60-4,50 м (3.53±0.138 м в среднем, SD=0.567, р=0.05) и ширину кроны от 1,98 до 5,40 м (3.70±0.235 м в среднем, SD=0.969, р=0.05) (таблица 8). Годичный прирост ветвей деревьев в 2019 году составил 70-315 см (190.44±15.635 м в среднем, SD=64.466, р=0.001).

В сравнении с 2018, на следующий год общая степень подмерзания веток была ниже (I-II степень), тогда как у 7 генотипов ореха Х1/1, Х1/2, Х2/1, Х2/2, Х4/2, Х5/4 и Х5/5 полностью отсутствовали повреждения, что связано с более теплой зимой 2019 года.
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	Рисунок 11 - А, Б - Состояние деревьев к концу лета 2018 г


Так согласно данным метеостанции (WH-1081PC беспроводная метеостанция, Китай), расположенной недалеко от К/Х “Хижков”, в январе и феврале 2018 года среднемесячная температура соответственно была -9,40С и -2.50С, тогда как в 2019 году температура была -4,50С и -6.20С. В Казахстане зима 2018 года по сравнению с 2019 годом была очень холодной, так даже в юго-восточной части страны (в Алматинской области) суточная температура воздуха понижалась до -320С. 

2018-2019 зимой из-за резкого перепада дневных и ночных температур с частыми ветрами (до 6 м/с) произошло иссушение однолетних побегов деревьев. В результате зимнего иссушения однолетних побегов многие деревья имели повреждения.    Весной в крестьянском хозяйстве «Хижков» при визуальном осмотре деревьев грецкого ореха 2015 года посадки было установлено, что признаки наиболее распространенных заболеваний грецкого ореха у всех деревьев отсутствуют. 

Таким образом, в 2019 году из 18 форм у 11 форм были повреждены однолетние побеги от 15 см до 1,5 м. Остальные 7 форм Х 1/1, Х 1/2, Х 2/1, Х 2/2, Х 4/2, Х 5/4, Х 5/5 показали высокий уровень морозосойкости. 

Как известно, по времени вступления сортов ореха в плодоношение их делят на скороплодные (вступившие в фазу плодоношения ранее 6-летнего возраста), со средним сроком плодоношения (в возрасте 6-8 лет) и поздно вступающие в плодоношение (более 8 лет). Фенологические наблюдения 2019 года, позволили отнести к скороплодным деревьям местные генотипы Х1/1, Х1/2, Х1/13, Х4/2 и Х4/7. Эти генотипы ореха в возрасте 4 лет вступили в фазу плодоношения и дали первый урожай в пределах 0,09-0,18 кг орехов с дерева.

В питомнике ТОО «Сарагаш Жер Сыйы» имеется сад грецкого ореха из 230 местных форм, собранные со всей Туркестанской области.  В 2015 г. на опытном участке посажены 200 саженцев грецкого ореха, привезенные из Турции. В 2018-2019 годы для отбора перспективных форм была дана биологическая характеристика на 230 местных форм, основные параметры характеристики указаны в таблице 5.  Отобраны наиболее перспективные формы грецкого ореха: Ф1/2, Ф2/1, Ф2/4, Ф2/8, Ф2/12, Ф2/13, Ф2/15, Ф3/6, Ф3/14, Ф4/7, Ф5/8, Ф5/9, Ф6/11, Ф10/12, Ф10/15, Ф11/14. 

В весенне-летний период 2019 года проведено изучение биометрических показателей турецких форм грецкого ореха (таблица 5). 

В 2018 году почти у всех турецких сортообразцов выявлена I степень зимостойкости, то есть очень слабое подмерзание, при котором у незначительной части (около 10%) плодовых побегов повреждаются верхушечные почки и мужские сережки. Из 200 деревьев ореха, для изучения отобраны только 16 генотипов, которые в возрасте 5 лет начали давать плоды (скороплодный орех). Как показано в таблице 5, эти скороплодные формы имели слабое и среднее плодоношение (2 и 3 степень плодоношения, соответственно). Однако у некоторых турецких генотипов ореха ФT5/15, ФT8/8, ФT8/9, ФT8/12, ФT8/15, ФT8/18 обнаружены болезни (рисунок 12). марсония и бактериоз. 
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Рисунок 12 – Зараженные формы грецкого ореха

А – плоды, Б- листья

Tаблица 5 – Биологическая характеристика местных и турецких форм грецкого ореха на участке ТОО «Сарагаш Жер Сыйы», ср. 2018 – 2019 гг. 
	Формы
	Характеристика местных форм 2018.-2019 гг
	Характеристика турецких форм 2018-2019 г.г.

	
	Возраст
	Высота дерева, м*
	Ширина кроны, м *
	Наличие заболеваний
	Общая степень подмерзания
	Формы
	Возраст
	Высота дерева, м*
	Ширина кроны, м *
	Наличие заболеваний
	Степень плодоношения
	Общая степень подмерзания

	Ф 1/2
	15
	5
	5
	+
	Ι
	ФТ 1/2
	5
	3,30
	1,50
	-
	2
	Ι

	Ф 2/1
	15
	7
	8
	-
	Ι
	ФТ 1/13
	5
	2,10
	1,10
	-
	3
	Ι

	Ф 2/4
	15
	6
	3,5
	+
	Ι
	ФТ 2/12
	5
	2,20
	1,00
	-
	3
	Ι

	Ф 2/8
	15
	5
	5
	+
	Ι
	ФТ 3/2
	5
	3,00
	2,10
	-
	2
	Ι

	Ф 2/12
	15
	3
	3
	+
	Ι
	ФТ 4/10
	5
	2,20
	0,80
	-
	3
	Ι

	Ф 2/13
	15
	3
	3
	+
	Ι
	ФТ 4/11
	5
	2,60
	1,70
	-
	3
	Ι

	Ф 2/15
	15
	2,5
	3
	+
	Ι
	ФТ 4/12
	5
	2,70
	1,80
	-
	3
	Ι

	Ф 3/6
	15
	3,5
	3
	-
	Ι
	ФТ 5/6
	5
	3,70
	1,90
	-
	2
	Ι

	Ф 3/14
	15
	3
	5
	-
	Ι
	ФТ 5/8
	5
	2,80
	1,50
	-
	3
	Ι

	Ф 4/7
	15
	7
	6
	-
	Ι
	ФТ 5/10
	5
	3,30
	2,10
	-
	3
	Ι

	Ф 5/8
	15
	8
	5
	-
	Ι
	ФТ 5/15
	5
	2,20
	1,10
	+
	3
	Ι

	Ф 5/9
	15
	8
	9
	-
	Ι
	ФТ 8/8
	5
	2,50
	1,80
	+
	2
	Ι

	Ф 6/11
	15
	3
	3
	+
	Ι
	ФТ 8/9
	5
	1,90
	1,90
	+
	3
	Ι

	Ф 10/12
	15
	2,5
	3
	+
	Ι
	ФТ 8/12
	5
	2,60
	1,60
	+
	3
	Ι

	Ф 10/15
	15
	3,5
	2,5
	+
	Ι
	ФТ 8/15
	5
	2,70
	1,80
	+
	2
	Ι

	Ф11/14
	15
	6
	6
	+
	Ι
	ФТ 8/18
	5
	3,20
	2,20
	+
	2
	Ι

	Средний
	-
	
	
	
	
	
	
	2.71±0.107
	1.60±0.132
	
	
	

	SD
	-
	
	
	
	
	
	
	0.513
	0.631
	
	
	


Из таблицы 5 видно, что в этом питомнике высота 5-летних деревьев J. regia была в пределах 1,90-3,70 м (2.71±0.107 м в среднем, SD=0.513), ширина кроны 0,40-2,80 м (1.60±0.132 м в среднем, SD=0.631). При этом диаметр ствола (штамба) у турецких генотипов составлял 4-12 см (7.29±0.441 м в среднем, SD=2.116).

3.2 Генотипирование отобранных перспективных сортообразцов и форм грецкого ореха

Микросателлитные маркеры SSR широко используются для идентификации растений грецкого ореха [16] Wegrzyn J.L. и его коллеги нашли

что Juglans regia содержит большое количество микросателлитных локусов по сравнению с другими видами растений [30]. Поэтому для микросателлитного анализа местных грецких орехов использовали растительный материал различных генотипов, выращенных в к/х «Хижков» и ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы». Для оптимизации реакции (полимеразная цепная реакция, ПЦР диагностика) и амплификацию локусов WGA001, WGA005, WGA09, WGA027, WGA069 и WGA202 использовали простой метод (полимеразная цепная реакция, ПЦР-диагностика) с градиентом температур отжига праймеров (отжиг праймера) в пределах 49-63°С (данные не представлены). гель-электрофореграмма (рисунок 13) показывает, что (полимеразная цепная реакция, ПЦР-диагностика) амплификация локуса WGA202 протекает хорошо при температуре в диапазоне 58-630С. 
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Рисунок 13 - Гель-электрофорез амплифицированных в градиенте ПЦР локусов WGA202 в генотипе грецкого ореха Т7-10: треки 1-10 – при t = 58; 58,6; 58,9; 59,7; 60,3; 60,7; 61,4; 62,1; 62,6 и 630С, соответственно, К – отрицательный контроль, М – GeneRuler 100 п.н.

Для идентификации растений грецкого ореха широко используются SSR-микросателлитные маркеры [16 Dangl G.S., 2005, 22 Foroni I., 2006, 23 Ruiz-Garcia L., 2011]. Wegrzyn J.L. и его коллеги установили, что Juglans regia содержит большое количество микросателлитных локусов, в сравнении с другими видами растений [30 Wegrzyn, J.L., 2014]. Поэтому для микросателлитного анализа местного грецкого ореха был собран растительный материал различных генотипов, культивируемых в к/х «Хижков» и ТОО «Сарыагаш Жер Сыйы». 

Для оптимизации реакции ПЦР и амплификации локусов WGA001, WGA005, WGA09, WGA027, WGA069 and WGA202 был использован простой метод ПЦР с градиентом температур отжига праймеров (primer annealing) в пределах 49-630С (data not shown). На гель-электрофореграмме (figure 5) видно, что ПЦР амплификация локуса WGA202 хорошо проходит при всем диапазоне температур 58-630С. 

В рисунке 14 представлен результат простого ПЦР с амплификацией локуса WGA202 при температуре отжига праймеров 580С (primer annealing temperature). Специфические и уникальные аллели локусов WGA220 обнаружены у двенадцати генотипов грецкого ореха, произрастающих на плантациях к/х «Хижков» и ТОО «Сарыагаш жер сыйы». Однако мы видим, что фракционирование продуктов SSR-PCR в 2% стандартных агарозных гелях было не очень хорошим, поскольку невозможно различить фрагменты ДНК очень близких размеров.

[image: image23.jpg]i oy




Рисунок 14-  Гель-электрофорез ПЦР-амплифицированных локусов WGA202 в генотипах грецкого ореха: 1 - х8/3, 2 - х6/2, 3 - х2/2, 4 - х5/3, 5 - х7/6, 6 - х4/2, 7 - х1 /1, 8 - х1/2, 9 - х2/1, 10 - х3/1, 11 - х3/2, 12 - Т2-10 соответственно. К – отрицательный контроль, М – GeneRuler 100 п.н. (ThermoScientific)

  При простом методе ПЦР-амплификации локуса WGA005 и температуре отжига праймеров при 580С (primer annealing temperature) нами получены ДНК фрагменты для шести казахстанских генотипов ореха  х8/3, х6/2, х2/2, х5/3, х7/6 и х4/2 (рисунок 15). В дальнейшем разделение ПЦР-продуктов проводили в 3% геле  of MetaPhore agarose. Generally, loci WGA005 20 местных казахстанских и зарубежных генотипов грецкого ореха амплифицировали с размерами продуктов ПЦР от 240 до 252 bp, как упоминал Форони I. [22]. 
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Рисунок 15 - Фракционирование продуктов ПЦР WGA005 в 3% агарозы MetaPhore. Образцы растений: 1 - х8/3, 2 - х6/2, 3 - х2/2, 4 - х5/3, 5 - х7/6, 6 - х7/6, 7 - х4/2, M - 50 bp DNA ladder (Invitrogen) (слева направо)

В следующей серии наших экспериментов было проведено 35 циклов ПЦР приземления, состоящих из отжига при температуре 58 0С при 45 с в течение 1-го цикла с понижением на 0,2 0С на следующих 2-15 циклах и продолжении на 55 0С при 45 с в течение следующих 20 циклов проводили для отжига пар праймеров, специфичных к локусам WGA001, WGA009 и WGA069 [23 Ruiz-Garcia L., 2011]. Фракционирование полученных продуктов ПЦР проводили с использованием 3% агарозного геля Metaphore. Как показано на рисунках 28, 9A и 9B, протокол ПЦР, упомянутый Ruiz-Garcia L., позволил амплифицировать локусы WGA001 и получить специфические ампликоны для каждого изучаемого генотипа грецкого ореха [23 Ruiz-Garcia L., 2011]. 
Однако в этом случае наблюдались дополнительные продукты ДНК размером около 250 п.н. и 400 п.н. для локусов WGA001 и WGA009 соответственно, но они не были четко видны (данные не показаны). Изученные 27 местных казахстанских и зарубежных турецких и китайских генотипов ореха имели семь аллелей локусов WGA001 в диапазоне 178-192 п.н. (см. рисунок 16, 9А и 9Б).
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Рисунок 16 - Фракционирование продуктов ПЦР WGA001 в 3% агарозы MetaPhore. Образцы растений: 1 - х1/1, 2 - х1/2, 3 - х2/1, 4 - х3/1, 5 - х3/2, 6 - Т2-10, 7 - Т7-10, 8 - х6/2 , 9 – х2/2, 10 – х5/3, 11 – х7/6, 12 – х4/2, 13 – Ch01, 14 – Ch02, 15 – Ch03, 16 – Ch04, M – ДНК-лестница 50 п.н. (Invitrogen) (слева направо). 
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Рисунок 17. Фракционирование продуктов ПЦР WGA001 в 3% агарозы MetaPhore. 9А. Образцы растений: 1 - FT8/9, 2 - FT7/2, 3 - FT7/16, 4 - FT5/10, 5 - FT4/11, 6 - FT1/13, 7 - Kz11, 8 - FT12, М - 50 Лестница ДНК п.н. (Invitrogen). 9Б. Образцы растений: 1 - Kz19, 2 - Kz20, 3 - Kz21, К - отрицательный контроль, М - 50 п.н. ДНК-лестница (Invitrogen) (слева направо). 

На рисунках 10А, 10В и 11 видно, что один и тот же протокол ПЦР позволил амплифицировать локусы WGA009 в 25 генотипах грецкого ореха. Амплификацию ДНК местных генотипов х1/1 и х1/2 WGA009 повторяли дважды с теми же результатами (рисунок 18А и 11), тогда как второй повтор ПЦР давал амплификацию турецкого генотипа FT7/16 и только ДНК FT7/2. генотип не был амплифицирован (рис. 10Б и 11). Всего для этих местных и зарубежных генотипов было обнаружено четыре различных аллеля длиной 237–252 п.н.
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Рисунок 18 - Фракционирование продуктов ПЦР WGA009 в 3% MetaPhore. 10А. Образцы растений: 1 - х1/1, 2 - х1/2, 3 - х2/1, 4 - х3/1, 5 - х3/2, М - ДНК-лестница 50 п.н. (Invitrogen). 10Б. Образцы растений: 1 – Т2-10, 2 – Т7-10, 3 – х6/2, 4 – х2/2, 5 – х5/3, 6 – х7/6, 7 – х4/2, 8 – FT7/16 , К - отрицательный контроль, М - лестница ДНК 50 п.н.
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Рисунок 19- Фракционирование продуктов ПЦР WGA009 в 3% агарозы MetaPhore. Образцы растений: 1 – Ч01, 2 – Ч02, 3 – Ч03, 4 – Ч04, 5 – FT8/9, 6 – FT7/2, 7 – FT7/16, 8 – FT5/10, 9 – FT4/11, 10 – FT1/13, 11 – Kz11, 12 – FT12, 13 – Kz22, 14 – х1/1, 15 – х1/2, М – ДНК-лестница 50 п.н. (Invitrogen).

В сенсорной ПЦР для 26 генотипов грецкого ореха было идентифицировано 5 аллелей локусов WGA069, как показано на рисунках 20 и 21. Размер аллелей WGA069 находился в диапазоне 160-184 п.н. При использовании этого протокола ПЦР для локусов WGA069 наблюдали неспецифический фрагмент ДНК длиной около 220 п.н. Предполагается, что протокол ПЦР для локусов WGA069 должен быть оптимизирован более надлежащим образом.
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Рисунок 20. Фракционирование продуктов ПЦР WGA069 в 3% агарозы MetaPhore. Образцы растений: 1 - х1/1, 2 - х1/2, 3 - х2/1, 4 - х3/1, 5 - х3/2, 6 - Т2-10, 7 - Т7-10, 8 - х6/2 , 9 – х2/2, 10 – х5/3, 11 – х7/6, 12 – х4/2, М – 50 п.н. ДНК-лестница (Invitrogen)
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Рисунок 21. Фракционирование продуктов ПЦР WGA069 в 3% агарозы MetaPhore. Образцы растений: 1 – Ч01, 2 – Ч02, 3 – Ч03, 4 – Ч04, 5 – FT8/9, 6 – FT7/2, 7 – FT7/16, 8 – FT5/10, 9 – FT4/11, 10 – FT1/13, 11 – Kz11, 12 – FT12, 13 – Kz19, 14 – Kz20, 15 – Kz21, 16 – Kz22, M – ДНК-лестница 50 п.н. (Invitrogen)

Для изучения генетического разнообразия грецкого ореха, произрастающего в южных областях Казахстана, использованы микросателлитные маркеры [22]. При микросателлитном анализе растений J. regia, используется различный методологический подход, который зависит от оснащенности лабораторий современным оборудованием и используемыми реактивами [16]. В наших исследованиях использовано два метода - simple PCR and touch down PCR. 

Проведена градиентная ПЦР реакция для подбора оптимальной температуры отжига праймеров, специфичных к 5 микросателлитным локусам WGA001, WGA005, WGA009, WGA069 и WGA202. In simple PCR technique, 3 alleles of loci WGA005 были амплифицированы в 20 местных казахстанских и зарубежных генотипах грецкого ореха с размерами продуктов ПЦР от 240 до 252 пн [22]. Для амплификации локусов WGA001, WGA009 и WGA069 в различных местных казахстанских и зарубежных генотипах грецкого ореха использовали описанную ранее ПЦР touchdown [23]. 
Изученные 27 местных казахстанских, турецких и китайских генотипов ореха имели семь аллелей локусов WGA001 в диапазоне 178-192 пн. Один и тот же протокол ПЦР позволил амплифицировать локусы WGA009, и четыре различных аллеля длиной 237–252 п.н. были обнаружены в 25 местных и зарубежных генотипах. При сенсорной ПЦР для 26 генотипов грецкого ореха было идентифицировано 5 аллелей локусов WGA069 размером в диапазоне 160-184 п.н. Пять аллелей локусов WGA202 обнаружены у 29 местных казахстанских и зарубежных генотипов грецкого ореха с размерами ПЦР-продуктов от 259 до 295 пн [22]. 
Однако все изученные образцы грецкого ореха имели четкую неспецифическую амплификацию ДНК в ПЦР приземления по локусам WGA069. Предлагается оптимизировать температуру отжига пары праймеров, специфичных к локусам WGA069.

Таким образом, в зависимости от используемых пар праймеров и генотипа грецкого ореха, размеры аллельных локусов WGA001, WGA005, WGA009, WGA069 и WGA202 варьировали в пределах 178-192 bp, 240-252 bp, 237-252 bp, 160-184 bp и 259 to 295 bp, соответственно. Расширенное изучение других SSR-локусов у местных казахстанских генотипов, позволит представить полную картину генетического разнообразия ореха J. regia, издавна произрастающего наряду с миндалем Петунникова, реликтовой и краснокнижной фисташкой Pistacia vera L. на территории Сайрам-Угамского Государственного Национального Природного парка (ГНПП), а также в горных лесах Сырдарьинского Каратау в Западном Тянь-Шане [32]. Кроме того, изучение биологических особенностей природных популяций ореха J. regia представляет актуальность при отборе зимостойких генотипов и успешного проведения селекционных испытаний.  

3.3  Микроклональное размножение грецкого ореха

3.3.1 Оптимизация условии стерилизации эксплантов при введении в культуру в условиях in vitro
Использование микрочеренков при клональном размножении растений in vitro имеет наиболее широкое распространение. В качестве черенков чаще всего используются просыпающиеся почки или верхушки молодых побегов. Процесс стерилизации растительного материала необходимо производить с особой тщательностью, поскольку от этого зависит, будет ли эксплант развиваться или погибнет от инфекции.
В этом эксперименте, не влияя на массовую потерю эксплантов, имели место некоторые проблемы загрязнения и потемнения тканей в культуре (данные не показаны) [207]. Помимо проблем заражения микроорганизмами, выделение фенольных соединений ингибирует реактивность эксплантов и остается проблематичным для древесных растений. Хотя в большинстве экспериментальных протоколов для дезинфекции используются концентрации гипохлорита от 5 до 15% в течение 10-20 мин [208, 209], в этом исследовании использовали 40% (v/v) коммерческий раствор отбеливателя (NaOCI), содержащий 0,05% (v/v) Tween 80 в течение 5 мин. Высокая концентрация NaOCl не влияла на регенерацию побегов, но была эффективна в ограничении роста микроорганизмов. Кроме того, чтобы минимизировать потемнение для эксперимента были взяты молодые ветви грецкого ореха текущего года.  Эндогенные или экзогенные микробиологические загрязнители всегда ограничивали создание эксплантов из древесного растительного материала in vitro; фактически пролиферация исходного растительного материала зависит от нескольких факторов, связанных в основном с физиологическим состоянием эксплантов, а также с условиями питания и окружающей среды культуры [210].


Введение в культуру in vitro проводятся в три периода: первый раз – инициировать рост побегов из спящих почек грецкого ореха после прохождения периода покоя в январе-марте, второй – в период активного роста грецкого ореха в мае-июне, третий – в период образования плодов. 

При введении в культуру in vitro в качестве исходного материала использовали зеленые побеги грецкого ореха сорта Идеал и формы, отросшие в лабораторных условиях из срезанных зимой (в феврале месяце) и весной (в мае месяце) однолетних одревесневших побегов. (рисунок 22).

В феврале срезали однолетние побеги длинной 20 – 30 см, промывали в мыльном растворе и проточной воде (10 – 15 мин), помещали в сосуд с питательным раствором, содержащим ½ концентрацию минеральных солей Мурасиге-Скуга, при естественном освещении. 

Срезанные в мае побеги в тот же день промывали, стерилизовали и высаживали на питательные мреды МС и DKW. 

Через 3 – 4 недели отросшие зеленые побеги длиной 1 – 1,5 см срезали, вновь промывали в мыльном растворе (около 1 часа) и водопроводной воде. В конце промывали дистиллированной водой. Затем вносили в ламинар-бокс для последующей стерилизации.  
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Рисунок 22 - Набухание и раскрытие почек грецкого ореха

Этапы стерилизации:

1. Промывание в мыльном растворе -30 минут.

2.  Промывание проточной водой – 5 минут

3. Дезинфекция в 70% этоноле - 2 минуты.
4. Стериллизация 5% NaOCL2 с добавлением нескольких капель Twen 80 – 20 минут. 
5. Промывание в стерильной дистиллированной воде – 3 раза по 5 минут.
У полученных асептических эксплантатов обновляли срез и помещали в пробирки на питательные среды для микроклонального размножения. Для введения в культуру грецкого ореха использовали среду DKW с 1 мг/л БАП и 0,01 мг/л ИУК. 
Через 6 – 7 дней проводили осмотр эксплантатов, введенных в культуру in vitro.  Стерилизация 5% NaOCl2 20 мин. оказалась губительной для всех эксплантов грецкого ореха (Рисунок 11). 

Для получения жизнеспособных эксплантов оптимизировали метод стерилизации по следующей схеме: 5% NaOCl2 разбавляли в 10 раз и уменьшили время стериллизации с 20 до 5 мин.
1. Промывание в мыльном растворе -20 минут.

2. Промывание проточной водой – 5 минут

3. Стериллизация 0,05% NaOCl2 с добавлением несколько капель Twen 80– 5 минут. 

4. Промывание в стерильной дистиллированной воде – 3 раза по 5 минут.

В результате стерилизации инфицированность эксплантов составила – 10 - 20%. Большая часть инфекции грибковой природы (таблица 6).
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Рисунок 23 – А - стерилизация эксплантов в 5% NaOCl2 20 мин.
Б - стерилизация эксплантов в 0,05% раствор NaOCl2 5 мин.

Таблица 6 – Результаты стерилизация эксплантов грецкого ореха

	Стерилизующие агенты
	Экспози-ция,

мин.
	Количество побегов, штук


	Инфици-ровано, штук
	Некроз, штук
	Жизнеспо-собность

	
	
	
	
	
	штук
	%

	5% NaOCl2
	20 мин
	9
	2
	7
	0
	0

	0,05% NaOCl2
	5 мин
	10
	2
	0
	8
	80




Данные в таблице показывают, что 0,05% раствор NaOCl2 оптимально для стериллизации микрофлоры грецкого ореха, оптимальное время стерилизации – 5 мин. 
3.3.2 Подбор и оптимизация состава питательных сред для клонального микроразмножения сортов и форм грецкого ореха

Процесс разработки протоколов для успешного культивирования растительных тканей является очень сложной задачей, поскольку в этом процессе существует множество потенциальных взаимодействующих факторов. Растительный материал, условия культивирования и ингредиенты питательной среды (неорганические и органические питательные вещества, такие как углеводы, витамины и регуляторы роста растений) являются определяющими факторами качества конечного продукта, полученного при любом протоколе культивирования растительных клеток (микроразмноженные проростки, соматические эмбрионы, удвоенные гаплоиды и др.). 


Достижение качественных продуктов во время культивирования растительных тканей in vitro, а не низких показателей выживаемости и / или возникновения физиологических нарушений, сильно зависит от минерального питательного состава среды, поскольку они необходимы для оптимального морфогенеза и органогенеза [211, 212, 213]. Фактически сообщалось о физиологических нарушениях или токсичности из-за их дефицита или избытка в неорганическом составе питательных сред [214, 215]. Неорганические питательные вещества, добавляемые в питательные среды растительных тканей, можно разделить на две группы: макроэлементы, поглощаемые в больших количествах (>0,5 мм Л–1), включая азот (N), калий (K), кальций (Ca), фосфор (P), магний (Mg) и сера (S); и те, которые используются в небольших количествах или микроэлементах (<0,5 мм L–1), таких как железо (Fe), хлор (Cl), марганец (Mn), цинк (Zn), бор (B), медь (Cu) и молибден (Mo) [209].

Наиболее широко используемая базальная среда MS [176], хотя и является хорошей отправной точкой для разработки новых протоколов [216], что часто бывает не благопрятной, поскольку она вызывает физиологические нарушения, такие как некроз кончика побега и / или гипергидритность [217, 218, 219]. Многие стратегии были проведены для улучшения протоколов культивирования тканей генотипов растений путем модификации минерального состава ранее разработанных сред. 

Несмотря на то, что были достигнуты хорошие результаты, полученные данные свидетельствуют о необходимости проведения дополнительных исследований для улучшения реакции на рост. По этой причине была рассмотрена задача подбора и оптимизации питательной среды для клонального микроразмножения разных генотипов грецкого ореха, которая могла бы избежать всех этих физиологических нарушений [220].
По результатам полученных данных мы описали влияния состава питательных сред МС [56] и DKW [57], замена FeEDTA на FeEDDHA также положительное влияние флороглюцина для здоровой пролиферации растений in vitro грецкого ореха. 
Работы по введению эксплантов грецкого ореха в in vitro начали в 2017 году. Так как это направление изучется в первый раз в нашей стране было много неизвестных моментов по процессам введения в культуру, размножения и укоренения данной культуры.    В начале для введения в in vitro нами использованы питательные среды МС и DKW без модификации. Но эта попытка не дала результатов (рисунок 12 А), растения были бледными и почти не наблюдалось роста микропобегов. Дальше мы пробовали использовать питательную среду МС ввиде порошка (Sigma). На этой питательной среде были получены положительные результаты по сравнению с первой (рисунок 24 Б). В результате наблюдений и во время пересадки обнаружили, что эта питательная среда тоже не подходит для дальнейшего размножения грецкого ореха, хотя растения были более зелеными и появились новые листья, но отсутствовала рост междоузлей. 
Так как для клонального размножения количество междоузлей играет важную роль нам, пришлось дальше изучать другие  варианты и модификации питательных сред. 
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А -МС из маточных растворов

Б -МС порошок (фирма Sigma)
Рисунок 24 - Пробирочные растения грецкого ореха 

В исследованиях культуры тканей растений существует постоянная необходимость поиска новых веществ, которые могут привести к лучшему или более эффективному формированию растений в in vitro. Относительно неизвестное соединение, флороглюцинол (1,3,5-тригидроксибензол), который является продуктом деградации флоридзина, обладает стимулирующим рост свойствами. Данные литературы показали, что флороглюцинол увеличивает образование побегов и соматический эмбриогенез в нескольких садоводческих и зерновых культурах [221, 222, 223, 224]. 
При добавлении в среду укоренения вместе с ауксином флороглюцинол дополнительно стимулирует укоренение, скорее всего, потому что флороглюцинол и его гомологи действуют как ауксиновые синергисты или ауксиновые протекторы. Особый интерес представляет способность флороглюцинола — предшественника в пути биосинтеза лигнина — эффективно контролировать гипергидритность в процессе лигнификации, тем самым ускоряя скорость размножения древесных видов и других трудно размножаемых видов растений. Флороглюцинол также использовался для улучшения восстановления криоконсервированных протокормов Dendrobium, увеличивая потенциал криоконсервации для применения в биотехнологии декоративного растениеводства. Флороглюцинол проявляет как цитокининоподобную, так и ауксиноподобную активность, подобно тидиазурону, и, таким образом, имеет значительный потенциал для применения в широком спектре исследований культуры тканей растений [225, 226, 227, 228].
 По результатам изучения литературных данных была поставлена задача определить влияние флороглюцинола на рост растений грецкого ореха в in vitro. 
2018-2019 годы проводились изучения влияния модифицированного состава питательных сред MS и DKW с добавлением флораглюцинола и замены FeEDTA на FeEDDHA на размножение грецкого ореха сортов Идеал и Ляохэ-1, Формы 3 и Формы 4. 
Интродукция растений проводилась на питательной среде DKW-C с рекомендуемой Ricardo J.L. Moreno (2015) повышенной концентрацией флороглюцина 75 мг/л. За месяц культивирования из пазушных почек образовались микрорастения высотой до 80 мм с 4-5 междоузлиями и каллусом до 15 мм, когда на среде  DKW-C без флороглюцина высота растений составила 20 мм с 1 междоузлием (рисунок 25). 
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Рисунок 25 - Влияние флороглюцинола на рост растений сорта Идеал 

(культивирование 30 дней)
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	А - растения на среде флороглюцином
	Б - растения на среде без флороглюцина 
	С- образование боковых побегов у растения

	Рисунок 26- Вид растений 


Флороглюцин стимулировал не только рост основного побега, но и пазушных почек в молодом растений (рисунок 26). Растения, полученные на среде с флороглюцинолом, заметно отличались более активным ростом, чем растений без его добавления.

3.3.3 Влияние FeEDDHA (рексолин) на синтез хлорофилла в растениях-регенерантах грецкого ореха in vitro
Успех культуры тканей растений как метода размножения растений в значительной степени зависит от состава питательных сред [229-231] Среди микроэлементов важное значение имеет - элемент железо. Этот элемент среды для культивирования тканей растений необходим для интенсивного роста растений и синтеза хлорофилла. Железо (Fe) имеет решающее значение для многих физиологических процессов, таких как синтез хлорофилла и биохимические реакции, фотосинтез, дыхание и ферментативная активность [232]. Этот элемент участвует в химическом составе основных молекул, таких как металлсодержащие ферменты, Fe-серный кластер, гем и другие Fe-связывающие сайты [233]. 
Чтобы избежать дефицита или токсичности Fe, растения разработаны механизмы поддержания гомеостаза путем регулирования поступления, использования и хранения Fe в зависимости от его доступности для среды [234]. Поскольку Fe не растворим, особенно в аэробных и при высоких условиях рН, он труднодоступен растениям. Поэтому она более эффективно используется в хелатной форме Fe [234]. 
В условиях культивирования in vitro железо является частью сбалансированной питательной среды, которая химически фиксирована. Железо поставляется в среде MS как хелатный компонент трехвалентной этилендиаминтетрауксусной кислоты (FeEDTA). Это не стабильная форма и высвобождающийся Fe вскоре становится недоступным для культивируемых тканей из-за образования фосфата железа [235]. Дефицит железа или изменение рН культуральной среды приводит к снижению доступности, ингибированию роста почек и снижению пигментов хлоропластов [236].
Этилендиамин ди-2-гидроксифенилацетат железа (FeEDDHA), благодаря своей высокой стабильности и высокой растворимости в рН, является наиболее эффективным и используемым хелатом железа. Коммерческий синтез FeEDDHA обычно дает побочные продукты изомеров с несколькими позициями. Замена трехвалентной этилендиаминтетрауксусной кислоты (FeEDTA) эквивалентным количеством FeEDDHA оказала обнадеживающее влияние на микроразмножение. Кроме того, FeEDDHA увеличивал способность размножать пазушные побеги и регенерировать придаточные побеги, а также индукцию корней в культуральной среде [237]. Кроме того, исследования показали, что добавление FeEDDHA в культуральную среду увеличивало содержание хлорофилла по сравнению с FeEDTA. 
Исследований влияния источника Fe на микроразмножение грецкого ореха немного. Поэтому целью данного исследования была оптимизация методики размножения грецкого ореха in vitro путем изучения влияния хелатной формы железной соли трехвалентного этиленди-2-гидроксифенилацетата (FeEDDHA) и железо-этилендиаминтетрациклической кислоты (FeEDTA) на синтез хлорофилла, со следующим влиянием на рост и укоренение и приживаемось in vitro растений грецкого ореха. 
  Для изучения влияния Fe на микроразмножение грецкого ореха использовали питательную среду DKW с добавлением 119 мг/л FeEDDHA с растительным материалом сорта Ляохэ - 1 и Форма 4.  Концентрацию хлорофила определяли через 3 и 5 недель с даты посадки. В таблице 5  приведены количественные данные хлорофила.  На рисунке 27 показано состояния растений во время эксперимента. 
Таблица 7 - Результаты анализа листьев ореха на содержание хлорофилла 

	№

пп
	Вариант
	Хлорофилл,
мг/г
	Каро-тин    мг/г
	Хлоро-филл, мг/г
	Хлорофилл, мг/г
	Каро-тин, мг/г

	
	
	а
	б
	а + б
	
	а
	б
	а + б
	

	19.05.2021г. 
	18.06.2021г. 

	1
	Форма 4 DKW  с 

FeEDDHA 


	1,34
	0,46
	1,80
	0,70
	0,99
	0,24
	1,23
	0,54

	2
	Форма 4 DKW  без 

FeEDDHA
	1,16
	0,36
	1,52
	0,55
	0,55
	0,18
	0,73
	0,31

	3
	Ляо DKW  с FeEDDHA 


	0,92
	0,20
	1,12
	0,58
	0,82
	0,19
	1,0
	0,46

	4
	Ляо DKW  без 
FeEDDHA
	0,54
	0,16
	0,70
	0,39
	0,42
	0,14
	0,56
	0,23


Результаты количественного определения пигментов хлорофилла а и b, суммы хларофила а+b  и каротина в листьях ореха  представлены в таблице 1.   
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	Рисунок 27. Вид растений в различных модификациях питательных сред


Как видно из данных таблицы 7 и рисунков 27, 28 сорт Ляохэ-1 отличается более интенсивным синтезом хлорофилла по сравнению с форма 4. Синтез хлорофилла идет более интенсивно в начальный период формирования растений-регенерантов, добавление FeEDDHA в питательную среду оказал более эффективное действие на рост побегов и количество побегов чем FeEDTA. Результаты показали, что максимальное содержание хлорофилла было зарегистрировано в среде, дополненной 119 г/л FeEDDHA в качестве источника Fe.
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	Рисунок 28 – Вид растений во время эксперимента


По результатам сравнительных данных установлено, что на модифицированной среде DKW-С с FeEDDHA и флороглюцином все четыре генотипа показали активный рост с образованием дополнительных побегов (таблица 8).  

Таблица 8 - Влияние состава питательных сред на рост и развития генотипов грецкого ореха
	Генотип
	Питательная среда
	Высота стебля, мм
	Скорость роста
	Диаметр каллуса, мм

	Идеал
	MS
	17,5±2,8а
	2.7±1.3
b
	4,4±1,3
b

	
	DKW-C
	39,1±6,3
f
	3.6±0.5
de/D
	17.3±2.4
de

	Ляохэ-1
	MS
	23.9±3.1c
	3.2±0.9
cd
	4.2±1.5
b

	
	DKW-C
	45.6±7.0g
	3.7±0.5
e/D
	18.0±2.3
e

	Форма 3
	MS
	15.4±4.2a
	2.0±0.9
a
	3.2±0.7
a

	
	DKW-C
	33.3±4.4d
	3.0±0.0b
c/C
	14.2±2.1
c

	Форма 4
	MS
	21.2±5.4b
	2.3±0.6
a
	3.9±1.5
ab

	
	DKW-C
	36.6±3.7e
	3.0±0.0b
c/C
	16.5±1.5
d


*Значения с одной и той же буквой не отличаются. LSD тест (р≤0,05). Процент укоренения проанализирован с помощью теста Kruskal Wallis (р≤0,05).

В результате эксперимента модифицирован состав питательной среды, самой оптимальной питательной средой для микроклонального размножения грецкого ореха оказлся вариант DKW-C с добавлением FeEDDHA (119 мг/л) и флороглюцинола (75 мг/л). Таким образом, были размножены растения грецкого ореха сорт Ляохэ-1 – 781 шт., сорт Идеал – 28 шт., Форма 3 – 140 шт., Форма 4 – 120 шт., Форма 5 – 115 шт. Общее количество – 1 184 шт. растений. 

3.3.4 Подбор питательных сред для укоренения грецкого ореха в in vitro

Укоренение является решающим шагом в микроразмножении разных видов растений [238]. Корневая система играет важную роль в поглощении воды и питательных веществ, процессах переноса газа, росте и развитии растений, а также в защитных механизмах против биотических и абиотических стрессов [239, 240]. Процесс укоренения in vitro регулируется различными генетическими факторами и в значительной степени зависит от компонентов питательной среды, главным образом от типа и концентрации фитогормонов [241, 242, 243]. С другой стороны, на выживаемость саженцев в условиях ex vitro существенно влияет посадочный субстрат, который является одним из основных факторов, определяющих рост и развитие растений [244, 245].

Целью настоящего исследования был подбор питательных сред для укоренения in vitro растений грецкого ореха. 
Укоренение микрорастений грецкого ореха проводили в два этапа. На первом этапе микрорастения, достигшие в высоту от 3 до 6 см, пересаживались на питательные среды МС и DKW с различными концентрациями ауксина ИМК (3, 5 и 10 мг/л). Культивирование проходило в темноте при 240С в течение 5 дней.

Далее растения пересаживались на среды МС и DKW с ¼ частью макросолей, 40 г сахарозы, без гормонов роста, с вермикулитом, Фаза 2 для экспрессии корней.  

Через месяц культивирования образовывались корни. Концентрация ауксина в 10 мг/л привела к деформации нижней части растения, корней не образовалось. Концентрация в 3 мг/л ауксина послужила образованию небольшого каллуса в базальной части растений.  5 мг/л ИМК вызвало образование единичных корней длиной от 1 до 2 см. Исходя из этого, для получения большего количества корней и увеличения их длины, необходимо продлить время содержания микропобегов на Фазе 2 до 6-7 недель.

Предыдущий скрининг (данные не показаны) позволил определить взаимодействие между питательной средой и концентрацией ИМК при укоренении. Таким образом, для питательной среды МС лучшие результаты были получены с 14,7 мкМ IBA. В то время как для DKWC самые высокие результаты корнеобразования наблюдались при использовании 50 мкМ; даже микрочеренки из «Формы 3» полностью погибли, они образуют корни при более низких концентрациях IBA (14,7 мкМ) (таблица 9).

Таблица 9 - Влияние состава питательных сред на укоренение и выживаемость генотипов грецкого ореха

	Генотип
	Питательная среда
	Корнеобра- зование, %
	Кол-тво корней/1 растение
	Выживаемость, %

	Идеал
	MS
	60.0±10.0
ab
	3.1±0.8
bc
	49.1±8.6
a

	
	DKW-C
	70.0±10.0
b/C
	3.8±1.4
cd/B
	75.9±16.5
bcd

	Ляохэ-1
	MS
	56.7±5.8
a
	3.1±1.1
bc
	71.1±7.7
bc

	
	DKW-C
	66.7±15.3
ab
	4.1±1.4
d
	91.1±7.8
d

	Форма 3
	MS
	56.7±5.8
a
	2.3±1.6
ab
	64.4±3.8
ab

	
	DKW-C
	76.7±5.8
b/C
	3.6±1.0
cd/B
	82.7±6.8
cd

	Форма 4
	MS
	76.7±5.8
b
	2.2±1.1
a
	52.4±4.1
a

	
	DKW-C
	73.3±5.8
b/C
	3.7±1.6
cd/B
	82.1±15.6
cd


Несмотря на то что взаимодействие между клонами и препаратами отсутствовало, как и пролиферация, укоренение определялось генотипом и питательной средой. Независимо от различия зарегистрированы для укоренения, они менее выражены, чем для роста микропобегов в процессе пролиферации, за исключением клона «Форма 3». Между тем, яснее были различия по числу корней на микропобег, значительно превышающие полученные в DKWC по сравнению с питательной среды MS. Качество корней в конце корневой экспрессии также было выше в питательной среде DКWC. У микропобегов на MS образовались короткие корни, чем у DKWC (рисунок 16). Кроме того, микропобеги из питательной среды MS больше пострадали от дефолиации, чем из DKWC, что может быть недостатком во время адаптации, также как наблюдали McGranahan et al. [52] и Лисеа-Морено [34]. В 80-е годы МS широко использовался для микроразмножения грецкого ореха [37, 39, 53], после его заменили на DKW [10]. Несколько авторов сообщают о лучшем укоренении различных генотипов грецкого ореха при использовании DКW, чем МС [20, 54]. Существует множество сравнений между различными составами на рост и укоренение нескольких генотипов в литературе, однако выводы относительно превосходство одной питательной среды над другими во многом зависит от генотипов, и вероятно, от конкретных условий культивирования. 
Таким образом, разные питательные среды для разных стадии микроразмножения используются по-разному. Для нескольких видов и гибридов грецкого ореха Gruselle и Boxus [20], исследователи на первых этапах микроразмножения использовали питательную среду МS, для укоренения заменяли на DКW. Напротив, Navatel и Bourrain [15–24] использовал DKW для укоренения и пролиферации, а MS для корнеобразования. Есть опыт использования на разных стадиях развития грецкого ореха разных питательных составов [11, 18, 55, 56] и получения разных результатов.
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	Микропобеги на питательной среде DKWC
	Микропобеги на питательной среде MS

	Рисунок 29 - Укоренившиеся микропобеги «Формы 4» на питательных средах DKWC и MS


В отличие от питательной среды, IBA почти единогласно используется для индукции корня грецкого ореха, хотя можно найти вариации относительно более подходящих концентраций. Так, для Сорта персидского грецкого ореха «Серр» зарегистрировано значительное снижение укоренения при использовании концентраций выше 19 мкМ в 1 л. 2 макроэлементов DKW [57]. Принимая во внимание, что Docet-Sanjuan et al. [58] пришли к выводу, что для укоренения гибрида «A69» (J. nigra x J. regia) оптимальный уровень IBA может быть локализован между 32 и 100 мкМ также при использовании состава DKW, но со снижением макроэлементов в четыре раза. Для всех четырех генотипов, используемых в этом исследовании, DKWC с добавлением 50 мкМ IBA обеспечивает наилучшие условия для укоренения, хотя с тех пор кардинальных различий в проценте укоренения не зарегистрировано, рекомендуется продолжить оценку обоих составов, исследуя их взаимодействие с другими факторами, такими как концентрация IBA (таблица 10). 
Таблица 10 - Резюме ANOVA по каждому фактору вариации, включая основные взаимодействия и оцениваемые переменные на стадиях пролиферации и укоренения

	Факторы вариации

	
	Генотип (G)
	Питательная 
среда (СМ)
	GхСМ

	Высота стебля
	**
	***
	ns

	Скорость роста
	***
	***
	ns

	Диаметр каллуса
	**
	***
	ns

	Корнеобразование(a)
	***
	***
	nd*

	Количество корней/ растение
	Ns
	***
	ns

	Приживаемость
	**
	***
	ns


(a)Поскольку данные корнеобразования не подпадают под допущения ANOVA, был проведен тест Kruskal Wallis. *nd - не определено, ns - несущественно.
В таблицах 3 приведены статистические данные по укоренению 4 генотипов. Процент укоренения проанализирован с помощью теста Kruskal Wallis (р≤0,05).

3.4 Адаптация in vitro растений грецкого ореха в условиях ex vitro
Главное ограничение в применении технологии микроклонального размножения высокая гибель среди выращенных in vitro растений во время переноса из лаборатории в естесственные условия. Когда перенесенные в ex vitro, микроразмноженные растения подвергаются воздействию естесственных условий (температура, интенсивность света и водный стресс) которые требуют акклиматизации для успешного укоренения и выживания проростков 

Описанные здесь условия были подходящими для укоренения микропобегов способствуя быстрому росту корней и адаптацию полученных растений. Следовательно, в конце первого этапа адаптации наблюдалось обильное корнеобразование большинства растений на питательной среде DKWC. В целом более высокая выживаемость была зарегистрирована для всех генотипов сорта «Ляохэ 1» и форм, в диапазоне от 8,9 до 50,9%, с самой высокой средней выживаемостью (81,1%) (таблица 9, рисунок 30). Это высокие результаты по сравнению с лучшими зарегистрированными в литературе данными для разных генотипов грецкого ореха. Так, Вояцис и McGranahan [59] увеличили до 66,5% выживаемость TRS клона грецкого ореха с помощью латексного антитранспиранта. Хакетт и др. [60] пришлось разработать сложную систему с управляемой влажностью для снижения гибели до 19% при закаливании растений, укорененных ex vitro из 40 подвоев грецкого ореха. Принимая во внимание, что с тем же протоколом с использованием состава DKWC для девяти клонов Mj209xRa были зарегистрированы значения гибели от 16,7 до 67,3% [17].  
Это подтверждает, что использованный нами протокол при описанных условиях позволит коммерческое микроразмножение этих генотипов. Тем не менее выживаемость среди генотипов значительно различалась, питательная среда была основным фактором изменчивости (таблицы 8, 9). Так, все укоренившиеся микропобеги с использованием DKWC имели большую способность преодолевать стресс-условия ex vitro, чем микропобеги от MS, что может согласовываться с состоянием растений в момент перехода к ex vitro акклиматизации. Здесь наблюдалась разная степень дефолиации в конце корневой экспрессии, в зависимости от происхождения микропобегов, которые росли в питательная среда MS, чем в DKWC. Оба McGranahan и соавт. [52] и Лисеа-Морено [34] наблюдали, что дефолиированные корневые микропобеги имеют меньше возможностей для преодоления эксцессов адаптации в лабораторных условиях. Независимо от различий, вызванных от питательных сред после того, как растения акклиматизировались, фенотипические вариации практически исчезли.  
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	Рисунок 30 - Акклиматизация к условиям ex vitro укорененных микропобегов, полученных в лаборатории из клона Ляохэ-1. (а)


Поскольку предполагается, что большинство корней, образуемых на первых этапах акклиматизации, формируются in vitro [35], это является еще одним фактором к способности укоренения, вероятно, имеющим большое значение влияние на выживаемость. Возможно, этим объясняется более высокая гибель укоренившихся микропобегов от MS по сравнению с DKWC (таблица 7). 
Это было подтверждено рассчетами коррелятивной связи между количеством образовавшихся корней и выживаемостью (Спирмен коэффициент r = 0,725, p <0,0001, n = 162). Кроме того, было установлено, что гибель микропобегов с 1 и 2 корнями была значительно выше (84,1%), чем у растений имеющих 3–6 корней (7,6%). Ранее Ченевард и соавт. [61] связал улучшение приживаемости микропобегов гибрида J. nigra n ◦ 23 × J. regia с определенными морфологическими признаками, как количество образовавшихся придаточных корней. Для гибридных клонов Mj209xRa также предполагалась вероятная связь между процессом корнеобразования и выживаемостью [17].
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	Рисунок 31. Адаптированные in vitro растения грецкого ореха


Таким образом, количество образовавшихся корней можно использовать как показатель будущего успеха акклиматизации и как индикативный показатель протокола микроразмножения, наряду с показателями размножения и качества микроразмножаемых растений. 

Подбор субстратов для высадки пробирочных растений – важный момент в выращивании растений, полученных методом микроклонального размножения. Для составления почвенной смеси необходимо учитывать, что смесь должна быть легкой и воздухопроницаемой. Лучше всего для этой цели подходит слабокислый, почти нейтральный торф в сочетании с такими разрыхлителями, как перлит и вермикулит. Соотношение компонентов торф+перлит+вермикулит должно быть 6:1:1. Высадка укорененных пробирочных растений грецкого ореха на адаптацию осуществлялась в двух вариантах: в торфяные таблетки и в горшочки объемом 0,25 л с субстратом торф+перлит+вермикулит (6:1:1). Торфяные таблетки (Россия) использовались диаметром 40 мм, для высадки растений с мелкими корешками и растений без корней, но с образовавшимся каллусом. Когда корни проходят сквозь оболочку таблетки, растения высаживаются в горшочки объемом 0,5 л с указанным ранее субстратом. 

Через 2 месяца растения пересаживаются из 0,5 л горшочков в 3 л горшки для развития более мощной корневой системы. 

Все высаженные на адаптацию растения содержатся под пленкой в минитепличках для поддержания высокой влажности воздуха. Так как в процессе переноса растений из in vitro в ex vitro листовые пластинки начинают терять много влаги со своей поверхности, что может привести к дефолиации, т.е. сбрасыванию листьев.

Подбор субстратов для высадки пробирочных растений осуществлялся опытным путем. Установлено соотношение компонентов почвенной смеси торф+перлит+вермикулит 6:1:1. Более высокое содержание разрыхлителей перлит и вермикулита приводит к загниванию корешков пробирочных растений, так как эти оба компонента гигроскопичны, задерживают много влаги и постепенно ее отдают. Помимо предложенного субстрата применялся готовый грунт «Садовая земля» (Россия).

При пересадке адаптированных растений грецкого ореха из 0,5 л стаканчиков сохраняется почвенный ком. Таким образом, корневая система не травмируется и растение не испытывает стресса при пересадке в контейнер большего размера (рисунок 32).
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Рисунок 32 - Пересадка растения грецкого ореха, полученного in vitro

А- укоренеенные растения, Б -посадка растений в стаканчик, В – растения с почвенным комом, Г- пересадка растений в 3 л горшки. 
В результате подобран субстат для роста корней и адаптаци растений. Высадка в торфяные таблетки растений с корнями также ускорило рост корней и адаптацию на 30%. Установлено оптимальное соотношение компонентов почвенной смеси торф+перлит+вермикулит 6:1:1.  

3.4.1 Влияние антитранспирантов на адаптацию растений в условиях ex vitro
Выживаемость растений при адаптации зависит от трех главных факторов: соблюдение оптимальной температуры, влажности, режима освещения. В целом, низкая гибель была зарегистрирована для всех генотипов и варьировала от 18 до 37%, при этом Ляохэ-1 отличается самой высокой выживаемостью (91,1%). Повысить выживаемость удалось при использовании препаратов-антитранспирантов Green Miracle и Пролон. Испытание препаратов Green Miracle и Пролон проводилось на растениях сорта Ляохэ-1. Выживаемость пробирочных растений грецкого ореха при обработке препаратом Green Miracle была выше на 22%, чем при применении препарата Пролон, и выше на 31% контроля (рисунок 33).
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Рисунок 33 - Выживаемость пробирочных растений грецкого ореха сорта Ляохэ-1 при применении препаратов-антитранспирантов

Сразу после пересадки растения грецкого ореха нуждаются в стимуляции роста и надземной части, и корневой системы. С этой целью осуществлялся полив под корень препаратами Humik и Радифарм, а также внекорневая подкормка (опрыскивание) биостимуляторами Эпин и Циркон (таблица А7). Применение препарата Humik стимулировало рост апикального побега у 17 растений из 20, тогда как применение Радифарм – у 15 растений из 20. При сравнении внекорневых стимуляторов Циркон не оказал никакого воздействия на растения грецкого ореха, тогда как Эпин стимулировал рост 20% опытных растений.

3.5 Протокол клонального микроразмножения грецкого ореха
На основе проведённых исследований разработан протокол клонального микроразмножения грецкого ореха, состоящий из четыре этапа: 

- 1 этап: подготовка экспланта и создание in vitro культур
- 2 этап: размножение vitro растений 
- 3 этап: укоренение пробирочных растений 

- 4 этап: адаптация 

Этап 1: Исходный материал получен из 1-2-летних саженцев или из 1-летних привитых растений, если выбранный материал поступает со зрелых деревьев. Развитие растений происходит в теплицах с целью получения чистого материала. При необходимости проводится фитосанитарная обработка.  Создание in vitro обычно выполняется в период с марта по май. После классической дезинфекции гипохлоритом натрия на среде DKW с добавлением 0,5-1 мг/л BA и 0,01-0,05 мг/л IBA, 30 г/л глюкозы, 9-10 г/л агара, рН 6. Условия ростовой камеры: температура 26-28°С, фотопериод 16 часов. 
Этап 2: Размножение in vitro растений осуществляется пазушным почкованием. 

ДKWC дополняют 0,5-1 мг/BA, 0,01 мг/л MBA, 30 г/л глюкозы, 9-10 г/л агара, рН-6. Условия роста такие же, как в создании in vitro культур. Растения пересаживает каждые 4 недель. 

Этап 3: Укоренение 

Укоренение проводят в два этапа: 

Индукция корней: 7-8 дней в темноте при 22 °C на среде DKWC с добавлением IBA 5 мг/л, 30 г/л сахарозы, 9-10 г/л агара, рН 6. 

Экспрессия корней: после индукции растения переносят на развитие корней модифицированный DKWC (макроэлементы, разведенные до ¼) без регулятора роста, 30 г/л глюкозы, 9-10 г/л агара, рН 6, 190 мл отшелушенного вермикулита  на 150 мл агаровой среды, фотопериод 16 ч, 23-24°С.

Этап 4: Адаптация
Для составления почвенной смеси необходимо учитывать, что смесь должна быть легкой и воздухопроницаемой. Лучше всего для этой цели подходит слабокислый, почти нейтральный торф в сочетании с такими разрыхлителями, как перлит и вермикулит. Соотношение компонентов торф+перлит+вермикулит должно быть 6:1:1. Высадка укорененных пробирочных растений грецкого ореха на адаптацию осуществлялась в двух вариантах: в торфяные таблетки и в горшочки объемом 0,25 л с субстратом торф+перлит+вермикулит (6:1:1). Торфяные таблетки (Россия) использовались диаметром 40 мм, для высадки растений с мелкими корешками и растений без корней, но с образовавшимся каллусом. Когда корни проходят сквозь оболочку таблетки, растения высаживаются в горшочки объемом 0,5 л с указанным ранее субстратом. 

Через 2 месяца растения пересаживаются из 0,5 л горшочков в 3 л горшки для развития более мощной корневой системы. 

3.6 Генетическая стабильность адаптированных in vitro растений грецкого ореха
Для окончательной оценки предлагаемого протокола генетический профиль акклиматизированных растения четырех клонов сравнивали с соответствующими деревьями-донорами. Пять использованных микросателлитных локусов были выбраны на основании их достаточно высокого полиморфизма зарегистрированых для этих генотипов. Поскольку сообщалось, что культура in vitro является источником генетических вариаций, анализ генетической стабильности является ключевым для валидации протокола. Однако расхождений (рисунок 34) между клонированными материалами и исходным материалом обнаружено не было, оригинальные деревья сохранили одинаковое соответствие размеров аллелей между обеими группами. Это говорит о том, что предлагаемый протокол микроразмножения не генерирует генотипические вариации, по крайней мере, для оцененных локусов. Такие же результаты были зарегистрированы для клонов из потомства Mj209xRa с использованием аналогичного протокола микроразмножения [17].
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Рисунок 34- Электрофореграммы донорских деревьев «Форма 4» и «Ляохэ-1» и их клонов по 5 локусам SSR (а). ПЦР-амплификации для локусов WGA009 (столбцы 1-4) и WGA001 (столбцы 5-8) для деревьев-доноров «Формы 4» (столбцы 1, 5) и «Ляохэ-1» (столбцы 3, 7), и их соответствующие клоны (столбцы 2, 4, 6, 8) (б). ПЦР-амплификации для локусов WGA276 (столбцы 1–4), WGA089 (столбцы 5–8) и WGA321 (столбцы 9–12) для деревьев-доноров «Формы 4» (столбцы 1, 5, 9) и «Ляохэ» - 1' (столбцы 3, 7, 11) и их соответствующие клоны (столбцы 2, 4, 6, 8, 10, 12). М, 50 п.н. ДНК-лестница. К, отрицательный контроль ПЦР.
3.7 Паспортизация посадочного материала молекулярно-генетическими методами
Анализ полученных данных по генетической паспортизации генотипов грецкого ореха показывает наличие 6 различных аллелей для локуса WGA001, размер которых составил 180, 182, 188, 190, 192 и 200 bp, а также по этому гену выявлено 21 гомозиготных и 6 гетерозиготных индивидуумов. Согласно анализу данных по гену WGA005 обнаружено 11 гомозиготных и 9 гетерозиготных генотипов, размер аллелей которых составил 240, 250 и 252 bp, а также два индивидуума туркестанский генотип T7-10 и турецкий генотип FT7/2 имели нулевые аллели. При анализе генетического локуса WGA009 обнаружено 11 гомозигот и 15 гетерозигот, тогда как по гену WGA027 было 4 гомозигот и 5 гетерозиготных генотипов. 
Сиквенсы олигонуклеотидов, подобранных для генетического маркирования растений ореха представлены в таблице 11. 

Таблица 11 - Сиквенсы олигонуклеотидов, подобранных для генетического маркирования растений ореха

	№№
	Primer 5’-3’
	References

	1
	WGA001 F: ATTGGAAGGGAAGGGAAATG
	Dangl et al. (2005); Foroni et al. (2006)

	2
	WGA001 R: 5’-CGCGCACATACGTAAATCAC
	

	3
	WGA005 F: 5’-AGTTTGTCCCACACCTCCT
	Foroni et al.  (2006)

	4
	WGA005 R: 5’-ACCCATGGTGAGAGTGAGC
	

	5
	WGA009 F: 5’-CATCAAAGCAAGCAATGGG
	Dangl et al. (2005); Foroni et al. (2006)

	6
	WGA009 R: 5’-CCATTGCTCTGTGATTGGG
	

	7
	WGA027 F: 5’-AACCCTACAACGCCTTGATG
	Ahmed N. et al., 2012

	8
	WGA027 R: 5’-TGCTCAGGCTCCACTTCC
	

	9
	WGA069 R: 5’-AGATGCACAGACCAACCCTC
	Foroni et al. (2006); Victory et al. (2006)

	10
	WGA069 F: 5’-TTA GTT AGC AAA CCC ACC CG
	

	11
	WGA089 F: 5’-ACCCATCTTTCACGTGTGTG
	Foroni et al. (2006); Victory et al. (2006)

	12
	WGA089 R: 5’-TGCCTAATTAGCAATTTCCA
	

	13
	WGA202 F: 5’-CCC ATC TAC CGT TGC ACT TT
	Dangl et al. (2005); Foroni et al. (2006)

	14
	WGA202 R: 5’-GCTGGTGGTTCTATCATGGG
	

	15
	WGA 276 F: 5’-CTCACTTTCTCGGCTCTTCC
	Foroni et al. (2006)

	16
	WGA 276 R: 5’-GGTCTTATGTGGGCAGTCGT
	

	17
	WGA 321 F: TCCAATCGAAACTCCAAAGG
	Foroni et al. (2006)

	18
	WGA321 R 5’-GTCCAAAGACGATGATGGA
	


Изучение локуса WGA069 показало наличие 16 гомозигот и 10 гетерозигот, имеющих размеры аллелей 160, 164, 170 и 175 bp (таблица 12). По локусу WGA202 среди исследуемых 30 образцов обнаружено 25 гомозигот и 5 гетерозиготных генотипов, с размерами аллелей 200, 259, 260, 263 и 265 bp. 

У ореха грецкого 17 гомозиготных и 6 гетерозиготных генотипов выявлено при изучении гена WGA089, имеющего аллели длиной 212, 220 и 222 bp. При ПЦР анализе обнаружено у исследуемых генотипов ореха 11 гомозигот и 4 гетерозиготы по гену WGA276 с размерами ампликонов 168, 175, 190 и 194 bp, а также 17 гомозигот и 3 гетерозиготы с длиной аллелей 225, 240 и 245 по локусу WGA321 (таблица 12).

Таким образом, при изучении 9 генетических локусов WGA001, WGA005, WGA009, WGA027, WGA069, WGA202, а также WGA089, WGA276, WGA321 у 30 различных генотипов грецкого ореха обнаружено всего 34 аллелей. Среди 30 исследуемых индивидуумов, обнаруженные в зависимости от генетического локуса от 3 до 15 гетерозиготных генотипов J. regia L. указывают на разнообразие популяции ореха грецкого. Поэтому местные казахстанские полиморфные растения J. regia L., как известно, в сравнении с другими видами орехов, показавшие очень высокую зимостойкость, имеют огромное экологическое и селекционно-генетическое значение и позволят определить стратегию селекционной работы при создании новых сортов. 

Таблица 12 - Генетическая паспортизация генотипов J. Regia L.  по различным аллельным локусам

	№
	Генотип
	Дерево/ряд
	WGA001
	WGA005
	WGA009
	WGA027
	WGA069
	WGA202
	WGA089
	WGA276
	WGA321

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	1
	Х1/1
	Ф 1/1
	х1/1 -182
х1/1 -192
	х1/1 -250
	х1/1 -245
х1/1-250
	х1/1 -215 
	х1/1 - 175
	х1/1 - 265
	х1/1 -212
	х1/1 -190
	N/A

	2
	Х1/2
	Ф 2/1
	х1/2 -192
	х1/2 -240
х1/2 -250
	х1/2 -245
х1/2 -250
	х1/2 – 175
х1/2 - 215
	х1/2 -175
х1/2 -160
	х1/2 -265
	х1/2 -212
	х1/2 -190
	х1/2 -225

	3
	Х2/1
	Ф 1/2
	х2/1 -192
	х2/1 -250
	х2/1 -245
х2/1 -250
	х2/1 – 175
х2/1 -215
	х2/1 - 175
	х2/1 -265
	х2/1 -212, х2/1 -220
	х2/1 -190
	х2/1 -225, х2/1 -240

	4
	Х2/2
	Ф 2/2
	х2/2 -192
	х2/2 -240
х2/2 -252
	х2/2 -237
	х2/2 -175
х2/2 -215
	х2/2 -175
х2/2 -164
	х2/2 -265
	х2/2 -220
	х2/2 -168
	х2/2 -225

	5
	Х3/2
	Ф 2/3
	х3/2 -192
	х3/2 -250
	х3/2 -245
х3/2 -250
	х3/2 -215
	х3/2 -175
х3/2 -160
	х 3/2 -259
х3/2 -265
	х3/2 -220
	х3/2 -190
	х3/2 -245

	6
	Х4/2
	Ф 2/4
	х4/2 -192
	х4/2 -240
х4/2 -250
	х4/2 -250
	N/A
	х4/2 -175
	х4/2 -265
	х4/2- -220
	N/A
	х4/2 -245

	7
	X5/3
	Ф 3/5
	х5/3 -180
	х5/3 -252
	х5/3 -245
х5/3 -250
	х5/3 -215
	х5/3 -164
	х5/3 -265
	N/A
	N/A
	N/A

	8
	FT8/9
	ФТ 9/8
	FT8/9 -182
	FT8/9-240

FT8/9 -250
	FT8/9 -245
FT8/9 -250
	N/A
	FT8/9 -175
	FT8/9 -259
	FT8/9 -220
	N/A
	FT8/9 -225

	9
	FT7/2
	ФТ 2/7
	FT7/2 -182
	FT7/2 - -0
	FT7/2 -245 FT7/2 -250
	N/A
	N/A
	FT7/2 -259 
	FT7/2 - 220
	N/A
	FT7/2 -225

	10
	FT7/16
	ФТ 16/7
	FT7/16 -182
	FT7/16 -250
	FT7/16 -245

FT7/16 -250
	N/A
	N/A
	FT7/16 -259 
	FT7/16 -220
	N/A
	FT7/16 -225

	11
	FT5/10
	ФТ 10/5
	FT5/10 -192
	FT5/10 -250
	FT5/10 -245 FT5/10 -250 
	N/A
	FT5/10 -175
FT5/10 -160
	FT5/10 -259
	FT5/10 -212, FT5/10 -220
	N/A
	FT5/10 -225

	12
	FT4/11
	ФТ 11/4
	FT4/11 -182

FT4/11 -192
	FT4/11 -250
	FT4/11 -245

FT4/11 -250
	N/A
	FT4/11 -160
	FT4/11 -259

FT4/11 -265
	FT4/11 -220
	N/A
	FT4/11 -225


Продолжение таблицы 13
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	13
	FT1/13
	ФТ 13/1
	FT1/13 -192
	N/
	FT1/13 -237
	N/A
	FT1/13 -170
	FT1/13 -265

FT1/13 -263
	FT1/13 -220
	N/A
	FT1/13 -225

	14
	FT12
	f12-2019
	FT12 -192
	N/A
	FT12 -245
FT12 -250
	N/A
	FT12 -160
	FT12 -259
	FT12 -220 
	N/A
	FT12 -225, FT12 -240

	15
	X3/1
	N/A
	х3/1 -180
х3/1 -192
	х3/1 -240
х3/1 -250
	х3/1 -237
х3/1 -250
	х3/1 -175
х3/1 -215
	х3/1 -175
	х3/1 -260
	х3/1 -212, х3/1 -220
	х3/1 -168, х3/1 -194
	N/A

	16
	X6/2
	N/A
	х6/2 -188
	х6/2 -252
	х6/2 -250 
	х6/2 -175
х6/2 -215
	х6/2 -164
	х6/2 - 265
	х6/2 -212, х6/2 -220
	х6/2 -168, х6/2 -190
	х6/2 -225, х6/2 -240

	17
	T2-10
	2-10
	T2-10 -180
T2-10 -192
	T2-10 -250
	T2-10 -245
T2-10 -250
	T2-10 -215
	T2-10 -175
	T2-10 - 265
	N/A
	N/A
	N/A

	18
	T7-10
	7-10
	T7-10 -180
	T7-10 - -0
	T7-10 -245
T7-10 -250
	N/A
	T7-10 -175
	T7-10 -265
	N/A
	N/A
	N/A

	19
	X7/6
	N/A
	х7/6 -188
х7/6 -192 
	х7/6 -240
	х7/6 -250
х7/6 -252
	N/A
	х7/6 -164
	х7/6 -200
х7/6 -265
	х7/6 -212, х7/6 -222
	х7/6 -175
	х7/6 -225

	20
	X8/3
	N/A
	N/A
	х8/3 -240
	N/A
	N/A
	N/A
	х8/3 -260
	N/A
	N/A
	х8/3 -225

	21
	Ch01 
	кит f01
	Ch01 -192
	Ch01 -240

Ch01 -250   
	Ch01 -237
	N/A
	Ch01 -175
Ch01 -164
	Ch01 -259
	Ch01 -212
	Ch01 -168
	Ch01 -245

	22
	Ch02
	кит f02
	Ch02 -192
	Ch02 -240

Ch02 - 250  
	Ch02 -237
	N/A
	Ch02 -175
Ch02 -164
	Ch02 -259
	Ch02 -212
	Ch02 -168
	Ch02 -245

	23
	Ch03
	кит f03
	Ch03 -192

Ch03 -200
	Ch03 -240

Ch03 -252
	Ch03 -237
	N/A
	Ch03 -175
Ch03 -164
	Ch03 -259
	Ch03 -212
	Ch03 -168
	Ch03 -245

	24
	Ch04
	кит f04
	Ch04 -192
	Ch04 -240

Ch04 -250
	Ch04 -237
	N/A
	Ch04 -175
Ch04 -164
	Ch04 -259
	N/A
	N/A
	N/A


Продолжение таблицы 13
	25
	Kz11
	каз f11
	Kz11 -192
	N/A
	Kz11 -237 
	N/A
	Kz11 -170
Kz11 -164
	Kz11 -259
	N/A
	N/A
	N/A

	26
	Kz19
	каз f19
	Kz19 -190
	N/A
	N/A
	N/A
	Kz19 -160
	Kz19 -259
	Kz19 -212, Kz19 -220
	Kz19 -175, Kz19 -194
	Kz19 -225

	27
	Kz20
	каз f20
	Kz20 -192
	N/A
	N/A
	N/A
	Kz20 -160
	Kz20 -259
Kz20 -265
	Kz20 -220
	Kz20 -168
	N/A

	28
	Kz21
	каз f21
	Kz21 -192
	N/A
	N/A
	N/A
	Kz21 -170
	Kz21 -259
	Kz21 -212
	Kz21 -168
	N/A

	29
	Kz22
	каз f22
	N/A
	N/A
	Kz22 -237
	N/A
	Kz22 -170
	Kz22 -259
	Kz22 -212
	Kz22 -175, Kz22 -
	N/A

	30
	Kz13
	каз f13
	N/A
	N/A
	Kz13 -237 
	N/A
	N/A
	Kz13 -259
	N/A
	N/A
	Kz13 -225

	
	Количество аллелей/генотипов
	
	6/27
	3/22
	4/26
	2/9
	4/26
	5/30
	3/23
	4/15
	3/20


3.8 Определение химического состава плодов грецкого ореха
Высокая питательная ценность и характерные полезные для здоровья компоненты грецких орехов делают их незаменимой частью средиземноморской диеты. Липиды (токоферол, жирная кислота), белок и минералы, содержащиеся в грецких орехах, оказывают благотворное влияние на здоровье человека. Ядро грецкого ореха (Juglans regia L.) обычно содержит приблизительно 60% масла [245]. Однако это может варьировать в пределах от 52 до 70%. Количество масла в ядре грецкого ореха зависит от сорта, места выращивания и условий орошения [246-249]. 
Жирные кислоты, присутствующие в масле грецкого ореха, в основном являются ненасыщенными. По сравнению с большинством других орехов, которые содержат в основном мононенасыщенные жирные кислоты (ПНЖК), грецкие орехи высоко обогащены омега-6 и омега-3 полиненасыщенными жирными кислотами (ПНЖК). Эти ПНЖК являются незаменимыми диетическими жирными кислотами [249]. Было высказано предположение, что высокое содержание ПНЖК в грецких орехах может способствовать снижению риска сердечных заболеваний. Основными жирными кислотами, обнаруженными в грецких орехах, являются линолевая (18:2 w6), α-линоленовая (18:3 w3), олеиновая (18:1 w9), пальмитиновая (16:0) и стеариновая (18:0) кислоты [250-253]. Состав жирных кислот ореха важен для его экономической и пищевой ценности.

В дополнение к маслу грецкие орехи обеспечивают значительное количество белков (12-24%), углеводов (12-18%), клетчатки (1,5-2%) и минералов (1,7-2%) [254-256]. Грецкие орехи содержат высокие уровни калия (390-700 мг / 100 г), фосфора (310-510 мг / 100 г) и магния (90-140 мг / 100 г) и имеют низкий уровень натрия (1-15 мг / 100 г) [257]. 

Наиболее перспективные генотипы отбираются для национальных коллекций зародышевой плазмы. Первоначально целью селекции грецкого ореха была устойчивость к фитофторозу и антракнозу, высокое качество плодов и большие урожаи. Другие исследования были проведены для морфологических особенностей, которые включают массу ореха, длину ореха, массу ядра, процентное содержание ядра, толщину оболочки, цвет ядра, полноту ядра, позднюю облиственность и боковую плодовитость [258, 259]. Однако необходимы также исследования для описания пищевой ценности выбранных сортов. Более подробное исследование питательных свойств грецких орехов и компонентов, способствующих укреплению здоровья, расширит знания о культуре и будет стимулировать потребление грецкого ореха.

Целью данного исследования была характеристика жирнокислотного состава плодов перспективных сортов и форм грецкого ореха, выращенных в Алматинской и Туркестанской областях.  Питательные вещества, присутствующие в грецких орехах, были проанализированы, чтобы определить их пищевую ценность. Эта информация может служить ресурсом для оценки диетологами, селекционерами и производителями. 
Результаты количества ненасыщенных жирных кислот и белка проанализированных грецких орехов приведены в таблице 13. 
Таблица 13 - Жирнокислотный состав исследуемых образцов грецкого ореха 

	Наименование 
показателей
	ПДК, %
	Форма- 4
	Сорт Идеал
	Сорт Ляохэ-1
	Форма - 5
	Форма - 3
	Сорт Чандлер

	Жирнокислотный состав жировой фазы масла, %

	С 16:0 пальмитиновая кислота 
	6,0
	6,40
	5,53
	5,89
	6,49
	6,27
	5,03

	С 18:0 стеариновая кислота 
	3,1
	3,28
	2,83
	5,12
	4,44
	4,09
	4,27

	С 18:1n9t элаидиновая кислота 
	-
	0,03
	0,01
	0,01
	0,02
	0,01
	0,02

	С 18:1n9c

олеиновая кислота
	22,1
	35,08
	12,31
	20,40
	15,26
	15,23
	26,85

	С 18:2n6t линолеидиновая кислота 
	-
	0,03
	0,05
	0,06
	0,04
	0,04
	0,03

	С 18:2n6с линолевая кислота 
	56,5
	48,21
	67,94
	59,46
	62,23
	66,44
	55,86

	С 18:3n3c линоленовая кислота 
	11,9
	6,94
	11,31
	9,04
	11,50
	7,89
	7,91

	∑ насыщенных жирных кислот
	-
	9,68
	8,36
	11,01
	10,93
	10,36
	9,3

	∑ ненасыщенных жирных кислот
	-
	90,23
	91,56
	88,9
	88,99
	89,56
	90,61

	Физико-химические показатели:

	Массовая доля белка методом Кельдаля, %
	15% не менее
	19,2
	27,36
	17,47
	21,05
	29,46
	21,41


Полученные данные таблицы 14 показывают, что по качественному составу жирных кислот они почти не отличаются, хотя в Сорте Ляохэ-1 имеется большое количество 18:0 кислоты. В обоих образцах Сорт Идеал и Форма 3 доминирует 18:2 кислоты, У Формы 3 показано большое количество 18:3 кислоты. Форма 3 отличается большим показателем по массовой доле белка. 
Определение жирнокислотного состава плодов перспективных сортов и форм грецкого ореха, выращенных в Алматинской и Туркестанской областях показал наиболее высокую питательную ценность Ф4, Ф3 и сорта Чандлер.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Анализ фактически сложившихся природно-климатических условий юга и юго-востока Казахстана показал возможность выращивания грецкого ореха (Juglans regia L.) как ценную плодовую культуру.

2. В результате изучения биологических особенностей 137 форм грецкого ореха в предгорной зоне Енбекшиказахского района, Алматинской области по зимостойкости и побегообразовательной способности были отобраны 18 генотипов, из которых у 7 форм - Х 1/1, Х1/2, Х2/1, Х2/2, Х4/2, Х5/4, Х5/5 были наиболее  высокие показатели. В результате генотип-средового взаимодействия высота 3-х летних ореховых деревьев достигал 2,60-4,50 см, годичный прирост ветвей 70-315 см. 
В Сарыагашском районе Туркестанской области в результате изучения 230 местных форм грецкого ореха отобраны наиболее перспективные 16 форм грецкого ореха: Ф1/2, Ф2/1, Ф2/4, Ф2/8, Ф2/12, Ф2/13, Ф2/15, Ф3/6, Ф3/14, Ф4/7, Ф5/8, Ф5/9, Ф6/11, Ф10/12, Ф10/15, Ф11/14, из 200 турецких форм отобраны также 16 форм: ФТ ½, ФТ 1/13, ФТ 2/12, ФТ 3/2, ФТ 4/10, ФТ 4/11, ФТ 4/12, ФТ 5/6, ФТ 5/8, ФТ 5/10, ФТ 5/15, ФТ 8/8, ФТ 8/9, ФТ 8/12, ФТ 8/15, ФТ 8/18. Отобранные формы показали высокую адаптивную способность к условиям юга Казахстана. Однако у некоторых турецких генотипов ореха ФT5/15, ФT8/8, ФT8/9, ФT8/12, ФT8/15, ФT8/18 оказались склонными к поражению болезнями марсония и бактериоз.
3. Оценка генотипов по скороплодности позволил выявить скороплодные местные генотипы Х1/1, Х1/2, Х1/13, Х4/2 и Х4/7, которые в возрасте 4 лет вступили в фазу плодоношения и сформировали урожайность в пределах 0,09-0,18 кг орехов с дерева.
4. Результаты генотипирования отобранных перспективных сортообразцов и форм грецкого ореха  показали, что в зависимости от используемых пар праймеров и генотипа грецкого ореха, размеры аллельных локусов WGA001, WGA005, WGA009, WGA069 и WGA202 варьировали в пределах 178-192 bp, 240-252 bp, 237-252 bp, 160-184 bp и 259 to 295 bp, соответственно. Расширенное изучение других SSR-локусов у местных казахстанских генотипов, позволит представить полную картину генетического разнообразия ореха J. regia, издавна произрастающего на территории Сайрам-Угамского Государственного Национального Природного парка (ГНПП), а также в горных лесах Сырдарьинского Каратау в Западном Тянь-Шане.

5. В целях ускоренного размножения грецкого ореха отработан протокол микроклонального размножения. 
5.1 Оптимизированы условия стерилизации эксплантов при введении в культуру в условиях in vitro по следующей схеме: Промывание в мыльном растворе -20 минут; Промывание проточной водой – 5 минут; Стериллизация 0,05% NaOCl2 с добавлением нескольких капель Twen 80 – 5 минут; Промывание в стерильной дистиллированной воде – 3 раза по 5 минут. 

В результате стерилизации по рекомендуемой схеме инфицированность эксплантов снизилась до 10 - 20%.

5.2 Сравнительное изучение использования питательных сред DKW и DKW-C для микроклонального размножения показал высокую эффективность модификации питательной среды DKW-C с добавлением повышенной концентраци флороглюцина 75 мг/л. За месяц культивирования из пазушных почек образовались микрорастения высотой до 80 мм с 4-5 междоузлиями и каллусом до 15 мм, тогда как на среде DKW-C без флороглюцина высота растений составила 20 мм с 1 междоузлием.

5.3 Установлена высокая эффективность хелата железа в форме Этилендиамин ди-2-гидроксифенилацетат железа (FeEDDHA) в составе питательной среды, который способствовал  увеличению размножения пазушных побегов, регенерации придаточных побегов, а также индукции корней в питательной среде. Кроме того, добавление FeEDDHA в питательную среду увеличивало содержание хлорофилла по сравнению с FeEDTA.
5.4. В результате эксперимента модифицирован состав питательной среды, самой оптимальной питательной средой для микроклонального размножения грецкого ореха оказлся вариант DKW-C с добавлением FeEDDHA (119 мг/л) и флороглюцинола (75 мг/л). Таким образом, были размножены растения грецкого ореха сорт Ляохэ-1 – 781 шт., сорт Идеал – 28 шт., Форма 3 – 140 шт., Форма 4 – 120 шт., Форма 5 – 115 шт. Общее количество – 1 184 шт. растений. 

5.5 Для всех генотипов, используемых в исследовании, DKWC с добавлением 50 мкМ IBA обеспечивает наилучшие условия для укоренения.

6.  Для адаптации in vitro растений грецкого ореха в условиях ex vitro подобран оптимальный состав субстрата состоящий из компонентов почвенной смеси торф+перлит+вермикулит в соотношений 6:1:1. Данный состав субстрата  ускоряет рост корней и повышает адаптацию на 30%.

Применение препаратов-антитранспирантов Green Miracle и Пролон позволяет повысить выживаемость пробирочных растений грецкого ореха. Так, при обработке препаратом Green Miracle выживаемость повысилась на 31%, а при применении препарата Пролон на 9%.

7.  При оценке генетической стабильности адаптированных in vitro растений грецкого ореха расхождений между клонированными материалами и исходным материалом не обнаружено, оригинальные деревья сохранили одинаковое соответствие размеров аллелей между обеими группами, что свидетельствует о том, что предлагаемый протокол микроразмножения не генерирует генотипические вариации, по крайней мере, для оцененных локусов.

8. Молекулярно-генетические методы позволили провести паспортизацию посадочного материала. Так, при изучении 9 генетических локусов WGA001, WGA005, WGA009, WGA027, WGA069, WGA202, а также WGA089, WGA276, WGA321 у 30 различных генотипов грецкого ореха обнаружено всего 34 аллелей. Среди 30 исследуемых индивидуумов, обнаруженные в зависимости от генетического локуса от 3 до 15 гетерозиготных генотипов J. regia L. указывают на разнообразие популяции ореха грецкого. Поэтому местные казахстанские полиморфные растения J. regia L., в сравнении с другими видами орехов, показавшие очень высокую зимостойкость, имеют огромное экологическое и селекционно-генетическое значение и позволят определить стратегию селекционной работы при создании новых сортов.
9. Определение жирнокислотного состава плодов перспективных сортов и форм грецкого ореха, выращенных в Алматинской и Туркестанской областях показал наиболее высокую питательную ценность Ф4, Ф3 и сорта Чандлер.

ПРЕДЛОЖЕНИЕ ПРОИЗВОДСТУ
На основании результатов исследований, для научных и коммерческих лаборатории и садоводческих хозяйств юга, юго-востока Казахстана рекомендуется следующие предложения производству:
1. Рекомендуется использовать отработанный протокол клонального размножения грецкого ореха для ускоренного размножения ценных генотипов. 

2. Рекомендуется использовать адаптированные, скороплодные местные генотипы Х1/1, Х1/2, Х1/13, Х4/2 и Х4/7, Ф1/2, Ф2/1, Ф2/4, Ф2/8, Ф2/12, Ф2/13, Ф2/15, Ф3/6, Ф3/14, Ф4/7, Ф5/8, Ф5/9, Ф6/11, Ф10/12, Ф10/15, Ф11/14, из 200 турецких форм отобраны также 16 форм: ФТ1/2, ФТ 1/13, ФТ 2/12, ФТ 3/2, ФТ 4/10, ФТ 4/11, ФТ 4/12, ФТ 5/6, ФТ 5/8, ФТ 5/10, ФТ 5/15, ФТ 8/8, ФТ 8/9, ФТ 8/12, ФТ 8/15, ФТ 8/18, которые в возрасте 4 лет вступили в фазу плодоношения. 

\
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Первичные данные определения хлорофилла

Результаты измерений таблица 1. 25.11.2020г.

	№/пп
	Объект исследования
	Оптическая плотность (D) при длине волны

665нм
	Оптическая плотность (D) при длине волны

649нм
	Оптическая плотность (D) при длине волны

452,5нм

	1
	ДК Wc Rexolin
Иссык Ф
	0,45
	0,18
	0,51

	2
	
	0,46
	0,19
	0,52

	3
	
	0,45
	0,18
	0,51

	4
	MS без Rexolin
Иссык Ф
	0,39
	0,15
	0,35

	5
	
	0,38
	0,14
	0,34

	6
	
	0,37
	0,135
	0,33

	7
	ДК Wc Rexolin Ляо
	0,40
	0,17
	0,42

	8
	
	0,41
	0,175
	0,43

	9
	
	0,40
	0,17
	0,42

	10
	MS без Rexolin Ляо


	0,31
	0,11
	0,29

	11
	
	0,32
	0,12
	0,30

	12
	
	0,31
	0,11
	0,29


Результаты измерений таблица 2. 11.12.2020г.

	№/пп
	Объект исследования
	Оптическая плотность 

(D) при длине волны

665нм
	Оптическая плотность 

(D) при длине волны

649нм
	Оптическая плотность (D) при длине волны

452,5нм

	1
	ДК Wc Rexolin
Иссык Ф
	0,41
	0,17
	0,42

	2
	
	0,41
	0,16
	0,42

	3
	
	0,42
	0,17
	0,43

	4
	MS без Rexolin
Иссык Ф
	0,36
	0,15
	0,32

	5
	
	0,36
	0,14
	0,33

	6
	
	0,37
	0,15
	0,32

	7
	ДК Wc Rexolin Ляо
	0,38
	0,15
	0,38

	8
	
	0,37
	0,14
	0,37

	9
	
	0,34
	0,13
	0,36

	10
	MS без Rexolin Ляо


	0,29
	0,12
	0,30

	11
	
	0,28
	0,11
	0,29

	12
	
	0,29
	0,12
	0,31


1срок

	Объект исследования
	Количество пигментов, в сыром листе, мг/г
	Количество пигментов в сыром листе, мг/г
	Количество пигментов в сыром листе, мг/г

	№/пп
	Хл. «а
	Хл. «b
	Хл.a+хл.b
	каратиноиды

	1
	1,34
	1,34
	0,46
	0,46
	1,80
	0,69
	0,70

	2
	1,33
	
	0,45
	
	
	0,70
	

	3
	1,34
	
	0,46
	
	
	0,70
	

	4
	1,15
	1,16
	0,35
	0,36
	1,52
	0,56
	0,55

	5
	1,16
	
	0,36
	
	
	0,54
	

	6
	1,16
	
	0,36
	
	
	0,55
	

	7
	0,91
	0,92
	0,20
	0,20
	1,12
	0,57
	0,58

	8
	0,94
	
	0,20
	
	
	0,58
	

	9
	0,94
	
	0,21
	
	
	0,58
	

	10
	0,54
	0,54
	0,16
	0,16
	0,70
	0,38
	0,39

	11
	0,55
	
	0,16
	
	
	0,38
	

	12
	0,53
	
	0,15
	
	
	0,39
	


2 срок

	Объект исследования 
	Количество пигментов, в сыром листе, мг/г
	Количество пигментов в сыром листе, мг/г 
	Количество пигментов в сыром листе, мг/г

	№/пп
	Хл. «а
	Хл. «b  
	Хл.a+хл.b
	каратиноиды

	1
	0,98
	0,99
	0,24
	0,24
	1,23
	0,53
	0,54

	2
	1,00
	
	0,24
	
	
	0,54
	

	3
	0,99
	
	0,23
	
	
	0,54
	

	4
	0,55
	0,55
	0,19
	0,18
	0,73
	0,30
	0,31

	5
	0,56
	
	0,17
	
	
	0,31
	
	

	6
	0,55
	
	0,18
	
	
	0,31
	
	

	7
	0,83
	0,82
	0,19
	0,19
	1,01
	0,46
	0,46
	

	8
	0,82
	
	0,18
	
	
	0,45
	

	9
	0,82
	
	0,19
	
	
	0,46
	

	10
	0,42
	0,42
	0,14
	0,14
	0,56
	0,22
	0,23

	11
	0,42
	
	0,14
	
	
	0,23
	

	12
	0,40
	
	0,13
	
	
	0,23
	


ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Протокол испытания определения хлорофилла в пробирочных растениях грецкого ореха
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
Результаты испытания опредеоения жирнокислотного состава плодов грецкого ореха
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Справка о наличии публикации в базе данных Web of Science (Clarivate Analytics) и Scopus (Elsevier)
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