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В.І.Менджул

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Питання екології і екологічно чистої продукції є однією із головних передумов діяльності сільськогосподарського виробництва. В зв'язку із цим, все більш актуальним є  створення стійких до шкідливих організмів сортів і гібридів, у т.ч. і сортів пшениці, стійких до збудника бурої листкової іржі, роль яких як фактора, що обмежує шкодочинність цієї хвороби, загальновизнана. В економічній ситуацiї, яка склалася в Україні, роль стійких сортів зростає і як одного із компонентів, що поліпшує екологічний стан, і як фактора ресурсозберігаючих технологій. Успіх у створенні стійких сортів визначається рівнем розробки науково-методичних основ селекції на імунітет в конкретному регіоні: наявність вичерпних відомостей щодо поліморфізму вірулентності популяцій патогену в зоні районування майбутніх сортів і тенденцій до її змін у просторі і часі, потенційних можливостей мінливості патогену, ефективності і селекційної цінності відомих генів стійкості відносно домінуючих і потенційно небезпечних рас і біотипів збудника хвороби, ступеня забезпеченості ефективними і різноманітними в генетичному відношенні донорами стійкості. В зв’язку із цим, фундаментальні дослідження у цих напрямках є актуальними і знаходять безпосередній вихід в планування селекційних програм і їх успішну реалізацію.

 Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дослідження проводились за науковою тематикою лабораторії імунітету рослин Інституту захисту рослин УААН (1974-1986 рр.) “Вивчити особливості формування властивостей вірулентності популяцій збудників головніших хвороб пшениці і закономірності успадкування стійкості для обґрунтування програм селекції” (06.03) та за тематикою кафедри фітопатології Харківського державного аграрного університету ім. В.В.Докучаєва (1988-1999 рр.) “Розробка i вдосконалення екологiчно безпечних систем захисту сiльськогосподарських культур вiд хвороб в умовах схiдного Лiсостепу України”  (номер державної реєстрації 0101U008363).

Мета і задачі досліджень. Мета досліджень - розробка імунологічних основ селекції пшениці на стійкість до збудника бурої листкової іржі.

Дослідження проводились в період 1974-1986 рр. в лабораторії імунітету рослин Інституту захисту рослин УААН, 1986-1999 рр. - на кафедрі фітопатології Харківського державного аграрного університету ім. В.В.Докучаєва.

Для досягнення поставленої мети потрібно було вирішити такі задачі:

– провести аналіз теорії Ван дер Планка вертикальної та горизон​тальної стійкості з огляду на проблеми сучасної селекції на імунітет;  

– вивчити поліморфізм вірулентності популяцій P. recondita f. sp. tritici на

 районованих в Україні і перспективних сортах озимої пшениці;

 – встановити спрямованість і потенційні можливості мінливості вірулентності збудника бурої іржі з урахуванням загрози втрати стійкості до хвороби новими сортами;

 – визначити ефективність генетичних систем стійкості Triticum spp.  і їх селекційну цінність з огляду на спрямованість і потенціал мінливості P. recondita f. sp. tritici;

 – провести цілеспрямований пошук джерел стійкості пшениці до збудника бурої іржі з урахуванням вимог сучасної селекції і сільськогосподарського виробництва;

 – провести ідентифікацію генів стійкості до збудника бурої іржі в перспективних для селекційного використання сортозразках пшениці;     

– розробити теоретичні і методичні основи створення банку генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі, а також створити ізогенні лінії з ефективними генами стійкості. 

Об’єкт досліджень - характер взаємовідносин між рослиною-живителем і патогеном у ході патологічного процесу.

Предмет досліджень - закономірності взаємовідносин в системі Triticum aestivum L. - Puccinia. recondita Rob. et  Desm.  f. sp. tritici Eriks.
Методи досліджень. Аналіз структури вірулентності уредініо- і еціопопуляцій P. recondita f.sp. tritici, генетичні дослідження вірулентності патогену при статевому процесі проводили лабораторним методом. Для оцінки імунологічних властивостей колекційного матеріалу пшениці, імунологічно однорідних ліній, вивчення ефективності генів стійкості, гібридологічного аналізу основ стійкості перспективних донорів, ізоляції генів стійкості користувалися лабораторно-польовим методом. Ступінь відповідності фактично одержаних даних при гібридологічному аналізі теоретично очікуваним визначали одним із методів біологічної статистики – визначенням критерію  “хі-квадрат” ((2). Кластерний аналіз імунологічних властивостей колекційного матеріалу проводили за допомогою пакета стандартних прикладних комп’ютерних програм “Statistica-5,0”.

Наукова новизна одержаних результатів. На основі аналітичного та експериментального матеріалу доведено, що  горизонтальної стійкості пшениці до збудника бурої іржі у тій інтерпретації, яку вона одержала в роботах Ван дер Планка, в межах активного фізіологічного імунітету не існує, оскільки повністю відсутні експериментальні підтвердження принципових відмінностей у фізіолого-біохімічних та генетичних механізмах, що обумовлюють обидва типи стійкості. Тому штучне ділення явищ активного фізіологічного імунітету рослин на два типи стійкості в залежності від їх генетичного контролю з огляду на проблеми сучасної селекції недоцільне і шкідливе, бо захоплення використанням генів вертикальної стійкості призвело до масового вилучення із селекційного процесу генів довготривалої стійкості з невисоким рівнем фенотипового проявлення (у т.ч. і сумарного ефекту подоланих генів) і не сприяє розробці методів їх ефективного контролю в гібридних поколіннях, починаючи із ранніх етапів селекції. 

Впродовж дев’яти років проведені систематичні дослідження, в результаті яких одержана вичерпна інформація щодо поліморфізму вірулентності P. recondita f. sp. tritici і тенденції у її зміні в Лісостепу України. З популяцій патогену на 26 сортах озимої пшениці (Харківська 81, Харківська 63, Харківська 11, Харківська 105,  Слобожанська, Могутня, Охтирчанка, Тарасівська 29, Павлівка, Фрегат, Одеська 51, Напівкарлик 3, Скіф’янка, Альбатос одеський, Дариця, Новоюр’ївка, Поліська 70, Поліська 87, Киянка, Миронівська 808, Миронівська 61, Донецька 46, Донецька 48, Українка одеська, Юна, Лютесценс 83) виділено 22 стандартні раси і 8 х-рас. До 1996 р. домінуючою була раса 77, але починаючи з 1994 р. спостерігалася заміна її расами 1, 6, 162, 179, 149, 192, 61, 144 і вірулентних до Lr26 її біотипів 15, 20 і 36 на авірулентні до цього гена біотипи 8, 9 і 14, що свідчить про зниження загального рівня вірулентності P. recondita f. sp. tritici. Районування сортів озимої пшениці  Альбатрос одеський, Донецька 46, Донецька 48, Українка одеська, Юна, Слобожанська та ін. не призвело і не призведе до суттєвих змін вірулентності патогену у бік її підвищення.

Вперше в Україні впродовж 21 років (1974-1999 рр.) проведено систематичне вивчення ефективності і селекційної цінності генетичних систем стійкості пшениці до збудника бурої іржі. Із 35 вивчених Lr-генів тільки 17,1% у тій або іншій мірі ефективні до рас і біотипів P. recondita f. sp. tritici, поширених на території України, і придатні до використання в селекційному процесі. Найвищим рівнем ефективності і високою селекційною цінністю характеризуються гени Lr9 i Lr19; ефективними на даний час залишаються гени Lr23 i Lr24 та Lr26. Ефективність Lr26 в останні роки зростає внаслідок зниження загального рівня вірулентності популяції P. recondita f. sp. tritici. У 1998 і 1999 рр. кількість авірулентних до нього ізолятів становила, відповідно, 61,4 і 79,7%. Це є свідченням того, що сорт, який має цей ген, може бути захищеним від хвороби. Ген Lr3, наявний у багатьох європейських сортів пшениці, остаточно втратив ефективність і не являє собою цінності для селекції.

Вперше в Україні на генетичному рівні визначені потенційні можливості мінливості P. recondita f. sp. tritici внаслідок рекомбінацій при статевому процесі на Thalictrum spp. Незважаючи на наявність у домінуючих тривалий період у 80-ті роки біотипів раси 77 (9, 15, 20, 36)  7-8 генів вірулентності, на даний час і в найближчій перспективі проміжні  рослини-живителі не є джерелами нових вірулентних та агресивних рас збудника бурої іржі пшениці, бо до спектру їх генетичного потенціалу не входять ефективні на даний час гени Lr9, Lr19 i Lr23. Підтвердженням цього є те, що  расовий склад, склад біотипів раси 77 і вірулентність патогену до відомих генів стійкості (Lr-генів) еціопопуляцій із різних видів рутвиці у 90-х рр. істотно не відрізняються між собою і від того ж на районованих і перспективних сортах озимої пшениці. Таким чином, рекомбінації вірулентності, що відбуваються при статевому процесі патогену в природних умовах, у даному випадку не являють собою реальної загрози щодо кардинальних змін вірулентності P. recondita f. sp. tritici в широких масштабах. Головною причиною такої стабільності є відсутність у виробництві на великих площах сортів з високим рівнем стійкості до хвороби.

Вперше у фітопатологічній практиці застосовано кластерний аналіз імунологічних властивостей сортозразків озимої пшениці, який дав можливість класифікувати їх за трьома досліджуваними параметрами (стійкістю до збудників бурої іржі, борошнистої роси та септоріозу). Внаслідок аналізу 162 сортозразків озимої пшениці різного еколого-географічного походження виділено два кластери, що включають перспективні за сукупністю трьох досліджуваних параметрів (стійкості до збудників бурої іржі, борошнистої роси та септоріозу) сортозразки як джерела та донори для селекції на групову стійкість пшениці до хвороб.

На основі розроблених і вдосконалених нами теоретичних і методичних засад вперше обґрунтовані і оприлюднені у вигляді методичних рекомендацій науково-методичні основи створення банку генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі, які з певними уточненнями можна трансформувати до будь-якої системи взаємовідносин рослина-живитель - патоген, в першу чергу, до зернових культур і їх патогенів. Внаслідок їх реалізації створені ізогенні лінії озимої пшениці з генами стійкості Lr9, Lr19, Lr23 i Lr26 і іншими генами.

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати щодо вірулентності популяцій P. recondita f. sp. tritici, ефектив​ності генів стійкості, генетичних основ стійкості вихідного для селекції матеріалу являють собою науково-методичну основу для планування і реалізації селекційних програм на імунітет пшениці до  збудника​ бурої іржі в Україні.

      Лабораторії селекції озимої пшениці Донецької обласної с.-г. дослідної станції (на даний час Донецький інститут агропромислового виробництва УААН) впродовж 1975-1982 рр. передано 53 донори стійкості з ідентифікованими автором генами і 38 створених ним гібридів, які використані для одержання селекційного матеріалу озимої пшениці, стійкого до бурої іржі та борошнистої роси. У цій же установі та Інституті рослинництва ім. В.Я.Юр'єва УААН з 2001 р. впроваджуються методичні рекомендації щодо створення банків генів стійкості рослин до різних хвороб.

 Ізогенні лінії пшениці Lr9, Lr19, Lr23 i Lr26 використовуються лабораторією імунітету рослин  Інституту захисту рослин УААН та відділом імунітету Інституту рослинництва ім. В.Я.Юр'єва УААН для диферен​ціації популяцій патогену за вірулентністю.

Особистий внесок здобувача. Безпосередньо автором виконано аналітичну роботу, планування, проведення експериментів, спостережень, обробка результатів стосовно питань структури вірулентності популяції P. recondita f. sp. tritici, ефективності генів стійкості, мінливості патогену при статевому процесі на проміжних рослинах-живителях. Відносно імунологічної оцінки сортозразків пшениці, генетичних основ стійкості вихідного матеріалу для селекції, формування банку генів стійкості пшениці до P. recondita f. sp. tritici автором виконана вся експериментальна робота, а також аналітична робота, що стосується нової концепції горизонтальної та вертикальної стійкості рослин до хвороб.
Апробація результатів дисертації. Матеріали по темі дисертації були оприлюднені на III з’їзді генетиків і селекціонерів України (Київ, 1976), I Національному симпозіумі по імунітету рослин до хвороб (Болгарія, Софія, 1978), IV Всесоюзному симпозіумі “Молекулярні механізми генетичних процесів” (Москва, 1979), Всесоюзній нараді “Теорія і практика використання імунітету сільськогосподарських культур до вірусних хвороб” (Дотнува, 1984), Всесоюзній науково-практичній нараді “Перспективи генетики і селекції винограду на фітоімунітет” (Магарач, 1986), обласній науково-практичній конференції “Екологічні проб​леми Харківської області” (Харків, 1995), конференції, присвяченій 50-річчю факультету агрохімії та ґрунтознавства “Грунти України: екологія, еволюція, систематика, окультурення, оцінка, моніторинг, географія, використання” (Харків, 1996). Основні положення дисертації заслухано і обговорено на міжкафедральному семінарі кафедр фітопатології, генетики, селекції і насінництва, ботаніки та фізіології рослин Харківського державного аграрного університету ім. В.В.Докучаєва, на розширеному засіданні відділу фітопатології Інституту захисту рослин УААН.
Публікації. По темі дисертації опубліковано 28 наукових робіт (2 методичні рекомендації, 20 наукових статей, 6 тез доповідей), у т.ч. 19 у фахових виданнях.
Обсяг та структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 427 сторінках, складається із вступу, дев’яти розділів, висновків, рекомендацій по впровадженню результатів наукових досліджень, списку використаних літературних джерел в кількості 515 найменувань, чотирьох додатків, містить 55 таблиць. Таблиці, список використаних джерел і додатки займають 138 сторінок.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

На основі аналізу літературних даних щодо ступеня вивченості вірулентності популяцій P. recondita f. sp. tritici в цілому (Kolmer, 1989, 1990, 1992, 1996; Manninger, 1994; Mahdyan et al., 1997; Gaikwad et al. 1996; Алексеева і ін.., 1990; Михайлова, 1991;) і в Україні зокрема (Лесовой, Суворова, 1981, 1986, 1990; Слюсаренко, Бабаянц, 1985; Слюсаренко, 1994; Бабаянц і ін, 1998), генетики вірулентності патогену (Haggag et al., 1973; Dyck, Samborski, 1974; Samborski, Dyck, 1976), ефективності відомих генів стійкості         (Singh, 1991; Boskovic, 1989; Denissen, Putten, 1991; Тиришкін, 1987; Юсупов, 1987; Лобачев, 1992; Лісовий і ін, 1992), імуно​логічних особливостей вихідного для селекції матеріалу (Борисенко, 1976, 1983; Скуригіна, 1978, 1982, 1984; Лесовой, Лоханская, 1991; Будашкина, Калініна, 1996; ), генетичних основ стійкості пшениці до збудника хвороби (Слюсаренко, 1986, 1994; Мережко, 1989; Bansal, Saini, 1990; Сорокина і ін, 1991, Dyck, 1993; Sawhney et al., 1992, 1994, 1996; Sharma, Nagarajan, 1996) зроблено ряд узагальнень.

1. Незважаючи на досить широку географію досліджень в плані вивчення поліморфізму вірулентності P. recondita f. sp. tritici і тенденцій у її зміні та ефективності і цінності для селекції генетичних систем стійкості (Lr-генів), систематичні дослідження у цих напрямках в цілому в України відсутні, що свідчить про їх актуальність.

2. Відомості щодо генетики патогенності P. recondita f. sp. tritici у вітчизняній літературі відсутні. В зарубіжній літературі вони уривчасті (Haggag et al., 1973; Dyck, Samborski, 1974; Samborski, Dyck, 1976),  стосуються ендемічних рас патогена і тому не дають відповіді на питання щодо потенційних можливостей зміни вірулентності збуд​ника хвороби і виникнення нових високовірулентних і високо​агресивних рас в популяціях патогена, що становили б реальну загрозу для існуючих в Україні і знов створюваних сор​тів пшениці.

3. Незважаючи на чисельність досліджень щодо пошуків джерел та донорів стійкості до P. recondita f. sp. tritici, їх результати неможливо безпо​середньо використати в практичній селекції в конкретному регіоні, бо вони в більшості прово​дились на природному інфекційному фоні, стосуються різних регіонів, між ними існують значні проміжки часу. Аналіз світової літературі за останні 15-20 років свідчить також про відсутність фунда​ментальних розробок і узагальнень, пов’язаних з формуванням банків генів стійкості пшениці до збудника бурої листкової іржі.

4. Інформація щодо генетичних основ стійкості пшениці до хвороби, що є в літературі, не є повною і закінченою, бо дослідження проводились у різних регіонах, дослідники використовували різний вихідний матеріал і різні генотипи патогену. В зв’язку з цим одержані результати мають розрізнений характер, що не дає можливості використовувати їх безпо​середньо в селекційних програмах. Як свідчить аналіз літератури, саме дослідження з генетики імунітету рослин є тим напрямком у вивченні взає​мо​відносин в системі рослина-живитель - патоген, результати якого дають можливість протиставити новим високовірулентним расам патогену висо​коефективні гени стійкості. Такі дослідження повинні проводитись система​тично в кожному регіоні, проте потреба в їх результатах особливо відчу​вається в періоди, коли втрачають ефективність гени, що захищають сорти, які займають великі посівні площі в декількох регіонах.

Матеріали і методика досліджень

Вірулентність популяцій збудника бурої іржі пшениці вивчали впродовж 1988-1998 рр. на 26-ти районованих у різний час в Україні і перспективних сортах озимої пшениці. Виділення моноізолятів збудника хвороби, їх розмноження і інокуляцію сортів-диференціаторів здійснювали в культурі ізольованих листків на бензимідазолі (Михайлова, Квитко, 1970). Для ідентифікації рас використовували міжнародний набір сортів-диференціаторів (Шопина, 1964), а для визначення біотипів раси 77 - додатковий (Лесовой, Шкоденко, 1975).

Ефективність генів стійкості пшениці до бурої іржі (Lr-генів) вивчали в період з 1973-1985 рр. по відношенню до найбільш поширених на території України в популяціях патогену расам і біотипам. В 1973-1975 рр. патоген у наших дослідженнях був представлений расами 52, 149, 61 і 12 і біотипами 9, 20, 21,23, 27, 28, 34 і 37 раси 77, а канадська серія ізогенних ліній - генами Lr1, Lr2, Lr2a, Lr2b, Lr24, Lr3, Lr3a, Lr3b, Lr3x, Lr9, Lr10, Lr12, Lr13, Lr14, Lr14x, Lr16, Lr17, Lr18 i Lr19. В період 1976-1980 рр. найбільш поширеними були раси 149, 12, 6 і біотипи раси 77 - 15, 16, 20, 23, 24, 25, 27, 28 і 37. В дослідження були включені ізогенні лінії з генами Lr1, Lr2, Lr3, Lr4, Lr5, Lr6, Lr7, Lr8,  Lr9, Lr10, Lr12, Lr13, Lr14, Lr15, Lr17, Lr18, Lr19, Lr20, Lr22, Lr23, Lr25, Lr26. У  1981-1986 рр. використовували раси 52, 12, 16,  біотипи  раси 77 15, 16, 20, 21, 23, 27, 34, 36 і ізогенні лінії Lr1, Lr2,  Lr3,  Lr9, Lr10, Lr10a,  Lr12, Lr13, Lr14, Lr14a, Lr19, Lr20, Lr21, Lr22, Lr23, Lr24, Lr25, Lr26, Lr27 i Lr28. 

Починаючи з 1987 р. реакції Lr-ліній визначали по відношенню до ізолятів      P. recondita f. sp. tritici, виділених безпосередньо із його популяцій на районованих і перспективних сортах озимої пшениці.

При вивченні мінливості внаслідок статевого процесу в природних умовах виявляли проміжні рослини-живителі - види рутвиці Тh. minus  i Th. flavum, в кінці травня - на початку червня із зрілих ецій на їх листках виділяли по 100 моноізолятів із кожного виду і ідентифікували їх за загальноприйнятою методикою (Шопина, 1964). Паралельно з виділенням і вивченням ізолятів P. recondita f. sp. tritici з природних еціопопуляцій проводили їх виділення і з популяцій, одержаних в результаті штучного зараження рослин рутвиці видів Тh. minus  i Th. flavum.

Одержання теліоспор окремих культур патогену (рас і біотипів), необхідних для інбридингу і гібридизації і припинення періоду їх спокою проводили за розробленими нами спеціальними методиками (Лесовой, Пантелеев, Пархоменко, 1980).
Вивчення генетичних основ вірулентності біотипів 9, 15, 20 і 36 раси 77 прово​дили шляхом аналізу потомства інбридингу в межах кожного із цих біотипів а також аналізу потомств реципрокних схрещувань між ними за схемою: 20 ( 9  і  9 ( 20;  15 ( 9  і  9 ( 15;  36 ( 9  і  9 ( 36. В межах кожної інбредної і гібридної комбінації виділяли по 40-50 еціоізолятів. Їх вірулент​ність вивчали на додатковому наборі сортів-диференціаторів, ізогенних лініях з високо​ефективними генами Lr9, Lr19 i Lr23, а також сорті Дариця. Статистичну обробку результатів аналізу розщеплень гібридів за вірулентністю проводи​ли методом “хі-квад​рат” (Рокицкий, 1964).
Матеріалом для пошуків джерел стійкості відносно збудників бурої іржі на різних етапах органогенезу рослин - проростків в теплиці і дорослих рослин у полі на штучних інфекційних фонах, борошнистої роси і частково септоріозу в полі на природному інфекційному фоні були 637 сортозразків озимої і 266 сортозразків ярої пшениці різного еколого-географічного походження. Визначення типів імунності до збудника бурої іржі як в теплиці, так і у полі проводили за шкалою Мейнса і Джексона (Шопина, 1967), ступінь  ураження рослин бурою іржею - Т.Д.Страхова (1951), ураженість бо​рош​нистою росою - Е.Е.Гешелє (1978), а в окремі роки і септоріозом - за шкалою В.Ф.Пересипкіна, С.М.Коваленка (1981). При вивченні імуноло​гічних властивостей останньої серії сортозразків (1996-1998 рр.) для уніфіка​ції оцінки результати переводили в бали у відповід​ністю з “Міжна​родним класифікатором РЕВ” (1984). Кластерний аналіз іму​но​логічних властиво​стей сортозразків озимої пшениці проводили на ПЕОМ за допомогою пакета стандартних прикладних програм         “Statistica - 5,0”.

Для вивчення генетичних основ стійкості перспективних джерел і доно​рів,  методом інцухту​вання і жорсткого імунологічного контролю (Лесовой, Пантелеев, 1986, 2000) створювали імуно​логічно однорідні ліній донорів і реціпієнта, вдосконаленим нами методом гібриди​зації (Лесовой, Пантелеев, 1988) одержували реципрокні гібриди і проводили гібридологічний аналіз. Ступінь відпо​відності фактично одержаних при розщепленні даних теоретично очікува​ним визначали за допомогою критерію  “хі-квадрат” (Рокицкий, 1964).

Ідентифікацію генів стійкості та встановлення їх тотожності з відомими         Lr-генами проводили шляхом схрещу​вання донорів стійкості з ізогенними лініями з генами Lr9, Lr19, Lr23 і Lr24 з наступним гібридологічним аналізом.

Для ізоляції генів стійкості користувались модифікованим нами  методом бек​ро​сів (Лесовой, Пантелеев, 1986, 2000) на генетичному фоні сор​ту Миронівська 808 з добором на штучному інфекційному фоні гетерози​готних за стійкістю рослин F1 попе​реднього бекросу  для кожного наступ​ного бекросу у сполученні із добором за фенотипом рекурентного батька у кожному поколінні.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

ДВА ТИПИ СТІЙКОСТІ РОСЛИН ДО ХВОРОБ І МОЖЛИВОСТІ

ВИКОРИСТАННЯ ЇХ В СЕЛЕКЦІЇ

Проведений аналіз  теорії Ван дер Планка вертикальної та горизонтальної стійкості рослин до хвороб. Грунтуючись на аналітичному  та експериментальному матеріалі зроблено висновок, що  горизонтальної стійкості пшениці до збудника бурої іржі в межах активного фізіологічного імунітету у тій інтерпретації, яку вона одержала в роботах Ван дер Планка, не існує. Автор цієї теорії, спираючись на складну ланку гіпотетичних припущень як на об’єктивну реальність, розділив активний фізіологічний імунітет на вертикальну та горизонтальну стійкість. З точки зору теорії таке ділення є сумнівним і вносить багато плутанини у терміни і явища, що за ними стоять: 1) в теорії дуже багато протиріч, які визнаються самим автором; 2) до цього часу відсутні експериментальні підтвердження щодо принципових відмінностей у фізіолого-біохімічних і генетичних механізмах, що обумовлюють обидва типи стійкості, а навпаки – відомі послідовності більше чим у 20 R-генів, що визначають стійкість рослин до різних типів патогенів (грибів, вірусів, бактерій) і шкідників доведена їх схожість, що вказує на однакову їх природу (Озерецковская, Ильинская, Васюкова, 1994; Пороховинова, Лутова,  2000; Тарчевский, Чернов, 2000 і ін.);   3) поняття “горизонтальна стійкість” із часом перетворилось у зібрання не вивчених на даний час а підчас і зрозумілих  фактів, бо все, що не вкладається в поняття “вертикальна стійкість”, відносять до горизонтальної; 4) тривалість і стабільність горизонтальної стійкості слід розглядати не як труднощі подолання патогеном дії її складного полігенного механізму, спрямованого одночасно проти багатьох рас, а типом добору в популяції патогену на сортах з різними рівнями стійкості. З точки зору практичної селекції на імунітет таке ділення недоцільне і навіть шкідливе, бо однобоке використання генів так званої вертикальної стійкості призвело до масового вилучення із селекційного процесу генів довготривалої стійкості з невисоким рівнем фенотипового проявлення (у т.ч. і сумарного ефекту подоланих генів) і не сприяло розробці методів їх ефективного контролю в гібридних поколіннях, починаючи із ранніх етапів селекції.                                                                                                                            

Зміна вірулентності P. recondita f. sp. tritici, як і інших збудників хвороб, яка відбувається при використанні генів вертикальної стійкості, проблема довічна. І проблема скоріше не у зміні вірулентності, а в можливостях оперативного реагування на неї, що залежить від ряду чинників: наявності банків генів стійкості, відповідних програм по їх використанню і не в останню чергу - відповідного законодавства. Гени так званої вертикальної стійкості Lr9, Lr19, Lr23 і інші подібні їм за фенотиповим проявленням гени широко використовуються в селекційних програмах багатьох країн. На використанні генів вертикальної стійкості грунтуються програми створення  мультилінійних сортів, які за своєю структурою зручні для оперативного реагування на втрату ефективності окремими генами. Такі гени можна було б з успіхом використовувати в мультилінійних сортах і в Україні, але цьому протирічать вимоги Державної комісії по випробуванню сортів с.-г. культур. Такі сорти, створені на основі високопродуктивних районованих сортів методом бекросів, навіть теоретично не можуть перевищувати врожайність стандарту, що виключає їх районування. Вирішення цієї проблеми, на що ми неодноразово наголошували (Лісовий, Пантєлєєв, 1986, 1987) дало б можливість створити стійкі до головніших хвороб аналоги районованих сортів, у т.ч. і мультилінійних. 

Активний імунітет рослин, інтерпретований Ван дер Планком як горизонтальна стійкість, потребує глибоких генетичних і фізіолого-біохімічних досліджень, розробки методів  виявлення та ефективного використання його  в селекційному процесі, починаючи з ранніх етапів, як це досить вдало започатковано Л.Т.Бабаянцем, О.М.Слюсаренком (1983, 1984), О.М.Слюсаренком (1985, 1986, 1994) які вивчали саме ці аспекти неспецифічної стійкості пшениці до збудника бурої іржі пшениці. Вважаємо за доцільне збереження терміна “горизонтальна стійкість” відносно категорії пасивного імунітету, природа якого досить добре вивчена, розроблені достовірні методи його виявлення і контролю в селекційному процесі.

ПОЛІМОРФІЗМ ВІРУЛЕНТНОСТІ  ПОПУЛЯЦІЙ P. RECONDITA F. SP. TRTICI  

НА РАЙОНОВНИХ І ПЕРСПЕКТИВНИХ В УКРАЇНІ СОРТАХ ПШЕНИЦІ 

Фізіологічна спеціалізація фітопатогенних організмів на рівні раса-сорт є наріжним каменем  фітоімунології, бо її характер обумовлює як успіхи, так і проблеми селекції на імунітет.

 За 9 років  досліджень з популяцій на 26 сортах озимої пшениці, районованих і перспективних в Україні виділено 22 стандартні раси P. recondita  f. sp. tritici і 8  х-рас. До 1996 р. домінуючою була раса 77. Починаючи з 1994 року в популяції  P. recondita f. sp. tritici відбулись суттєві зміни. Головна з них - різке зменшення частоти визначення раси 77. У 1994 р. середня кількість її ізолятів в популяціях патогенів на всіх сортах становила 44,1%, що на 1/3 менше, ніж у 1990 р. У подальшому рівень частоти її знижувався. Зокрема, представленість цієї раси у 1994 р. складала 44,1%, у 1995 р. - 27,2%, а в період 1996-1999 рр. - в межах 15,9-19,2% (табл. 1, рис. 1).

Спостерігається наростання в популяції рас 1, 6, 162, 179, 149, 192, 61, 144. Характерним для цього періоду є зростання частоти визначення слабовірулентних рас 1 і 179. Раса 1 до 1991 р. не була виявлена в популяціях патогену в Україні. Раса 179 до 1996 рр. не була виявлена в популяціях патогену на будь-якому сорті.

Серед нових рас, виявлених в період 1996-1999 рр., була високовірулентна раса 162. Частота її визначення становила 0,1-6,7%. З 1995 р. в популяції                      P. recondita f. sp. tritici постійно виділялись ізоляти раси 141 з частотою 1,2-3,7%., які до цього були відсутні.

Поступово збільшується присутність в популяціях патогену раси 6, Вперше вона була виявлена у 1994 р. з частотою 1,2% , а у 1999 р. частота її зросла до 8,3%. Раси 53, 57, 117, 124, 144 в період 1994-1999 рр. виділяли не кожного року з низькою частотою. Расу 122 також не виділяли, починаючи з 1996 р. Раса 61, навпаки, стабільно виділялась впродовж всього періоду досліджень, за виключенням 1995 р. Постійно присутніми були раси 21 і 52.

В період з 1994-1999 рр. не було виявлено рас 92 і 184, які у 1989-1990 рр. зустрічались з невисокою частотою (0,2-1,2%). Певне, це так звані “раси-одноденки”, які несподівано з’являються в популяціях патогену і незабаром зникають. Раса 147 була виявлена тільки у 1995-1996 рр. з частотою 3,2-4,1%. Починаючи з 1994 р. постійно виділялись х-раси з частотою 5,2-10,0%.

Таблиця 1

Расовий склад P. recondita f. sp. tritici на районованих і перспективних

 сортах  озимої пшениці в Лісостепу України

	
	Співвідношення рас по роках (в процентах)

	Раси
	1988
	1989
	1990
	1994
	1995
	1996
	1997
	1998
	1999

	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0,2
	1,3
	2,7

	6
	0
	0
	0
	1,2
	1,1
	7,1
	5,4
	7,1
	8,3

	21
	2,0
	1,2
	0
	0,6
	3,3
	4,6
	2,2
	5,6
	5,2

	52
	2,2
	2,5
	2,7
	7,5
	2,3
	4,6
	2,3
	3,1
	3,7

	53
	0
	0,8
	0
	0
	0
	0
	0,2
	0
	0

	57
	2,0
	2,5
	0
	0,4
	3,9
	0
	2,3
	0
	1,6

	61
	1,4
	1,2
	3,0
	2,5
	0
	8,4
	7,2
	10,3
	2,9

	77
	80,6
	76,2
	78,0
	44,1
	27,2
	16,4
	19,2
	18,4
	15,9

	92
	0
	1,2
	0,2
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	117
	0
	0,6
	0
	0
	3,0
	0
	1,0
	1,3
	2,0

	122
	0
	1,9
	0,8
	1,5
	4,4
	0
	0
	0
	0

	124
	0
	0
	1,5
	0
	0
	1,4
	0
	0,6
	0

	130
	0
	1,25
	1,5
	2,1
	5,4
	0,7
	2,3
	0
	1,2

	141
	0
	0
	0
	0
	0
	2,5
	3,7
	3,1
	1,2

	144
	0
	0
	2,0
	3,4
	1,3
	6,3
	5,9
	0
	0

	147
	0
	0
	0
	0
	4,1
	3,2
	0
	0
	0

	149
	1,6
	2,4
	4,3
	21,1
	24,4
	16,4
	22,1
	24,2
	20,7

	162
	0
	0
	0
	0
	0
	0,1
	3,1
	0
	6,7

	167
	0,4
	0
	0
	0
	4,7
	0
	0
	2,3
	0

	179
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0,5
	0,8
	1,2

	184
	0
	0
	0,8
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	192
	9,8
	6,8
	5,2
	10,4
	14,6
	14,2
	12,7
	11,3
	10,1

	інші 

(х-раси)
	0,6
	0,3
	0
	5,2
	6,7
	10,0
	9,7
	10,0
	8,9


Раси 77, 149, 192 і 61 були виявлені в популяціях патогену на всіх районованих і перспективних сортах, що свідчить про їх широку спеціалізацію Найбільш вузька спеціалізація у рас 144 і 167. Найменша кількість рас виявлена на порівняно нових сортах: Юна (10), Українка одеська (9), Альбатрос одеський (8). Саме на них виявлено расу 179, яка виділена з популяцій патогену тільки в останніх три роки досліджень. Найбільша кількість рас (16) паразитує на сорті Донецька 46. 

Таким чином, в останні роки спостерігається поступова заміна раси 77 на інші менш вірулентні раси. Зменшення кількості її ізолятів відмічена рядом дослідників (Алексеева, Смирнова, Терехов, 1990; Алексеева, Павлова, Измайлова, 1990; Слюсаренко, 1994; Лісовий 1996; Бабаянц, Васильєв, Бабаянц, 1998; Лісова, 2000).

Рис. 1. Співвідношення найбільш поширених в Лісостепу України

             рас P. recondita f. sp. tritici

Наявна загальна тенденція зниження вірулентності популяції збудника бурої іржі пшениці. Оскільки раса 77 багато років була домінуючою, то це дуже помітно на ній позначилось. Головною причиною є те, що більшість районованих сортів сприйнятливі до хвороби. Це не сприяє конкуренції, і тому - різким еволюційним змінам в популяціях патогенів, які могли б призвести до появи високовірулентних і високоагресивних рас P. recondita f. sp. tritici, як це відбувалось у 1970-1973 рр. після широкого впровадження у виробництво сортів Аврора і Кавказ. Тоді ці сорти відіграли роль потужного фактора тиску на популяцію патогену, що призвело до різкого зростання його вірулентності і втрати ними стійкості у 1973 році. Таке положення збережеться і в найближчі 10-15 років, бо серед перспективних сортів з усіх селекційних установ України, зареєстрованих в Національному центрі рослинних ресурсів, нема таких, які за своїм рівнем стійкості могли б призвести до подібних змін. Районування сортів Альбатрос одеський, Напівкарлик 3, Донецька 46, Донецька 48, Українка одеська, Юна та ін. не призвело і не призведе до суттєвих змін вірулентності патогену у бік її зростання.

Расовий склад P. recondita f. sp. tritici істотно не відрізняється на більшості території України. Це підтверджується наявністю ідентичних рас на сортах озимої пшениці, які поширені в центральних і західних областях країни - Поліська 70, Поліська 87, Киянка. На них  ми відмічали ті ж раси, що  виявили М.П.Лісовий і Г.С.Суворова (1981, 1986, 1990). Аналогічні раси виявляли також Л.Т.Бабаянц, А.А.Васильєв, О.В.Бабаянц (1998) на сортах озимої пшениці, поширених на півдні, Г.М.Лісова (2000) - у північному Лісостепу України.

В період 1988-1999 рр. виявлено 18 біотипів раси 77. У 1997 і 1999 рр. спостерігаються суттєві зміни у співвідношенні різних за вірулентнісю біотипів раси 77. Зокрема, помітно зменшилась кількість ізолятів домінуючих у 1988-1994 рр. біотипів 15 і 20 і, навпаки, зросла присутність біотипів 8, 9, 14, які домінували в популяціях P. recondita f. sp. tritici у 60-ті і на початку 70-х років. У 1988-1994 рр. вони складали незначну частину популяцій патогену. В популяції патогену на сорті Альбатрос одеський, який характеризується середнім рівнем стійкості, впродовж 1994-1999 рр. не помітно суттєвого зниження присутності високовірулентного біотипу 36 (10-15% ізолятів), що свідчить про селективну роль цього сорту.

Таким чином, динаміка різних за вірулентністю біотипів раси 77 по роках свідчить про поступову заміну більш вірулентних біотипів менш вірулентними, які були поширені і у 60-х роках. Більшість з них авірулентні до Lr 26. 

При селекції пшениці на стійкість до бурої іржі слід враховувати вищезазначені зміни вірулентності патогену. Оцінку вихідного і селекційного матеріалу треба проводити по відношенню до рас 149, 192, 61,144 та невизначених  рас, які раніше не зустрічались. Щодо раси 77 та її високовірулентних біотипів не слід вважати, що вони вже не становлять загрози для майбутніх сортів. Не виключена можливість, що в найближчі 10 років вони знову будуть домінувати в популяції, як і раса 77 взагалі. Тому при випробовуванні селекційного матеріалу на стійкість до хвороби не слід нехтувати біотипами 15, 16, 20 та 36.

ЕФЕКТИВНІСТЬ ТА СЕЛЕКЦІЙНА ЦІННІСТЬ ГЕНЕТИЧНИХ СИСТЕМ  СТІЙКОСТІ ПШЕНИЦІ ДО P. RECONDITA F. SP. TRITICI

До початку 70-х років відомостей щодо ефективності Lr- генів відносно популяцій патогену на території України не було, бо дослідження у цьому напрямку взагалі не проводились, що у значній мірі утруднювало планування селекційних програм. Впродовж 1973-1975 рр. нами було вивчено ефективність відомих на той час дев’ятнадцяти генів стійкості. Встановлено, що більшість ліній з відомими на той час генами у фазі проростків сприйнятливі до поширених на території України рас і біотипів патогену. Тільки гени Lr9 і Lr19 забезпечували стійкість до всіх рас і біотипів. Деяку диференціюючу здатність по відношенню до  ряду рас і біотипів мали лінії Lr10, Lr14, Lr14x і Lr18. Лінії з Lr2, Lr2d і Lr24 були здатні ідентифікувати расу 52. Лінії Lr1 і Lr2  мають диференціюючу здатність по відношенню до рас 12 і 61, а з допомогою ліній Lr10 і Lr18 можна ідентифікувати расу 149. Лінії Lr10, Lr14, Lr14x, і Lr18 мають деяку диференціюючу здатність по відношенню до популяції раси 77. В польових умовах у фазу молочно-воскової стиглості зерна впродовж трьох років досліджень ефективними були тільки гени Lr9 і Lr19, бо лінії, які містять ці гени, взагалі не уражувались хворобою.

Впродовж 1976-1980 рр. ми вивчали ефективність 21 Lr-генів, у т.ч. і нових, ідентифікованих на той час (Lr20, Lr23 і LrN, згодом позначеного як Lr26), а також Lr4, Lr5, Lr6, Lr7, Lr8, Lr15, ефективність яких до цього часу на території колишнього СРСР не вивчалась.  В цей період більшість Lr-генів виявились неефективними як у фазі проростків до більшості рас, у тому числі і до домінуючої в популяціях патогену раси 77, представленої різноманітними біотипами, так і у фазі дорослих рослин у полі до природної популяції. Гени Lr1 і Lr2 були ефективними тільки до рас 12 і 61, що дає можливість використовувати їх для ідентифкації цих рас, але вони повністю неефективні до всіх біотипів раси 77 і до природної популяції патогену у польових умовах. Ген Lr3 був повністю неефективним як по відношенню до окремих рас, так і до біотипів раси 77 у фазі проростків і до природної популяції патогену в полі. Гени Lr4, Lr5, Lr6, Lr7 і Lr8, Lr12, Lr13, Lr14, Lr15 і Lr20 виявились повністю неефективними на всіх етапах органогенезу рослин, що свідчить про безперспективність використання їх як у селекційних програмах, так і з метою диференціації популяцій патогену на території України. Ген Lr10 також показав низький рівень ефективності до більшості рас і біотипів раси 77 за виключенням раси 149 і біотипу 23 раси 77.

Ген Lr26 ефективний до рас 12, 61 і 149, однак по відношенню до біотипів раси 77 і природної популяції патогену в полі лінія з цим геном була сприйнятливою. Гени Lr9, Lr19 і Lr23 були ефективними на всіх етапах органогенезу рослин до всіх рас і біотипів раси 77. 

Впродовж 1981-1985 рр. вивчали ефективність сімнадцяти Lr-генів,  у т.ч.  нових ідентифікованих на той час (Lr21, Lr22, Lr24 і Lr25.). Результати, одержані у попередні роки, у більшості підтвердились. Зокрема, ефективність генів Lr1, Lr2 і Lr3 залишалась на тому ж рівні. Ефективність гена Lr10а мало чим відрізнялась від того ж  гена Lr10, а можливості використання його для ідентифікації рас і біотипів раси 77 P. recondita f. tritici ще більш обмежені у порівнянні з геном Lr10. Гени Lr12 і Lr 13, як і у попередні роки, виявились повністю неефективними, у тому числі і до раси 52, а також до біотипу 36 раси 77. Ефективність і диференціююча здатність гена Lr14a була на рівні гена Lr14. Повністю неефективними виявились і гени Lr21 та Lr22 на всіх етапах органогенезу рослин. Певної уваги як з точки зору ефективності, так і диференціюючої здатності, заслуговують гени Lr24 і Lr25. Рівень ефективності гена Lr25 був досить низьким, а ефективність гена Lr26 залишалась на попередньому рівні.


Як і у попередні роки найвищою ефективністю характеризу​вались гени Lr9, Lr19 і Lr23 як по відношенню до окремих рас і біотипів, так і до природної  популяції збудника хвороби.

Таблиця 2

Ефективнiсть генiв стiйкостi пшениці до збудника бурої іржі

	
	Кількість авірулентних ізолятів,  %
	Середне,

	Гени
	1994
	1995
	1996
	1997
	1998
	1999
	%

	Lr3
	0
	0
	2,0
	3,0
	3,5
	4,2
	2,2

	Lr9
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Lr10
	9,3
	13,1
	15,9
	16,8
	17,2
	20,1
	15,4

	Lr14a
	6,1
	6,2
	8,9
	9,2
	10,1
	11,3
	17,8

	Lr19
	100
	100
	100
	100
	100
	100
	100

	Lr23
	91,9
	90,8
	84,8
	76,5
	78,2
	83,4
	84,3

	Lr24
	82,3
	79,2
	81,3
	69,9
	70,9
	73,4
	76,2

	Lr25
	51,3
	47,8
	50,0
	49,2
	51,3
	47,2
	49,5

	Lr26
	28,4
	25,2
	36,2
	59,1
	61,4
	79,7
	48,3

	Lr30
	10,5
	14,2
	15,1
	12,3
	15,9
	17,7
	14,3


Впродовж 1988-1990 рр. вивчали ефективність Lr3, Lr9, Lr10, Lr14, Lr19, Lr23, Lr24, Lr25, Lr26 і Lr30. За цей період в популяціях P. recondita f. sp. tritici на всіх сортах пшениці не виділено ізолятів, авірулентних до Lr3, що свідчить про повну його неефективність і недоцільність використання в селекції на імунітет. По відношенню до Lr10 відмічено наявність тільки 23,5% авірулентних ізолятів, що свідчить про досить низький рівень ефективності цього гена і недоцільності використання його в селекційному процесі. Відносно гена Lr24 у різні роки відмічено наявність 69,7-100% авірулентних ізолятів, а у 1989 році на сорті Киянка взагалі їх не було виділено, що дає підставу вважати цей ген в достатній мірі ефективним. Невисокий рівень ефективності показав і ген Lr25. Рівень ефективності гена Lr26 впродовж трьох років також був невисоким. У 1988-1989 рр. не було виділено авірулентних до нього ізолятів, а у 1990 р. їх кількість складала,  в  середньому,  лише  6,2%, а в популяціях на сортах   Киянка і Миронівська 61 вони взагалі були відсутні. Ген Lr30 показав низький рівень ефективності; в популяціях патогену на  різних сортах виявлено наявність лише 15,3% авірулентних до нього ізолятів. Відносно генів Lr9, Lr19 і Lr23, як і в попередні роки, вірулентних ізолятів не виявлено.

Вивчення ефективності генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі в період 1994-1999 рр. багато в чому підтвердило раніше одержані результати і одночасно показало наявність нових тенденцій.
Найменш ефективним виявився ген Lr3: у 1996-1998 рр. відмічено незначну кількість (2,0-4,2%) авірулентних до нього  ізолятів в популяції патогену  тільки на сорті Харківська 81. Низькою ефективністю характеризувався і ген Lr14a. Середня кількість авірулентних до нього ізолятів за роки досліджень  становила  12,3%. Впродовж десяти років не спостерігалось істотних відмінностей у рівні ефективності цього гена; кількість авірулентних до нього ізолятів була в межах 6,1-11,3%. Ефективність гена Lr10 також не відповідає вимогам селекції. Середня кількість авірулентних до нього ізолятів становила лише 15,4%. Невисокий рівень ефективності характерний і для гена Lr30 і спостерігається тенденція до її зниження.

Найбільш помітною є тенденція зростання ефективності гена Lr26 внаслідок збільшення кількості авірулентних до нього ізолятів. У 1994 р. середня їх кількість вже складала 48,3%, а у 1998 і 1999 рр., – відповідно, 61,4 і 79,7% (рис. 2). Показник останнього року є вищим за критичний. Це свідчить про те, що сорт, який має цей ген, може бути захищеним від хвороби. 

Ефективність гена Lr25 впродовж цих років залишалась на одному рівні. Кількість авірулентних до цього гена ізолятів патогену, в середньому, становила 49,5%. Не відмічалось істотних відмінностей щодо цього показника і по роках.

Ефективність гена Lr24 дещо знизилась у порівнянні з 1988 р., коли в популяції патогену не було відмічено вірулентних до нього ізолятів. Середня кількість авірулентних ізолятів за 1994-1999 рр. складала 80,1%, що свідчить про досить високий і сталий рівень ефективності і, відповідно, значну селекційну цінність цього гена.

Найбільш  ефективними генами стійкості, на даний час здатними  повністю захистити пшеницю від збудника бурої іржі, є гени Lr9, Lr19 і Lr23. По відношенню до  перших двох, як і у попередні роки, не виявлено вірулентних ізолятів в популяціях патогену на жодному із сортів озимої пшениці. Наявність вірулентних до Lr23 ізолятів було відмічено  на сортах Альбатрос одеський і Миронівська 808, що свідчить про тенденцію до зростання їх кількості і поступової втрати ефективності гена Lr23. Середня кількість авірулентних до нього  ізолятів за 1988-1999 рр. складала 93,6%, а за 1994-1999 рр. - 84,3%
Таким чином, найбільш ефективними генами впродовж багатьох років є Lr9 i Lr19. На протязі всіх років досліджень в популяціях патогену на всіх сортах не виявлено вірулентних до них ізолятів, що свідчить про їх перспективність для використання в селекції в комплексі із іншими генами.

МІНЛИВІСТЬ P. recondita  f. sp. tritici  ПРИ СТАТЕВОМУ ПРОЦЕСІ 

НА ПРОМІЖНИХ РОСЛИНАХ-ЖИВИТЕЛЯХ

Досліджень,   присвячених вивченню успадкування    вірулентності  Р. re​​con​dita f. sp. tritici  при проходженні еціальної стадії на Thalictrum spр. порівняно мало (Samborski, Dyck, 1968, 1974; Saari et al., 1968; Haggag et al., 1973) і  відомості про генетику вірулентності патогену відривчасті. Всі дослідження проведені за рубежем, тому їх результати не можна використати в цілях селекції на імунітет в Україні, бо існують значні відмінності в расовому складі збудника хвороби. 

На першому етапі досліджень у 1978 р. ми вивчали потенційні можливості зміни вірулентності P. recondita f. sp. tritici внаслідок інбридингу різних за вірулентністю біотипів 9 і 20  раси 77 та гібридизації між ними на Thalictrum spp.

Внаслідок інбридингу біотипу 20 в потомстві не було виявлено суттєвих відхилень у вірулентності порівняно із вихідною формою, що свідчить про гомозиготність його за цією ознакою. При ідентифікації потомства від інбридингу біотипу 9 лише третина ізолятів була подібною до вихідного біотипу, а решта  була представлена різними біотипами, як правило, з вищим рівнем вірулентності порівняно із біотипом 9. Один ізолят був зареєстрований як біотип 38. На той період він ще не був виявлений в природних умовах на території України. Така різноманітність потомства за вірулентністю свідчить про гетерози​гот​ність біотипу 9 за цією ознакою, що давало підставу вважати його потенційні можливості вірулентності значно вищими, ніж у біотипу 20.
Ідентифікація гібридів F1 (потомства від реципрокних схрещувань між біотипами 9 і 20) показала, зміну вірулентності P. recondita f. sp. tritici. В потомстві схрещування де як материнська форма був біотип 20 поряд з ізолятами, ідентичними вихідним формам, одержані ізоляти, які суттєво відрізняються від перших за вірулентністю (біотипи 27, 33, 35, 36). У схрещуванні, де як материнська форма був біотип 9, крім вихідних форм в потомстві інших не було отримано. 

Наступним етапом досліджень генетичних основ вірулентності найбільш поширених біотипів раси 77 P. recondita f. sp. tritici 36, 20, 15 і 9  (1984-1986 рр.) був аналіз гібридів від реципрокних схрещувань між ними. Для аналізу закономірностей успадкування вірулентності використовували  F1  штучних еціопопуляцй патогену, які створювали шляхом реципрокних схрещувань між різними за вірулентністю біотипами раси 77 – авірулентним до всіх додаткових сортів-диференціаторів, сорту Дариця та Lr-лініями з генами Lr9, Lr19 і Lr23 біотипом 9 і високовірулентними  біотипами 15, 20 і 36. 

Одержані результати являються підтвердженням вузького спектру вірулентності біотипа 20  P. recondita f. sp. tritici, яка контролюється одним геном.

Аналіз розщеплень гібридів F1   від схрещувань біотипів 9 і 15 дає підставу вважати, що біотип 15 має значно більший потенціал вірулентності у порівнянні з біотипом 20. В F1  гібридної комбінації 9 х 15 встановлено наявність у нього, принаймні, чотирьох генів вірулентності: по одному до сортів Новомічурінка і Мічурінка і двох комплементарних генів до сорту Кавказ. 

Найвищий потенціал вірулентності  має  біотип 36. Аналіз розщеплення гібридів F1  прямих і зворотних схрещувань показав, що вірулентність цього біотипу контролюють, принаймні, вісім генів. 

Відсутність вірулентних до сорту Дариця і ізогенних ліній Lr9, Lr19 і Lr23 ізолятів в F1 гібридів свідчить про те, що гени вірулентності у біотипів 20, 15 і 36 до цього сорту і ізогенних ліній відсутні, а поява їх внаслідок рекомбінацій при статевій гібридизації проблематична.

Отже, незважаючи на наявність у біотипів 15 і 20 раси 77 щонайменше  7-8 генів, вони мають невисокий генетичний потенціал вірулентності, бо в його спектр не входять високоефективні гени стійкості Lr9, Lr19, Lr23. Тому рекомбінації вірулентності  P. recondita f. sp. tritici, що відбуваються при статевому процесі в природних умовах в даному випадку не є реальною загрозою щодо кардинальних змін вірулентності патогену в широких масштабах. 

Проведений всебічний аналіз вірулентності еціопопуляцій P. recondita f. sp. tritici на Th.minus і Th. flavum у 90-х рр. підтвердив наш прогноз. Расовий склад, склад біотипів раси 77 і рівні вірулентності патогену до відомих генів стійкості (Lr-генів) еціопопуляцій із різних видів рутвиці істотно не відрізняються між собою. Крім того, склад рас, виділених із еціопопуляцій, практично не відрізняється від того ж на районованих і перспективних сортах озимої пшениці.

Спектр рас в природних еціопопуляціях патогену значно вужчий, ніж в штучних і в популяціях на основному живителі, що пояснюється меншою різноманітністю джерел інфекції для ураження проміжних рослин-живителів.

Еціопопуляції на обох видах рутвиці практично не відрізняються за вірулентністю до відомих генів стійкості (Lr-генів), бо представлені дуже близькими за вірулентністю генотипами патогену. Спектр генотипів вірулентності в природних еціопопуляціях значно вужчий, ніж в штучних і представлений більшим відсотком ізолятів з високим рівнем вірулентності.

З природних і штучних еціопопуляцій не виділено ізолятів патогену, вірулентних до Lr9,  Lr9  і Lr23, а також ізолятів, авірулентних до Lr3. В останні роки  як в природних, так і в штучних еціопопуляціях патогену на обох видах рутвиці переважають авірулентні до Lr26 генотипи.

Як в природних, так і в штучних еціопопуляціях на обох видах рутвиці відбулась заміна найбільш вірулентного генотипу р9,р19,р23/р3, р24,р25,р26,р30 на найменш вірулентний - р9,р19,р23,р24,р25, р26,р30/р3;

Таким чином, рекомбінації вірулентності, що відбуваються при статевому процесі патогену в природних умовах взагалі хоча і являються потенційно небезпечними, однак у даному випадку не являють собою реальної загрози в плані кардинальних змін вірулентності P. recondita f. sp. tritici в широких масштабах. Головною причиною такої стабільності є відсутність у виробництві на великих площах сортів з високим рівнем стійкості до хвороби. Високовірулентні генотипи могли б скоріше сформуватись на таких сортах під впливом їх імунологічних властивостей внаслідок жорсткого спрямованого добору в популяціях патогену, ніж на проміжних рослинах-живителях внаслідок статевої гібридизації.

ДЖЕРЕЛА ТА ДОНОРИ СТІЙКОСТІ ПШЕНИЦІ ДО 

P. RECONDITA  F. SP. TRITICI  

Однією із головних науково-методичних основ створення стійких до шкідливих організмів сортів с.-г. культур є наявність джерел та донорів стійкості, які в повній мірі відповідали б все зростаючим вимогам селекції як щодо імунологічних властивостей, так і щодо головніших господарських ознак. Тому пошуки такого вихідного матеріалу і постачання його селекціонерам є одним із першочергових завдань фахівців у галузі фітоімунології.

Впродовж 1974-1998 рр. проведено вивчення імунологічних властивостей 637 сортозразків озимої і 266 сортозразків ярої пшениці різного еколого-географічного походження відносно збудників бурої іржі, борошнистої роси і частково септоріозу і їх господарсько-біологічних показників.

Яра пшениця була представлена сортозразками із 19-ти країн, а майже половина iз них - із Мексіки (126), переважна більшість яких (94,4%) були в тій чи іншій мірі стійкими до збудника бурої іржі чи до збудника борошнистої роси. Значною кількістю сортозразків був представлений вихідний матеріал із Чілі (39), 97,4%  з яких були стійкими до однієї або до обох вищезазначених хвороб. Високий процент стійких сортозразків був і серед вихідного матеріалу із США (97,6%) і Бразілії (91,6%). Серед 30-ти сортозразків із колишнього СРСР тільки 13,3% характеризувались певним рівнем стійкості до цих хвороб. 

Внаслідок 3-річного вивчення найбільш перспективними для селекції як за імунологічними властивостями, так і за господарсько-біологічними показниками виявились 13 сортозразків ярої пшениці: McMurachi (к-44432), Hybrid 280-10 (к-43095) із Канади, к-47358, к-47529, к-47518, к-47403, к-47520, к-47291, к-47389 із Мексіки, С.В.Р. 12 (к-46368), С.В.Р. 306 (к-48375) із Чілі,  Kalyan Sona (к-47758) із Індії,  Salmayo (к-44450) із США, на основі яких шляхом інбридингу та імунологічних доборів створені імунологічно однорідні лінії і передані селекційним установам України як донори стійкості до збудників обох хвороб.

Серед сортозразків озимої пшениці, що вивчались серіями впродовж           1977-1986 рр., виявлено чимала кількість із різним ступенем стійкості до обох хвороб. Найбільш перспективними являються 38 сортозразків, які за імунологічними властивостями відносно збудників бурої іржі і борошнистої роси і господарсько-біологічними показниками (зимостійкістю, стійкістю до вилягання, продуктивністю) відповідають головнішим вимогам селекції. Зокрема, сортозразки Димитровка 5-12, Димитровка 5-14, Н-56б-13-5, Враца, Курбай 1 (Болгарія), добір із №12803 (Казахстан), Purdue 5396 A4-11-4 , Oasis (США),  гібрид Pawnee x Chinese x Ae. umbellulata, Партизанка (Югославія), 9D4-262, 133D-243, Lowrin 38 (Румунія), Uh 582/72, Sh 3380-2976, НЕ 84, SO 4-79 (Чехія),  Maris Durin (Англія), Замена,  Дариця, Лютесценс 2684 (Росія),  Salwa, Pol 2708/73 (Польща)  характеризуються  різними рівнями стійкості (від високого до помірного), високими зимостійкістю та стійкістю до вилягання, достатньо високою продуктивністю і можуть бути використані в селекційних програмах у будь-якому регіоні України. Сортозразки [F7(Frontana x Mida x Ke​niya 117A) x Bezostaya 14 x L101], [F7(Gabo 56 x Bezostaya 14) x NS 649],  NS 13-19 (Югославія), Русалка , Тарвел (Болгарія), SO 81-23,  Uh 192/78  (Чехія), Taw 3073/73 (Німеччина),  Maris Virtul (Англія) рекомендуються до використання як донори у південному регіоні України, бо характеризуються середнім і низьким рівнями зимостійкості. Сортозразки Agrus , Arthur 71, Agata (США), SO 2100 (Польща),  Fortin (Франція), Нohenturm 5487/75 (Німеччина)  за імунологічними властивостями, зимостійкістю та продуктивністю не поступаються вищезазначеним, але мають невисокий рівень стійкості до вилягання, що слід враховувати при підборі пар для схрещувань.

Нами вперше в фітопатологічній практиці застосований кластерний аналіз методом К-середніх 162-х сортозразків озимої пшениці, що вивчались впродовж 1996-1998 рр. Це метод багатомірної статистики, який дає можливість провести класифікацію великої групи об’єктів за сукупністю цілого ряду параметрів, що досліджуються. У даному випадку нами досліджувались три параметри - імунологічні властивості об’єктів (сортозразків) щодо збудників бурої іржі, борошнистої роси та септоріозу в балах згідно Міжнародного класифікатора РЕВ. 

В результаті проведеного аналізу всі досліджувані сортозразки згруповані в п’ять кластерів (рис. 3). 

Найбільш перспективні за трьома параметрами  сортозразки  увійшли до кластеру №2. Він включає 51 сортозразок і характеризується найвищими середніми  балами стійкості: з найвищим балом стійкості до збудника борошнистої роси (9), з високим і середнім балом стійкості до збудника бурої іржі і середнім балом стійкості до збудника септоріозу. Зокрема, це сортозразки Лютесценс 2684, Безенчукська остиста, Еритроспермум 583/89, Юна, Скіф’янка, Еритроспермум 1613/86, Масив, Arthur 71, Abe, Georgia 1123, Purdue 5396, McNair 701, Maris Durin, Maris Templar, Hohenturm 14072/67, SO4, Polanka, Імпульс, Янтар, 104-80, Novosadska rana 1,  NS 3 і ін.

                        Рис. 3. Середні значення по кластерах

Порівняльний аналіз кластерів з результатами простого групування сортозразків за імунологічними параметрами показав, що по багатьох сортозразках вони співпадають. Зокрема, перспективні сортозразки в межах кластерів № 1 і 2 увійшли також до 1-3 груп. Але кластерний аналіз методом визначення К-середніх є більш об’єктивним і зручним, тому його слід якомога ширше застосовувати в імунологічних дослідженнях.

Лабораторії селекції озимої пшениці Донецької обласної с.-г. станції (на даний час – Донецький інститут агропромисловонго виробництва УААН) передано виділені нами імунологічно однорідні лінії 34-х сортозразків озимої пшениці, які використані для створення донорів стійкості і залучені до селекційного процесу.

 Генетичні основи стійкості  перспективних донорів до 

P. RECONDITA  F. SP. TRITICI 

Дослідження з генетики імунітету рослин є тим напрямком у вивченні взаємовідносин в системі рослина-живитель - патоген, результати якого дають можливість протиставити новим високовірулентним расам патогену високоефективні гени стійкості рослини-живителя. 

Серед виділених нами в результаті пошуків джерел стійкості сортозразків озимої пшениці різного еколого-географічного походження для генетичних досліджень було відібрано десять: Н-56б-13-5, С-9б-15-2, С-3б-27-4,       Rilley 67, Purdue 5119A10-20-1, Purdue 539A4-11-4, Димитровка 5-12, Димитровка 5-14, Agrus, Agata, які на всіх етапах органогенезу рослин мають високий рівень стійкості до місцевих популяцій і окремих найбільш поширених біотипів раси 77 збудника бурої іржі. На основі їх методом інцухтування і перевірки на імунологічну однорідність були створені імунологічно однорідні лінії, які використовувались для схрещувань з аналогічним чином одержаними лініями сприйнятливого сорту пшениці Миронівська 808. В результаті схрещувань між ними були одержані реципрокні гібриди і вивчено характер успадкування стійкості до біотипу 20 збудника бурої іржі у фазі проростків і дорослих рослин     гібридів F1. 

Гібриди з участю сортозразків С-9б-15-2, С-3б-27-4, Rilley 67, Purdue 5119A10-20-1, Purdue 5396A4-11-4, Димитровка 5-12, Димитровка 5-14, Agrus, Agata були імунними на всіх етапах органогенезу рослин, що свідчить про повне домінування типів реакцій стійких батьків. В гібридній комбінації з участю Н-56б-13-5 відмічено рецесивний характер успадкування стійкості як у фазі проростків, так у фазі дорослих рослин в полі, а в гібридній комбінації з участю С-3б-27-4 – проміжний. 

Аналіз розщеплень гібридів F2 у фазі до біотипу 20 раси 77 показав, що стійкість Н-56б-13-5 контролюється одним рецесивним геном. Сортозразок С-3б-27-4 має не повністю домінантний ген стійкості. Стійкість сортозразків С-9б-15-2, Rilley 67 і Agata у фазі проростків контролюється одним домінантним геном стійкості у кожного, а Purdue 5119A10-20-1 - двома домінантними епістатичними генами. За стійкість Purdue 5396A4-11-4 і Димитровка 5-14 у фазі проростків відповідальними, певне, являються два домінантних комплементарних гени у кожного, які контролюють високий рівень стійкості цих сортозразків.  Аналіз розщеплень у F2 гібридів з участю Димитровка 5-12 і  Agrus свідчить про наявність у кожного із них двох комплементарних генів, кожний з яких окремо не має самостійного фенотипового проявлення.

Співвідношення рослин з різними типами реакцій, одержані при аналізі розщеплень у всіх десяти гібридних комбінаціях до біотипу 20 раси 77 збудника бурої іржі у фазі дорослих рослин у полі свідчать про те, що стійкість всіх сортозразків на протязі всього органогенезу контролюється одними і тими ж генами. Аналіз розщеплень в F1 аналізуючих схрещувань, в основному, підтвердив результати аналізу розщеплень у F2 гібридів.

Таким чином, в результаті аналізу гібридів F2 і F1 аналізуючих схрещувань одержано вичерпну інформацію щодо типів генетичного контролю стійкості десяти імунних до біотипу 20 раси 77 збудника бурої іржі. Виходячи з ідентичності фенотипового проявлення генів стійкості у різних сортозразків як у фазі проростків, так і у фазі дорослих рослин, можна припустити, що вони мають ряд ідентичних генів. Тому наступним етапом досліджень була ідентифікація генів стійкості шляхом схрещувань донорів стійкості з ізогенними лініями та аналізу їх родоводу, що дало нам можливість зробити наступні узагальнення.

Аналогія типів реакцій сортозразків С-9б-15-2, Rilley 67, Agata і моногенний тип контролю їх стійкості дає підстави припустити наявність у кожного з них одного із високоефективних генів стійкості - Lr9, Lr19 i Lr23, хоча довести це методом аналізу гібридів від схрещувань їх з ізогенними лініями практично неможливо, бо в популяції патогену відсутні патотипи, вірулентні до  цих генів.

Сортозразок Rilley 67, певне, захищений геном Lr9, про що свідчать результати досліджень R.Modawi, L.Browder, E.Heine (1985). Сортозразки Agata і Agrus мають ген Lr19 кожний, бо вони є заміщеними лініями пірию на пшениці, від якого був інтрогресований цей ген, характеризуються пізньостиглістю і високоим стеблом, що являється характерним для Lr19, який зчеплений з цими небажаними ознаками. Крім того,  наявність у них цього гена згодом підтвердили R. Sawhney, L. Goel (1986).

Ген сортозразка С-9б-15-2, певне, не ідентичний Lr19, бо його фенотип немає нічого спільного з фенотипами носіїв цього гена (Agrus i Agata). Але, з іншого боку,  А.О. Воронкова (1977) вказує, що в результаті серії бекросів можливий розрив небажаного зчеплення ознак, якщо воно не абсолютне. При цьому вона посилається на досвід виділення високостійких, середньої висоти і ранньостиглих рослин, за фенотипом близьких до рекурентного батька, при бекросуванні гібридів Agrus х Безоста 1 на сорт Безоста 1.

Стійкість сортозразків Purdue 5396A4-11-4, Димитровка 5-12, Димитровка    5-14, як показав гібридологічний аналіз,  контролюється двома комплементарними генами у кожного, які обумовлюють їх повний імунітет на всіх етапах органогенезу рослин. Цілком можливо, що один із генів у кожного сортозразка і являється геном Lr9, Lr19 або Lr23.

Одним із ефективних способів ідентифікації генів стійкості є схрещування донорів з ізогенними лініями, які мають відомі гени і аналіз гібридів F2 цих схрещувань. На період проведення цих досліджень ми мали в наявності набір ізогенних ліній канадської серії на основі сорту ярої пшениці Thatcher, повну  інформацію щодо ефективності відомих Lr-генів на території України. Тому сортозразки С-9б-15-2, Rilley 67,  Purdue 5396A4-11-4,  Димитровка 5-14, Agrus, Agata були схрещені з ізогенними лініями і проведений гібридологічний аналіз до біотипу 20. Всі рослини F2 в межах всіх гібридних комбінацій були стійкими, розщеплень не спостерігалося. Цього можна було і очікувати, бо в популяціях патогену у 80-х рр. не було вірулентних до генів Lr9, Lr19 i Lr23 клонів. Тому на основі цих даних робити висновок щодо тотожності генів стійкості у сортозразків, що вивчалися і відповідних ізогенних ліній було б помилковим. Із-за відсутності  вірулентних до цих генів клонів патогену з таким же успіхом можна припустити наявність у кожного сортозразка всіх трьох генів, що нереально, виходячи із їх родоводу і даних літератури.

З появою в популяціях патогена клонів, вірулентних до Lr23 (Пантєлєєв, Ньємет, 1993) з’явилась можливість ідентифікувати, принаймні, цей ген. З цією метою ми схрестили їх з ізогенною лінією Lr23 і провели аналіз розщеплення гібридів F2 від цих схрещувань. В межах гібридних комбінацій з Rilley 67, Agrus, Agata спостерігалось розщеплення популяцій гібридів на стійкі та сприйнятливі рослини у співвідношенні 3:1, що свідчить про неідентичність генів кожного із цих сортозразків і гена Lr23, у гібридів з Purdue 5396A4-11-4, С-9б-15-2,   Димитровка 5-14, Purdue 539A4-11-4 і сорту Дариця, що має цей ген, розщеплення не відбувалось, що свідчить про тотожність їх генів з Lr23.

Лабораторії селекції озимої пшениці Донецької обласної с.-г. станції передано 19 донорів, у т.ч. 7 з ідентифікованими генами стійкості і 38 комбінацій гібридів озимої пшениці, в результаті використання яких створено перспективний для селекції на стійкість до головніших хвороб матеріал.
Ізоляцію генів стійкості проводили методом зворотних схрещувань (бекросів), з застосуванням якого пов’язана переважна більшість найбільш вагомих досягнень у галузі створення стійких до хвороб сортів.
При вивченні генетичних основ стійкості до збудника бурої іржі сорту озимої пшениці Кавказ ми ідентифікували наявність у нього домінантного гена LrN (Лесовой, Пантелеев, 1971, 1973, 1973а, 1973б), який згодом був позначений як Lr26. Ізоляцію Lr26 проводили послідовними бекросами спільно з імунологічними доборами на жорсткому інфекційному фоні і доборами за фенотипом рекурентного батька - сорту Миронівська 808 в потомстві F1 кожного бекросу. Материнськими формами для першого бекросу служили гетерозиготні за стійкістю рослини F1 звичайних схрещувань. Для другого і наступних бекросів на штучному інфекційному фоні біотипа 20 раси 77 відбирали гетерозиготні за стійкістю рослини з явно вираженими морфологічними ознаками рекурентного батька. Це дало можливість скоротити кількість бекросів, необхідну для відновлення фенотипу рекурентного батька. Всього було проведено чотири бекроси, а останній - у 1975 р. Такої кількості бекросів спільно із доборами виявилося достатнім для відновлення фенотипу cорту Миронівська 808, бо схрещування проводились у межах одного виду пшениці - Triticum aestivum L. 

Імунологічні властивості гібридів стабілізувались вже в F3ЗC4. Однак аналіз проводили і в наступних поколіннях, бо в F4ЗC4,  F5ЗC4 і навіть в F6ЗC4 ще відмічались відхилення від фенотипу рекурентного батька у вигляді появи окремих рослин з нетиповими для рекурентного сорту морфологічними ознаками. Повної стабілізації було досягнуто в F7ЗC4, де і була відібрана лінія, яка  стала основою ізогенної лінії LrN (Lr26). В подальшому вона була розмножена, а збереження її імунологічної однорідності досягалося шляхом щорічного інцухтування і наступної імунологічної перевірки частини рослин.

Впродовж багатьох років ізогенна лінія LrN постійно використовується в різноманітних дослідженнях лабораторії імунітету рослин Інституту захисту рослин УААН. Зокрема, вона є зручною і незамінною моделлю при вивченні фізіолого-біохімічних основ імунітету пшениці до збудника бурої іржі, вивчення шкодочинності цього збудника. Починаючи із 1980 р. вона постійно використовується для диференціації популяцій патогену за вірулентністю.
З метою ізоляції генів Lr9, Lr19, Lr23 та інших неідентифікованих генів стійкості до P. recondita f. sp. tritici було проведено чотири послідовні бекроси гібридів з участю сортозразків Rilley 67, С-9б-27-4, С-9б-15-2, Agata, Purdue 5396А4-11-4, Димитровка 5-14, Agrus спільно з імунологічними доборами на жорсткому інфекційному фоні і доборами за фенотипом рекурентної батьківської форми – сорту Миронівська 808 в потомстві F1 кожного бекросу.

 Наступним етапом створення ізогенних ліній було виділення гомозиготних за стійкістю ліній в самозапильних поколіннях гібридів за умов суворої ізоляції. Виділення гомозиготних за стійкістю ліній проводили, починаючи з F3ЗС4, де вже  можна було виявити різні типи сімей: стійкі (гомозиготні за стійкістю), сприйнятливі (гомозиготні за сприйнятливістю) і що розщеплюються (гетерозиготні). Повна стабілізація стійкості спостерігалася тільки в F7ЗС4 в усіх гібридних комбінаціях. Подальший імунологічний контроль не виявив її порушення і в наступних самозапильних поколіннях, про що свідчила наявність в них тільки гомозиготних за стійкістю сімей.

Таким чином, стабілізація ознаки стійкості, яка контролюється моногенно або олігогенно,  настає, у більшості випадків, не раніше, ніж у п’ятому самозапильному поколінні. Виключенням була гібридна комбінація за участю донора Purdue 5396А4-11-4, де вже в F4ЗС4 були виявлені тільки гомозиготні за стійкістю сім’ї і в наступних поколіннях інших сімей не було виявлено. Це, певне, свідчить про високий рівень активності фізіолого-біохімічних процесів, що контролює цей ген.

У F8ЗС4 закінчено виділення ізогенних ліній Lr9, Lr19 i Lr23, які, починаючи з 1987 р. використовуються для диференціації популяцій збудника бурої іржі, вивчення ефективності Lr-генів і в інших імунологічних дослідженнях Інституту захисту рослин УААН, а з 2001 р. – в Інституті рослинництва ім. В.Я.Юр'єва УААН.

НАУКОВО-МЕТОДИЧНІ ОСНОВИ СТВОРЕННЯ БАНКУ ГЕНІВ СТІЙКОСТІ ПШЕНИЦІ ДО P. RECONDITA  F. SP. TRITICI 
Успіх селекції рослин на імунітет до хвороб у повній мірі залежить від  наявності у селекціонерів банків генів стійкості, які відповідали б все зростаючим вимогам селекції. Створення такого генофонду - одна з сфер діяльності фітопатологів-імунологів, що працюють в селекційних установах.

Аналіз світової літератури за останні 15-20 років свідчить про відсутність фундаментальних розробок і узагальнень, пов’язаних з формуванням банків генів стійкості пшениці до P. recondita f. sp. tritici. В результаті проведених нами багаторічних досліджень розроблені і оприлюднені теоретичні і методичні основи створення банку генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі, які включають:

- контроль за станом патогенних властивостей популяцій збудника  хвороби і тенденціями  їх зміни у просторі і часі;

- створення банку генів вірулентності патогену;

- вивчення ефективності відомих генів стійкості;

- пошук джерел стійкості з ефективними генами серед рослинних ресурсів різного еколого-географічного походження;

- аналіз генетичних основ стійкості джерел цієї ознаки і ідентифікація генів стійкості; 

- створення імунологічно однорідних ліній джерел стійкості;

          розробка методики і схем ізоляції генів стійкості від джерел з  різною генетичною основою. 

Кожен із цих напрямків оснований на використанні сучасних, у більшості вдосконалених і розроблених нами методик. Зокрема, суттєво вдосконалена методика створення штучних інфекційних фонів збудника бурої іржі пшениці в польових умовах, яка апробована і впродовж тривалого періоду в 70-80-ті рр. використовувалась на селекційних посівах Інституту молекулярної біології і генетики (ІМБіГ) АН УРСР, Українського НДІ землеробства (УНДІЗ) Південного відділення ВАСГНІЛ. Оскільки існуючі класичніі методи гібридизації були непридатними для генетичних досліджень, ми вдосконалили їх, що забезпечувало абсолютну чистоту гібридів і, відповідно, високу достовірність результатів гібридологічного аналізу. Нами вдосконалений класичний метод бекросів, що дає можливість значно скоротити період стабілізації як імунологічних властивостей, так і господарсько-біологічних ознак гібридів. Ми розробили і широко використовували оцінку імунологічних властивостей самозапильних поколінь гібридів методом контрольних сімей, що дало можливість значно скоротити обсяги польових оцінок і скоротити строки досліджень. Прикладом реалізації цих розробок є створення ізогенних ліній пшениці з високоефективними генами стійкості до P. recondita f. sp. tritici.

Теоретичні та методичні аспекти  створення банку генів стійкості до збудника бурої листкової іржі пшениці видані у вигляді методичних рекомендацій, які передані у 2001 р. лабораторії селекції озимої пшениці Донецького інституту агропромислового виробництва УААН і відділу імунітету Інституту рослинництва ім. В.Я.Юр'єва УААН для наукового впровадження в селекційний процес.

Розроблені нами науково-методичні засади створення банку генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі з певними уточненнями можна трансформувати до більшості систем взаємовідносин рослина-живитель - патоген, в першу чергу - до зернових культур з їх патогенами, що прискорить створення генофонду стійкості рослин до хвороб.

ВИСНОВКИ

1. Аналіз світової літератури і одержаного нами експериментального матеріалу щодо теорії вертикальної та горизонтальної стійкості рослин до хвороб і свідчить про те, що горизонтальної стійкості пшениці до збудника бурої іржі у тій інтерпретації, яку вона одержала в роботах Я. Ван дер Планка, в межах активного фізіологічного імунітету не існує, оскількі відсутні докази принципової відмінності між фізіолого-біохімічними механізмами, що детермінуються “великими” та “малими” генами. Тому активний імунітет рослин, інтерпретований Ван дер Планком як горизонтальна стійкість, потребує глибоких генетичних і фізіолого-біохімічних досліджень, розробки методів виявлення та ефективного використання в селекційному процесі, починаючи з ранніх його етапів. Доцільним є збереження терміну “горизонтальна стійкість” відносно категорії пасивного імунітету, природа якого досить добре вивчена, розроблені достовірні методи його виявлення і контролю в селекційному процесі.

2. В популяції Puccinia recondita f. sp. tritici   на території України, вірулентність якої до середини 90-х рр. характеризувалась досить високою стабільністю, починаючи з 1994 р. спостерігається різке зниження кількості ізолятів раси 77 у загальному процентному їх співвідношенні на всіх районованих і перспективних сортах і одночасне наростання кількості рас з низьким рівнем вірулентності (1, 6, 162, 179, 149, 192, 61, 144), що свідчить про загальну тенденцію до зниження рівня вірулентності патогену. Відбувається поступова заміна раси 77 на менш вірулентні раси. Спостерігається також тенденція до зменшення присутності в популяціях патогену вірулентних до Lr26 біотипів 15 і 20 раси 77, які до середини    90-х рр. складали їх основу і збільшення кількості авірулентних до нього біотипів 8, 9 і 14, що свідчить про зниження вірулентності цієї раси.

3. Районування сортів Альбатрос одеський, Донецька 46, Донецька 48, Юна і ін. на деякий час може спричинити певні зміни у співвідношенні біотипів раси 77 з різним рівнем вірулентності, але до кардинальних змін вірулентності у бік її підсилення не призведе. Головною причиною цього є те, що більшість районованих і перспективних сортів сприйнятливі до збудника бурої іржі. Це не сприяє різким еволюційним змінам в популяціях патогену, які змогли б призвести до появи високовірулентних та високоагресивних рас. Тому випробування вихідного та селекційного матеріалу слід проводити до рас 1, 6, 162, 179, 149, 192, 61, 144, домінуючих на даний час біотипів 8, 9 і 14 та біотипів раси 77, загроза яких для нових сортів в перспективі не виключена.

4. Більшість відомих генів стійкості пшениці до P. recondita  f. sp. tritici     (Lr-генів) неефективні відносно  основної частини популяції патогену на території України. Вони, в основному,  не викорис​товувались в селекційній практиці колишнього СРСР, у т.ч. і України, тому не спричиняли спрямованої дії на еволюцію патогену. Ті ж з них, що використовувались, зокрема Lr3, повністю втратили ефективність і не являють собою селекційної цінності.

5. Надійний захист нових сортів пшениці від P. recondita f. sp. tritici на даний час і в найближчі 10-15 років можуть забезпечити гени Lr9 i Lr19 в комплексі з іншими генам. За 25 років досліджень нами  не виявлено в популяціях патогену ізолятів, здатних подолати їх дію. Незважаючи на появу ізолятів, вірулентних до Lr23, цей ген зберігає достатньо високий рівень ефективності. На даний час достатньо ефективними залишаються і гени Lr24 i Lr26. Ефективність останнього різко зростає в зв’язку із зниженням рівня вірулентності раси 77.

6. Спектр вірулентності P. recondita f. sp. tritici і тенденції до її зміни в результаті рекомбінацій при статевому процесі на проміжних рослинах-живителях (видах  Thalictrum spp.) не має істотних якісних відмінностей з тим же на районованих і перспективних сортах озимої пшениці. Як в природних, так і в штучних еціопопуляціях патогена не виявлено генотипів з більш високим рівнем вірулентності, ніж на основному живителі.

7. Спектр генотипів вірулентності в природних еціопопуляціях значно вужчий, ніж в штучних і представлений більшим відсотком ізолятів з високим рівнем вірулентності. В природних і штучних еціопопуляцій відсутні ізоляти патогену, вірулентні до Lr9,  Lr9  і Lr23, авірулентні до Lr3, а переважають авірулентні до Lr26  генотипи. Як в природних, так і в штучних еціопопуляціях на обох видах рутвиці відбулась заміна найбільш вірулентного генотипу р9,р19,р23/р3,р24,р25,р26,р30 на найменш вірулентний р9,р19,р23,р24,р25, р26,р30/р3 патогену.

8. Незважаючи на наявність у домінуючих тривалий період у 80-ті роки біотипів раси 77 (9, 15, 20, 36) 7-8 генів вірулентності, генетичний потенціал їх вірулентності невисокий, оскільки в його спектр не входять ефективні на даний час гени Lr9, Lr19 i Lr23 і подолати їх ефективність шляхом рекомбінацій в результаті статевої гібридизації патоген, як і прогнозувалось нами, не зміг. Свідченням чого є, навпаки,  суттєве зниження вірулентності популяцій  P. recondita f. sp. tritici. У 90-х рр. Таким чином,  на даний час проміжні рослини-живителі - види рутвиці не є джерелами нових вірулентних та агресивних рас збудника бурої іржі пшениці.

9. В результаті вивчення імунологічних властивостей 637 сортозразків озимої і 266 сортозразків ярої пшениці різного еколого-географічного походження відносно збудників бурої іржі, борошнистої роси і частково септоріозу і їх господарсько-біологічних показників виділено понад 50 перспективних донорів стійкості. На їх основі створені імунологічніо однорідні лінії та гібриди, які використані в селекційному процесі.

Кластерний аналіз 162 сортозразків озимої пшениці дав можливість класифікувати їх за трьома досліджуваними параметрами (стійкістю до збудників бурої іржі, борошнистої роси та септоріозу). Внаслідок аналізу виділено два кластери, що включають перспективні за сукупністю всіх досліджуваних параметрів сортозразки як джерела та донори для селекції на групову стійкість пшениці до хвороб.

10. В результаті вивчення генетичних основ стійкості 10 донорів до збудника бурої іржі пшениці встановлено наявність у них високоефективних генів, здатних надійно захистити майбутні сорти від патогену впродовж всього вегетаційного періоду. Розроблена методика ізоляції генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі в бекросових лініях. Встановлені етапи селекційного процесу, на яких можливі добори гомозиготних за стійкістю сімей в самозапильних поколіннях гібридів як при простих, так і більш складніших генетичних основах стійкості. Остаточна стабілізація імунологічних властивостей і фенотипових ознак гібридів настає у F6-F7.

11. На основі розроблених і вдосконалених нами теоретичних і методичних засад вперше сформульовані і оприлюднені у вигляді методичних рекомендацій науково-методичні основи створення банка генів стійкості пшениці до збудника бурої іржі, які включають: контроль за станом патогенних властивостей популяцій збудника  хвороби і тенденціями  їх зміни у просторі і часі, створення  бан​​ку генів вірулентності патогену; вивчення ефективності відомих генів стійкості; пошук джерел стійкості з ефективними генами серед рослинних ресурсів різного еколого-географічного походження; створення імунологічно однорідних ліній джерел стійкості; аналіз генетичних основ стійкості джерел цієї ознаки  ідентифікація генів стійкості; розробка методики ізоляції генів стійкості від джерел з  різною генетичною основою. Їх можна трансформувати з певними уточненнями до будь-якої системи взаємовідносин рослина-живитель - патоген, в першу чергу, до зернових культур з їх патогенами. Результатом їх реалізації є створення на основі сорту Миронівська 808 ізогенних лінії Lr9, Lr19, Lr23, Lr26 та інших високоефективних неідентифікованих генів, які використовуються в імунологічних дослідженнях і рекомендовані як донори стійкості для використання в селекційних програмах.

Впровадження результатів наукових досліджень

1. Лабораторії селекції озимої пшениці Донецької обласної сільськогосподарської дослідної станції (на даний час Донецький інститут агропромислового виробництва УААН) передано:

– виділені нами імунологічно однорідні лінії 34-х сортозразків озимої пшениці, які використані для створення донорів стійкості і залучені до селекційного процесу;

– 19 донорів з ідентифікованими нами генами стійкості до збудника бурої іржі пшениці, які використані в селекційному процесі для створення стійкого до хвороби селекційного матеріалу;

– 38 комбінацій створених нами гібридів озимої пшениці з участю джерел стійкості, в результаті використання яких в лабораторії створено перспективний для селекції на імунітет до головніших хвороб матеріал;

– методичні рекомендації для створення банку генів стійкості пшениці до головніших хвороб.

2. Відділу імунітету рослин Інституту рослинництва ім. В.Я.Юр'єва УААН передані:

– ізогенні лінії Lr9, Lr19, Lr23, Lr26, які використовуються для вивчення вірулентності популяції збудника бурої іржі пшениці;

– методичні рекомендації для створення банків генів стійкості різних культур до головніших хвороб.
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Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук зі спе​ціальності 06.01.11 – фітопатологія. – Національний аграрний універ​си​тет, Київ, 2001.

Вивчено поліморфізм вірулентності популяцій P. recondita f. sp. tritici на районованих і перспективних в Україні сортах озимої пшениці і тенденції у її зміні, зокрема, зниження загального рівня вірулентності патогену. Встановлено, що із 35 вивчених Lr-генів тільки 17,1% у тій або іншій мірі є ефективними до рас і біотипів  P. recondita f. sp. tritici, поширених на території України, і заслуговують на використання в селекційному процесі. Доведено, що останні 20 років реком​бінації вірулентності при статевому процесі на видах Thalictrum spp. не є джерелом нових вірулент​них та агресивних рас збудника бурої іржі пшениці. Вивчено імунологічні властивості 903 сортозразків озимої ярої пшениці головніших хвороб і їх господарсько-біологічні показники. Виділено понад 50 перспективних донорів стійкості, які передані селекційним установам України для використання в селекційному процесі. Вперше в фітопатологічній практиці застосовано кластерний аналіз для класифікації вихідного матеріалу за досліджуваними - стійкістю до хвороб. Вивчено генетичні основи стійкості 10 донорів до P. recondita f. sp. tritici в результаті чого встановлено наявність у них високоефективних генів. Розроблені і оприлюднені науково-методичні основи створення банку генів стій​кості пшениці до збудника бурої іржі. Внаслідок її реалізації створені ізогенні лінії озимої пшениці з генами стійкості Lr9, Lr19, Lr23 i Lr26. Зроблено критичний аналіз теорії вертикальної та горизонтальної стійкості Ван дер Планка і запропоновано нові підходи до ефективного їх використання в селекційному процесі.

Ключові слова: пшениця, P. recondita f. sp. tritici, патоген, вирулентність, раса, біотип, еціопопуляція, стійкість, Lr-ген, бекрос.
 Пантелеев В. К. Иммунологические основы создания устойчивых к Puccinia recondita Rob. et Desm. f. sp. tritici Eriks. сортов пшеницы в Украине. - Рукопись .

Диссертация на соискание учёной степени доктора биологических наук по специальности 06.01.11 – фитопатология. – Национальный аграрный университет, Киев, 2001.

Проведен критический анализ теории Ван дер Планка вертикальной и горизонтальной устойчивости растений к болезням. Основываясь на аналитическом и экспериментальном материале, сделан вывод, что горизонтальной устойчивости пшеницы к возбудителю бурой ржавчины в той интерпретации, которую она получила в работах Ван дер Планка, в пределах активного физиологического иммунитета не существует, так как нет экспериментального подтверждения принципиальных различий физиолого-биохимических механизмов, обусловливающие оба типа устойчивости. Поэтому активный иммунитет, интерпретированный Ван дер Планком как горизонтальная устойчивость необходимо изучать в генетическом, физиолого-биохимическом плане, разрабатывать методы ее выявления и эффективного контроля в гибридных поколениях, начиная с ранних этапов селекции. Устойчивость, обусловленную анатомо-морфологическим и другим подобными им факторами следует относить к категории пассивного иммунитета и соответствующим образом использовать в селекции.

В результате систематических исследований получена исчерпывающая информация о полиморфизме вирулентности популяций P. recondita f. sp. tritici. На 26 районированніх в Украине и перспективніх сортах озимой пшеницы выявлено 22 стандартные и 8 х-рас. Начиная с 1994 г. наблюдается замена расы 77 на менее вирулентные расы 149, 192, 6, 61, 1 и др. и более вирулентных биотипов расы 77 на менее вирулентные, что свидетельствует о снижении общего уровня вирулентности патогена. Районирование сортов озимой пшеницы Альбатрос одеский, Донецкая 46, Донецкая 48 и др. не привело и не приведет к существенным изменениям вирулентности P. recondita f. sp. tritici в сторону её усиления.

В течение 25 лет проведено систематическое изучение эффективности и селекционной ценности генетических систем устойчивости пшеницы к возбудителю бурой ржавчины (Lr-генов). Из 35 Lr-генов только 17,1% в той или иной степени эффективны к расам P. recondita f. sp. tritici, распространенным на территории Украины и заслуживают на использование в селекционном процессе. Наивысшим уровнем эффективности обладают гены Lr9  и Lr19, достаточно высоким - гены Lr23, Lr24  и Lr26. Эффективность последнего постепенно возрастает.

Впервые в Украине и в СНД изучены потенциальные возможности изменчивости P. recondita f. sp. tritici в результате рекомбинаций при половом процессе на видах Thalictrum spp. Несмотря на наличие у доминирующих в 80-е годы биотипов расы 77 15, 20 и 36 7-8 генов вирулентности, генетический потенциал их невысокий, так как в спектр его действия не входят гены Lr9, Lr19 и Lr23 и преодолеть их эффективность этим путем патоген за последние 10 лет не смог и не сможет в недалекой перспективе, о чем свидетельствует замена как в природных, так и в искусственных эциопопуляциях P. recondita f. sp. tritici наиболее вирулентных генотипов на наименее вирулентные, происходящая в 90-е годы. Таким образом, рекомбинации вирулентности патогена, которые происходят при половом процессе в природных условиях хотя и потенциально опасны,  но в данном случае не являются реальной угрозой в плане кардинальных изменений вирулентности                     P. recondita f. sp. tritici  в широких масштабах. 

Изучены иммунологические свойства и хозяйственно-биологические признаки 637 сортообразцов озимой и 266 сортообразцов яровой пшеницы различного эколого-географического происхождения к возбудителям бурой ржавчины, мучнистой росы и септориоза. Выделена группа сортообразцов  которые рекомендованы как доноры устойчивости, отвечающие требованиям селекции и по основным хозяйственно-биологическим показателям и переданы селекционным учреждениям. Впервые в фитопатологической практике применен кластерный метод для классификации исходного материала по исследуемым параметрам (устойчивости к возбудителям бурой ржавчины, мучнистой росы, септориоза).

Проведен гибридологический анализ 10 гибридных комбинаций гибридов F1 F2 и F1 анализирующих скрещиваний с участием десяти источников, имеющих высокий уровень устойчивости к P. recondita f. sp. tritici на всех этапах органогенеза растений. Установлено, что устойчивость Н-56б-17-15 к биотипу 20 расы 77 контролируется одним рецессивным, С-3б-27-4 - не полностью доминантным, С-9б-15-2, Rilley 67 и Agata - одним доминантным геном у каждого, Purdue 5119А-10-20-1 - двумя доминантными эпистатичными,                         Purdue 5396A-4-11-4, Димитровка 5-12, Димитровка 5-14, Agrus - двумя доминантными комплементарными генами у каждого. Путем скрещивания этих доноров с Lr-линиями с известными генами  у С-9б-15-2, и Димитровка 5-14, Purdue 5396A-4-11-4, идентифицирован ген Lr23. Методом бэккроссов и последующих отборов в их самоопыляющихся потомствах проведена изоляция выскоэффективных генов .

Разработаны научно-методические основы создания банка генов устойчивости пшеницы к P. recondita f. sp. tritici, которая включает: контроль за состоянием его патогенных свойств и тенденциями в их изменении, создание банка генов вирулентности патогена, изучение эффективности и селекционной ценности           Lr-генов, поиск источников с эффективными генами, создания на их основе иммунологически однородных линий, изучение генетики устойчивости, методика изоляции генов устойчивости от источников с различной генетической основой этого признака. В результате ее реализации на основе сорта озимой пшеницы Мироновская 808 созданы изогенные линии с генами Lr9, Lr19, Lr23 и Lr26 и другими эффективными неидентифицированными генами.

Ключевые слова: пшеница, P. recondita f. sp. tritici, патоген, вирулентность, раса, биотип, эциопопуляция, устойчивость, Lr-ген, бэккросс.

Panteleew V. K. The immunological bases of selection to Puccinia recondita Rob. et Desm. f. sp. tritici Eriks. of resistance wheat varieties in Ukraina. - Manuscript.
The thesis is presented to complete for the degree of doctor of biological sciences, speciality 06.01.11 – phytopathology. – National Agrarian University,  Kyiv, 2001.

Made the analysis of theory of vertical and horizontal resistance Van der Planc fnd propose new approach to effective use of horizontal resistance.

A study the virulence of populations of P. recondita f. sp. tritici in the Eastern part of Forest-Steppe Zone of Ukraine and tendency of lowering its level. Only 17,1%  Lr-genes effective against races and biotypes of pathogen, spread on territory of Ukraine and deserve use in selection process.

In last 20 years the recombination of virulence by sexual process on Thalictrum spp. not is the source  of  new virulence and aggressive races of P. recondita f. sp. tritici. A study immunological characteristics 903 of winter and spring wheat varieties and their economy-biological significance’s. A selected 51 prospective of donor’s of resistance for use in the selection process.

For the first time in phytopathological practice use cluster method for classification of initial material on resistance tj disease. 

A study the genetic of resistance  to P. recondita f. sp. tritici 10 donor’s and identified high-effective of resistant genes. Working out up the science-methodical base of bank of resistant genes of wheat to leaf rust and creation the isogenic lines of winter wheat with Lr9, Lr19, Lr23 and Lr26 genes.
Key words: wheat, P. recondita f. sp. tritici, pathogen, virulence, race, biotyp, eciopopulation, resistance, Lr-gene, backross.

______________________________________________________________

Підписано додруку 15.05.2002 р. Формат 60х84/16. Ум. друк. арк. 1,8

обл.-вид. арк. 1,8. Тираж 100. Замовлення № 66

______________________________________________________________

Дільниця оперативного друку ХНАУ ім. В.В.Докучаєва

62483, Харківська обл., п/в "Комуніст-1", 

учбове містечко ХНАУ, 99-77-80

Для заказа доставки диссертации сделайте запрос через форму обратной связи по ссылке:  http://mydisser.com/ru/contact.html
[image: image1.wmf]2

y

[image: image2.png]


[image: image3.jpg]10 pm




[image: image4.wmf]r

[image: image5.png]


[image: image6.emf] 

[image: image7.wmf]d

[image: image8.png]


[image: image9.emf]0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

0,08 0,09 21,04 42,1363,2484,33105,2126,4147,7 168,6189,3209,5218,4

Скорость сдвига D, с-1

Вязкость 



эф

, Па с

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Напряжение сдвига 



, Па

Вязкость 1

Вязкость 2

Вязкость 3

Напряжение сдвига 1

Напряжение сдвига 2

Напряжение сдвига 3

[image: image10.png]


[image: image11.png]430

IS
=)
3

CMELIEHHUST, MM
w
&
3

w
=3
3

250

200

0 1

2

3 4

PaccToAHHe TI0 NIy GHHE MOYBbI BRIPaGOTKH, M

=4—Fe¢3 aHKepOBAHHA
== AHKepa 1.5M

~S-Amnkepa 1.8M
- Aprepa 1.2M




[image: image12.png]


[image: image13.png]


[image: image14.emf][image: image15.png]




