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	Патогенные микроорганизмы представляют собой серьезную проблему при инициации и культивировании культур in vitro. В ходе исследований была проведена оценка эффективности использования нового антисептического биоразлагаемого препарата широкого спектра действия «БИОПАК» в качестве стерилизующего агента, для работы с культурой in vitro плодовых растений. Фунгицид рекомендуется для протравливания семян, обработки растений против бактериальных, вирусных и грибных инфекций. В основе препарата полимерная соль (C7H16N3Cl)n . Оценку проводили при инициации эксплантов клонового подвоя яблони М9 и подвоя косточковых культур Гизела 5. Для поверхностной стерилизации использовали препарат БИОПАК в концентрации 0,1 %, в экспозициях 1,3 и 10 минут. Экспланты высаживали на среду Мурасиге-Скуга. Наилучший результат получен в варианте с экспозицией в 3 минуты. Эффективность санации при обработке экплантов подвоя М9 составляет 64 %, Гизелы 5 – 75%. В вариантах с обработкой эксплантов Белизной (1:3) и AgNO3 (0,1 %), количество чистых жизнеспособных эксплантов составило 28 % и 51 % соответственно. Препарат «БИОПАК» показал хорошую эффективность и может быть использован в клональном микроразмножении плодовых культур на этапе введения в культуру in vitro
	Pathogenic microorganisms present a serious problem in the initiation and cultivation of cultures in vitro. In the course of the research, the effectiveness of the use of a new antiseptic biodegradation of the use of a wide spectrum of action called "BIOPAK" as a sterilizing agent for working with in vitro culture of fruit plants was assessed. Fungicide is recommended for treating plants against bacterial, viral and fungal infections. The preparation is based on polymer salt (C7H16N3Cl) n. The assessment was carried out with the initiation of explants of the clonal rootstock of the apple tree M9 and the rootstock of stone fruit cultures of Gisela 5. For surface sterilization, we used the BIOPAK preparation at a concentration of 0.1%, at exposures of 1.3 and 10 minutes. The explants were planted on Murashige-Skoog medium. The best result was obtained with an exposure of 3 minutes. The efficiency of reorganization in the processing of rootstock M9 is 64 %, Gisela 5 – 75 %. Тhe number of pure viable explanets was 28 % and 51%, respectively, in variants with the treatment of explants of the Belizna (1:3) and AgNO3 (0.1%). The «BIOPAC» preparation showed good efficacy and can be used in clonal micropropagation of fruit crops at the stage of introduction into the culture in vitro
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Введение. Важнейшей проблемой современного садоводства является заражение плодовых культур вирусными и фитоплазменными болезнями [1]. Одним из действенных способов оздоровления растений является размножение растений в культуре in vitro в комплексе с термо-, хемотерапией. 

Одним из критических этапов в методике клонального микроразмножения плодовых растений является интродукция эксплантов в культуру in vitro. Существует ряд факторов, которые следует учитывать при дезинфекции растительных эксплантов, отобранных в саду или теплице. Наиболее важными из факторов являются генотип, тип экспланта, возраст и физиологическое состояние материнского растения, в том числе, прохождение фаз органо- и морфогенеза конкретной плодовой культуры; выбор стерилизующего вещества и продолжительности обработки [2-6]. 

При неправильно подобранной схеме стерилизации, происходит контаминация среды и эксплантов грибной и бактериальной микрофлорой. Чаще всего обнаруживаются бактерий родов Bacillus, Pseudomonas, Erwinia и др. [7]. 
В качестве стерилизаторов используют различные химические препараты. Основная группа используемых в качестве стандартов - ртутьсодержащие и хлорсодержащие вещества. Из веществ, содержащих ртуть чаще всего применялись 0,1 %-й раствор сулемы (HgCl2) с экспозицией от 1 до 5, 10 минут [8-10].  Из хлорсодержащих препаратов часто используют гипохлорит натрия в различных концентрациях (0,5-20 %) и экспозициях (10-25 мин.), в зависимости от культуры и типа эксплантов [7, 11-15].

Кроме того, для борьбы с поверхностной грибной микрофлорой, как правило, при комплексной обработке с другими стерилизаторами применяют фунгицидные препараты (Превикур, Бенлат, Каптан, Беномил, Ридомил) [7, 9, 16, 17].

Для контроля внутренних и внешних инфекции также используют различные антибиотики, которые применяют как отдельно, так и в комплексе (Цефотаксим, Карбенициллин, Стрептомицин) [18]. Внутренние инфекции могут появляться спустя несколько недель культивирования; кроме того, могут внешне не проявляться, но оказывать влияние на рост и развитие эксплантатов [19]. 

Индивидуальный подбор для каждой культуры нетоксичных стерилизующих препаратов их концентрации, экспозиции, при которой достигается высокий уровень стерильности культуры и низкий уровень угнетения эксплантов, остается актуальным. 

Цель работы - оценить эффективность и возможность использования нового фунгицида «БИОПАК» в качестве стерилизатора в культуре in vitro плодовых растений. 
Объекты и методика исследований. 

Материалом для введения в культуру in vitro служили экспланты клонового подвоя яблони М9 и подвоя косточковых культур Гизела 5.

Для регенерации микропобегов подвоя М9 использовали разбавленную среду Мурасиге-Скуга (1/2 часть макросолей) с добавками, мг/л: аскорбиновая кислота – 1,5, тиамин НСl, пиридоксин НСl, никотиновая кислота по 0,5, мезоинозит – 100, 6-бензиламинопурин (БАП)  – 0,3, сахароза – 30000, агар-агар – 7000; рН-5,8. Для введения эксплантов Гизела 5 использовали среду по прописи Мурасиге–Скуга с полным содержанием макросолей,  6-бензиламинопурин (БАП)  – 0,2 мг/л, сахароза – 30000, агар-агар – 8000; рН-5,8 [20].

В ходе работы оценивали возможность использования препарата «БИОПАК» в клональном микроразмножении плодовых растений. Это новый антисептический биоразлагаемый препарат широкого спектра действия, против бактериальных, вирусных и грибковых инфекций, на основе полимерной соли (C7H16N3Cl)n . Рекомендуется для протравливания семян, обработки растений от болезней [21].
На этапе введения в культуру in vitro экспланты санировали от контаминирующей их микрофлоры с помощью различных препаратов. Черенки подвоев нарезали на сегменты (микрочеренки) длиной 3-5 см с одной или двумя ростовыми почками непосредственно перед началом работы по введению эксплантов в культуру in vitro. 
Для поверхностной обработки эксплантов использовали 0,1 %-й водный раствор антимикробного препарата «БИОПАК» с различной экспозицией: 1, 3, 10 мин, с последующей трехкратной промывкой дистиллированной водой в течение 5 минут. Для оценки эффективности препарата сравнивали его действие с широко используемыми для стерилизации эксплантов препаратами гипохлоритом натрия в составе дезинфицирующего средства «Белизна», в разведении 1:3 и нитратом серебра (AgNO3), в концентрации 0,1 %.
Экспланты культивировались на стеллажах при верхнебоковом освещении. Культивирование эксплантов ведётся при 16-часовом световом дне, освещенности 3,5-5 тыс. лк, температуре 23-26 °С и относительной влажности воздуха в помещении 70-75 %. 

Обсуждение результатов. В наших исследованиях мы проводили изучение эффективности препарата БИОПАК в ходе стерилизации эксплантов в технологии клонального микроразмножения подвоя яблони М9 и подвоя косточковых Гизела 5. 

Критерием оценки эффективности препарата БИОПАК послужила доля чистых эксплантов, регенерировавших побеги, доля эксплантов погибших вследствие угнетающего действия химического агента, доля эксплантов зараженных патогенной микрофлорой (рис. 1). 
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Рисунок 1 - Эффективность стерилизации эксплантов клоновых подвоев яблони М9

По данным рисунка видно, что при санации эксплантов клоновых подвоев яблони М9 максимальную эффективность препарат БИОПАК показал в концентрации 0,1 % с экспозицией 3 минуты. Доля чистых регенерантов (эксплантов, регенерировавших микропобеги in vitro) составила               64 %. В данном варианте отмечен наиболее низкий процент инфицированных эксплантов  - 9 % и уровень некроза эксплантов вследствие токсического воздействия стерилизатора - 27 %. 

Увеличение экспозиции санируемого материала в растворе препарата БИОПАК до 10 минут приводит к резкому усилению некрозов эксплантов - до 45 % от числа посаженных. В варианте с обработкой эксплантов растворами «Белизна» и нитрата серебра, количество чистых жизнеспособных эксплантов составило 28 % и 51 % соответственно. При этом самый высокий уровень некроза эксплантов (63 %) был в варианте стерилизации в растворе «Белизна» (1:3) с экспозицией в 5 минут (рис. 1). 

При санации эксплантов подвоев косточковых Гизела 5 в варианте с обработкой раствором препарата БИОПАК (0,1 %) при экспозиции 3 минуты было получено наибольшее количество чистых регенерантов (эксплантов, регенерировавших микропобеги in vitro)  - 75 %. 

[image: image2.emf]40

75

48

29

52

50

15

21

12

24

5

3

45

25

20

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Белизна,

1:3;

(Стандарт),

5 мин.

AgNO3 ( 0,1

%; 1 мин.)

БИОПАК

(0,1%; 1

мин.)

БИОПАК

(0,1%; 3

мин.)

БИОПАК

(0,1%; 10

мин.)

%

Регенерировавшие побеги Контаминация Некроз


Рисунок 2 - Эффективность стерилизации эксплантов клонового подвоя Гизела 5

Доля инфицированных эксплантов составила - 5 %. Уровень некроза эксплантов вследствие фитотоксичности стерилизатора также самый низкий в опыте - 20 %.

Самый высокий уровень некроза эксплантов (48 %) установлен в варианте с обработкой AgNO3 (0,1 %) с экспозицией 1 минута. Увеличение экспозиции санируемого материала в препарате БИОПАГ до 10 минут также приводит к усилению некроза эксплантов до 45 % (рис. 2). 

Выводы. По результатам испытания препарата «БИОПАК» (0,1 %) в качестве стерилизатора в культуре in vitro плодовых растений, препарат показал хорошую эффективность при обработке эксплантов подвоя косточковых культу Гизела 5 и подвоя семечковых культур М9. При обработке эксплантов 0,1 % раствором препарата в течение 3 минут выход чистых регенерировавших эксплантов Гизела 5 составляет 75 %, эксплантов М9 – 64 %. Таким образом, препарат «БИОПАК» может быть использован в клональном микроразмножении плодовых культур.   
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