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Реферат. В статье рассмотрены проблемы оздоровления плодовых и ягодных культур от вирусной инфекции, перечислены требования к посадочному материалу категории «базисные», приведен анализ современных методов оздоровления плодовых и ягодных культур и перспективы их использования. В результате исследования выбрана суховоздушная термотерапия в сочетании с методом апикальных меристем, как наиболее перспективная в условиях промышленного получения посадочного материала категории «базисные» плодовых и ягодных культур.
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Annotation. This research illustrates the problems of  healing fruit and berry crops from viral infections, lists the requirements for planting materials of the basic" category, analyzes modern methods for improving fruit and berry crops and the prospects for their use. As a result of the research, dry-air thermotherapy in combination with the method of apical meristems was chosen as the most promising in the conditions of industrial production of planting material of the category "basic" of fruit and berry crops. 
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Введение
Основным залогом успеха современного садоводства является использование свободного от вирусов, грибных и бактериальных заболеваний посадочного материала, как подвоя, так и привоя. Согласно данных, приведенных отечественными исследователями, вирусные заболевания могут привести к потере от 20 до 70% урожая плодовых и ягодных культур [2, 5, 17]. Упадышев М.Т. приводит данные о снижении продуктивности груши под воздействием латентных вирусов на 20% и снижении содержания хлорофилла на 14% [25]. Он же указывает на снижение урожая ежевики и малино-ежевичных гибридов на 71%, а также на уменьшение длины их побегов на 40 % под действием неповирусов[20]. Вирусы обычно распространяются тлями и нематодами - лонгидоридами, с зараженным посадочным материалом, переносятся с пыльцой и семенами[32].

 В западных странах и США размножением и оздоровлением посадочного материала занимаются специальные центры, в состав которых в обязательном порядке входят лаборатории по тестированию на инфекцию и лаборатории биотехнологии [4]. Эти центры обеспечены всеми условиями для выращивания, выкопки и хранения саженцев. Также эти центры проходят сертификацию, подтверждающую качество выращиваемого там материала. Требования к питомникам очень высокие, минимальные требования следующие:

- в размножении участвует только базисные, элитные и сертифицированные растения;

- растительный материал должен быть свободен от грибных, бактериальных, вирусных и фитоплазменных заболеваний, а также от вредителей;

- в почве питомника не должно содержаться таких патогенов, как Globoderaspp. и Synchytriumendobioticum а также нематод Longidorusspp. и Xiphinemaspp.;

- состояние посадочного материала необходимо регулярно проверять согласно методикам Европейской и средиземноморской организацией по защите растений ЕРРО [33]

Согласно голландских требований посадочный материал, маркированный как «вирус фри» (VF) тестируется на наличие следующих вирусов:

- семечковые - Apple chloroticleafspot virus, Apple mosaic virus, Apple
stem grooving virus, Apple stem pitting virus, Apple proliferation phytoplasma,
Apple ring spot;

- косточковые – Plumpoxpotivirus, Pruned warfilarvirus, Prunus
necrotic ringspotilarvirus;

- ягодныекультуры - Arabis mosaic virus, Raspberry ringspot virus, Tomato black ring virus, Strawberry crinkle virus, Strawberry latent ringspot virus,
Strawberry mild yellow edge virus [38].

Объекты и методы исследований
В данном исследовании проведен анализ мирового опыта в области оздоровления посадочного материала плодовых и ягодных культур. Объектом исследований являются работы ряда отечественных и зарубежных авторов, разрабатывающих методы оздоровления растений от вирусной инфекции. Использован метод анализа и обобщения литературных данных за последние 10 лет.

Обсуждение результатов
В последние годы усилиями ВСТИСП и других профильных учреждений совместно с Минсельхозом России разработан ряд нормативных документов по питомниководству, в том числе национальные стандарты [7-9], методические указания [24, 27], «Стратегия развития садоводства и питомниководства Российской Федерации на период до 2020 г.» [14].
Например, в национальном стандарте на посадочный материал – ГОСТ Р 53135-2008 «Посадочный материал плодовых, ягодных, субтропических, орехоплодных, цитрусовых культур и чая. Технические условия»[8] установлены требования  по фитосанитарному состоянию посадочного материала, в том числе и по наличию основных вредоносных вирусов.

Для начала размножения какого-либо растения отбирают здоровый исходный материал. Первым этапом в технологии размножения безвирусного посадочного материала является диагностика исходных растений. Для диагностики необходимо использовать как минимум 2 метода, один из которых является высокочувствительным – ИФА или ПЦР. Если комплекс диагностических мероприятий подтверждает отсутствие вирусов в растениях, то такие растения переводят в группу «базисные». В дальнейшем материал для размножения берут только с этих растений.

Но зачастую необходимые образцы, визуально здоровые, имеют скрытое носительство какого-либо заболевания, чаще всего вирусного. В таких случаях необходимо провести комплекс мероприятий по оздоровлению данного растения или группы растений исходя из генетических особенностей культуры и свойств вирусов. 

Оздоровление растений основывается на следующих механизмах оздоровления:

- ингибирование репликации вирусов и снижение титра вируса;

- нарушение транспортных функций и ингибирование перемещения вируса по растению или отдельным его органам и тканям;

- индукция неспецифической устойчивости;

- деградация вирусных частиц, инактивация вирусных ферментов и ингибирование синтеза нуклеиновых кислот;

- увеличение пула безвирусных клеток [3, 11].
Чаще всего в таких случаях различные виды терапии – хемо-, термотерапию, магнитоимпульсную терапию [26] сочетают с биотехнологическими методами. 

К биотехнологическим методам относится метод апикальных меристем, который  основан на гипотезе отсутствия вирусных частиц в конусе нарастания – меристеме. Впервые эту гипотезу высказал Чунг [37] и Уайт[39]. Отсутствие вирусных частиц можно объяснить отсутствием проводящей системы в апикальной меристеме, однако остается возможность медленного проникновения их через плазмодесмы, которые соединяют клетки меристемы [30]. 

Начиная с середины ХХ века, появились данные об успешном получении свободных от вирусов растений, полученных из меристемы [35, 36]. R. Galsy получил положительные результаты при культивировании меристем винограда в 1972г. [34]. В дальнейшем методика оздоровления растений апикальными меристемами стала активно развиваться.

Во время хемотерапии в питательные среды добавляют различные противовирусные препараты. Упадышев М.Т рекомендует салициловую, галовую или сиреневую кислоты, которые обеспечивают оздоровление растений от 80% до 100%. Им же проведено оздоровление малины от вирусов при помощи хемотерапии in vitro [28] с добавлением в питательную среду препаратов рибавирин, кагоцел и арбидол в концентрациях 20, 40 и 80 мг/л.  Л.А. Лукичева и др. проводили хемотерапию с использованием ингибиторов вирусов – вироцидов: виразола  в концентрациях 1-50 мг/л и HEO-DHT  в концентрациях 50-100 мг/л путём непосредственного введения их в питательные среды [15]. Дорошенко Н.П. использовала гентомицин и цефотаксим при микроклональном размножении винограда [12]. Данилова С.А. и Долгих Ю.И. считают, что цефотаксим действует различно на различные виды растений[10]. Он положительно влияет на рост и развитие микрорастений яблони [40]. Таким образом, был сделан вывод о положительном влиянии цефатоксима на регенерацию растений в процессе микроклонального размножения [13].
При магнитноимпульсной обработке растения подвергаются обработке магнитными импульсами с частотой 3,2-128 Гц, что также позволяет получить от 60 до 100% здоровых растений [21, 22]. Упадышев М.Т. использовал импульсы магнитной индукции с частотой от 0,8 до 51,2 Гц на протяжении 3-10 мин совместно с хемотерапией и смог получить от 14 до 57 % свободных от вируса шарки сливы и 14-29 % – свободных от комплекса вирусов растений [23]. Он же использует для оздоровления суховоздушную термотерапию в сочетании с культурой апексов, которая позволяет на выходе получить от 60 до 100 % оздоровленных растений.  Митрофанова О.В. и др. сочетала три вида терапии для получения оздоровленных растений цветочных и декоративных культур – термотерапию, хемотерапию и культуру апексов [18].

На сегодняшний день имеется несколько методов инактивации вирусных частиц и освобождения отдельных органов растения от вирусной инфекции. К ним относятся термическая и химическая терапия.

Термические методы можно подразделить на водные и сухо-воздушные способы обработки.

Способ воздушной термообработки в настоящее время является наиболее изученным, его часто применяют для получения безвирусных клонов всех плодовых культур. Таким способом [1,5] инактивированы некоторые вирусы плодовых: шарка, карликовость сливы, некротическая пятнистость листьев вишни и т.д. Он заключается в следующем: растения укореняют в горшках с питательным субстратом и помещают в специальные термокамеры с регулируемой температурой от +32 °С до +40 °С. Успех в этом случае зависит от термостойкости вирусов, которыми заражены обрабатываемые растения [29]. От вирусов освобождаются отдельные органы или только верхушки стебля, отросшие во время термообработки. Такие верхушки прививают на безвирусные сеянцы  или выращивают in vitro. 

Для объяснения механизма освобождения растений от вирусов в процессе термообработки существуют различные гипотезы. Так A. I. Campbell [31] считает, что повышенные температуры воздействует на вирусные частицы, лишая их  инфекционности. Действительно при термическом оздоровлении растений, находящихся в состоянии покоя, когда температура обработки повышается до +60 °С, такое объяснение приемлемо. Однако для понимания механизма инактивации вирусов вегетирующих растений, это объяснение совершенно неудовлетворительно. Как было отмечено ранее, температура не превышает при этом способе +40 °С. Между тем, большая часть изученных вирусов плодовых культур имеет температуру инактивации в пределах 50…70 °С [5], то есть более высокую, чем температура, при которой проходит процесс термотерапии. Поэтому прямым воздействием высоких температур нельзя объяснить инактивацию вирусов.

Другую гипотезу принимают многие исследователи, работающие в области термотерапии растений [6]. Суть её состоит в следующем: в зараженных вирусами растениях непрерывно протекают противоположно направленные процессы синтеза и деградации вирусных частиц. Если преобладает первый процесс, то концентрация вируса в зараженных тканях растет, если второй – то пул вирусных частиц уменьшается. При помещении растений в температурные условия, неблагоприятные для вирусов и благоприятные для процессов их деградации на достаточно длительное время, может произойти разрушение всех накопленных в клетках вирусных частиц и полное освобождение целого растения от вирусной инфекции, но чаще от вирусов освобождаются лишь части растения, отросшие в процессе обработки. Это объясняется тем, что при термообработке концентрация вируса в тканях резко уменьшается, и он не успевает продвигаться в новые, быстрорастущие ткани, которые, таким образом, «уходят» от вируса.

Третья гипотеза связывает инактивацию вируса при термообработке с ингибирующей активностью компонентов клеток растения хозяина, возрастающей под действием высоких температур [5]. В итоге растения сами освобождают себя от вируса.

Однако ни одна из приведенных гипотез не объясняет полностью все факты, накопленные практикой термотерапии растений. Мы придерживаемся гипотезы «ухода» верхушечных тканей от вирусов в процессе быстрого роста растений в условиях термокамеры, что было доказано использованием данной камеры в процессе оздоровления клоновых подвоев косточковых культур. 
В настоящее время метод суховоздушной термотерапии применяется в практике получения безвирусных клонов в научных центрах разных стран. Но требуется его детализация и доработка для проведения оздоровления отдельных пород и видов плодовых растений, в особенности косточковых, т.к. работы проведены в основном, на семечковых культурах. Исследователи, работавшие над разработкой и совершенствованием термотерапии косточковых [19], отмечают большие трудности, связанные с низкой теплотолерантностью большинства косточковых плодовых культур.

Ученые из Никитского ботанического сада проводили термотерапию 4 сортов вишни и 4 сортов сливы и отмечали необходимость снижать температуру в ночное время на 10°С, что нашло подтверждение в литературных источниках[16].  При этом экспозиция термотерапии in vitro  составляла 20-40 суток в зависимости от термостойкости вируса, термотолерантности культуры, типа экспланта, генотипа донорного растения [15] . Ими же доказана неодинаковая реакция одного и того же вируса на разных растениях на изменение температуры. Например, растения вишни оздоровлены от вируса некротической кольцевой пятнистости за 20 суток на 100%, а от вируса карликовости – за 40 суток, регенеранты же сливы за 40 суток оздоровлены от вируса карликовости оздоровлены на 70% [15] 

Выводы

Как видно из обзора литературы ученые не пришли к единому мнению о необходимости использования тех или иных видов терапии в процессе оздоровления плодовых и ягодных культур. Общепризнано только то, что для каждого нового сорта необходима отработка всех критериев и параметров оздоровления. По нашему мнению, перспективно использование суховоздушной термотерапии в сочетании с методом апикальных меристем в связи с высоким процентом оздоровления исходных растений и возможностью заложить маточный питомник посадочным материалом категории «базисные».
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