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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Серед чинників, які не дають змоги реалізувати генетично детермінований потенціал продуктивності озимої пшениці, не останнє місце займають хвороби. Пшеницю уражують понад 100 хвороб, із них половину становлять грибні захворювання, понад третину – вірусні і по 10% – бактеріальні та нематодні (Wiese et al., 2000). 

Освоєння інтенсивних технологій, яке призвело до порушення екологічної рівноваги в агроценозах, спричинило виникнення вогнищ та наростання поширення тих хвороб пшениці, які раніше не мали особливого значення. Це хвороби кореневої системи, прикореневої частини стебла, фузаріоз колоса та септоріози, збудники яких у своєму циклі мають некротрофну фазу. Це є наслідком нагромадження інфекції на фоні зниження супресивності ґрунту за рахунок збіднення ґрунтової мікробіоти.

В Україні перші повідомлення про церкоспорельоз та офіобольоз появилися у 60 – 70-х роках минулого століття (Джумабаев, 1963, Морщацкий, 1977). Але проблеми, які відразу ж виникли при діагностиці даних хвороб, значною мірою загальмували розвиток досліджень з розробки ефективних заходів захисту. Вирішення цих питань ускладнювалося ще й тим, що під загальною назвою „кореневі гнилі”* крім церкоспорельозу (збудники Helgardia herpotrichoides (Fron) Crous & W. Gams і H. acuformis (Nirenberg) Crous & W. Gams, сумчасті стадії, відповідно, Oculimacula yallundae (Wallwork & Sponer) Crous & W. Gams та O.acuformis (Boerema, R.Pieters & Hamers) Crous & W. Gams) та офіобольозу (збудник Gaeumannomyces graminis (Sacc.) von Arx & Olivier var. tritici Walker, конідіальна стадія Phialophora Medlar), розглядалося ще чотири хвороби: побуріння основи стебла, або фузаріоз (збудники гриби роду Fusarium Link, сумчасті стадії переважно Nectria Fries та Giberella Sacc), фузаріозна коренева гниль (збудники ті ж самі), звичайна, або гельмінтоспоріозна, коренева гниль (збудник Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (синонім Helminthosporium sativum Pammel, King & Bakke), сумчаста стадія Cochliobolus sativus (Ito & Kuribayashi) Drechs. ex Dastur) та ризоктоніоз (збудник Rhizoctonia cerealis Van der Hoeven, базидіальна стадія Ceratobasidium cereale D.Murray & L.L.Burpee). 

Усі шість хвороб мають подібні симптоми, тому розрізнити їх візуально майже неможливо. Церкоспорельоз і офіобольоз найшкідливіші, тому потребують спеціальних заходів захисту. Збудники саме цих хвороб, закупорюючи провідні тканини рослин пшениці, обмежують надходження до надземних органів мінеральних речовин та води, що суттєво зменшує масу зерна і призводить до „пустоколосиці” та „чорноколосиці”. 

Про фузаріоз та септоріоз колоса в Україні стало відомо в 50-х (Тостановська, Ратманська, 1951, Билай, 1955) та 70-х (Коваленко, 1975) роках. Внаслідок ураження цими хворобами зерно стає щуплим. Проте візуально відрізнити одну хворобу від іншої неможливо. Щоб виявити ураження фузаріозом 

* У зв'язку з тим, що термін „кореневі гнилі” включає щонайменше шість хвороб в подальшому у нашій роботі ця назва виділяється лапками.

(збудники гриби роду Fusarium) чи септоріозом (Stagonospora nodorum (Berk.) Castellani & E.G.Germano, сумчаста стадія Phaeosphaeria nodorum (E. Mыller) Hedjaroude) необхідно створити спеціальні умови, пророщуючи зерно у вологій камері або на поживному середовищі. 

Виявлення збудників хвороб кореневої системи і прикореневої частини стебла озимої пшениці також проводять у вологій камері чи на поживному середовищі. Проте за звичайних умов (температура +20 – +250С) краще ростуть гриби роду Fusarium та C. sativus (B. sorokiniana), збудники ж церкоспорельозу, ризоктоніозу та офіобольозу відзначаються низькою конкурентоспроможністю і потребують спеціальних умов культивування. 

Через відсутність протягом тривалого часу ефективних методів діагностики хвороб, які уражують кореневу систему, прикореневу частину стебла та насіння (зерно) озимої пшениці, дані щодо їх поширення в Україні фрагментарні. І хоча виділяються зони поширення „кореневих гнилей” від зони можливих епіфітотій до зони постійних епіфітотій (Новохатка и др., 1990), необхідні конкретніші відомості про окремі хвороби кореневої системи, а саме: про церкоспорельоз, офіобольоз, фузаріозні кореневу та прикореневу гнилі, звичайну (гельмінтоспоріозну) кореневу гниль та ризоктоніоз. 

Експериментальних робіт із вивчення септоріозу колоса немає, а встановлення паразитизму P. nodorum (S.nodorum) проводиться на основі наявності його на листі пшениці, а не на зерні (Дяк, 1990, Коломієць, 1997, Горбачова, 2004). Крім того, подібне за симптомами ураження листя пшениці іншою хворобою – септоріозом листя (збудник Septoria tritici Roberge in Desmaz. (сумчаста стадія Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. Schrot. in Cohn) призвело до того, що ці хвороби часто не розрізняють або розглядають як одну. 

Оскільки через вищезгадані причини в Україні дослідження із збудниками означених хвороб озимої пшениці були не результативними, гальмувалося створення захисних систем проти них. Не результативним виявився хімічний метод, зокрема передпосівне протруювання насіння фунгіцидами. 

Тому гостро постало питання діагностики „кореневих гнилей” та хвороб насіння, що і визначило тему наших досліджень. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. В основу роботи покладено результати, одержані автором при виконанні розділів планів наукових досліджень за бюджетними темами Інституту захисту рослин УААН „Разработать зональные экологически безопасные технологии защиты зерновых культур”, № державної реєстрації 01.9.10.039618 (1991 – 1995 рр.), „Розробити зональні системи інтегрованого захисту рослин від шкідливих організмів, що забезпечують оптимізацію фітосанітарного стану агроценозів і зниження втрат врожаю”, № державної реєстрації 0197U012341 (1996 – 2000 рр.) та Інституту фізіології рослин і генетики НАНУ „Створення регуляторів росту та дослідження фізіологічних  основ  їх  застосування  для  підвищення  продуктивності  рослин”, 

№ державної реєстрації 0199U000386 (1997 – 2001 рр.), „Створення комплексних препаратів на основі регуляторів росту для підвищення продуктивності сільськогосподарських культур та їх стійкості до фітопатогенів”, № державної реєстрації 0102U000283 (2001 – 2006 рр.) та „Вивчення ефективності мутагенних факторів  в  селекції  на  ранньостиглість  озимої  пшениці  та  кукурудзи”,          № державної реєстрації 0101U0098220 (2004 – 2006 рр.). 

Мета і завдання досліджень. Метою даної роботи було розробити та удосконалити методи діагностики хвороб кореневої системи, прикореневої частини стебла та колоса озимої пшениці, вивчити їх збудників та захисні реакції у проростках рослин під впливом зараження. Для вирішення цих питань було поставлено такі завдання:

1. Удосконалити методи візуальної та мікроскопічної діагностики хвороб кореневої системи, прикореневої частини стебла та колоса озимої пшениці.

2. Удосконалити методи виділення збудників у чисту культуру.

3. Визначити видовий склад збудників хвороб.

4. Створити колекцію штамів збудників хвороб.

5. Розробити ефективні методи створення штучних інфекційних фонів.

6. Дослідити патогенні властивості збудників хвороб та реакції стійкості у рослинах озимої пшениці при зараженні некротрофними грибними патогенами.

Об'єкти досліджень. Пшениця (Triticum aestivum L.), збудники хвороб кореневої системи (Fusarium spp., C.sativus, G. graminis var tritici), прикореневої частини стебла (O.yallundae, O.acuformis, R.cerealis, Fusarium spp.), колоса (Fusarium spp., P.nodorum) і листя (P.nodorum, M.graminicola) пшениці. 

Предмет досліджень. Діагностичні ознаки хвороб коренів, прикореневої частини стебла та колоса (зерна) озимої пшениці, шкідливість хвороб, методи ізоляції збудників та створення штучних фонів, фізіологічні реакції взаємодії рослин озимої пшениці з некротрофними грибними патогенами. 

Методи досліджень. Лабораторні: мікологічні – виділення збудників хвороб у чисту культуру; таксономічні - ідентифікація видів збудників хвороб; фітопатологічні – визначення  розвитку та поширення хвороб; фізіолого-біохімічні – виявлення зміни складу ізоформ пероксидази, саліцилової кислоти і етилену в рослинах пшениці під впливом зараження; польові – маршрутні обстеження посівів озимої пшениці на ураженість хворобами, дослідження шкідливості хвороб; математично-статистичні – оцінка достовірності одержаних результатів. 

Наукова новизна. Вперше в Україні для діагностики хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці (офіобольозу, церкоспорельозу, ризоктоніозу, фузаріозної кореневої гнилі, звичайної (гельмінтоспоріозної) кореневої гнилі та побуріння основи стебла (фузаріозу)) розроблено оригінальний визначник у вигляді двох дихотомічних ключів, які дають змогу візуально з високою точністю ідентифікувати захворювання. 

На основі методу прямої мікроскопії для ранньої (до появи симптомів) діагностики прикореневих гнилей (церкоспорельозу, ризоктоніозу та побуріння основи стебла (фузаріозу)) розроблено ефективний метод, суть якого полягає в тому, що в уражених тканинах колеоптиля та піхв перших справжніх листків виявляють характерні розгалуження міцелію збудників окремих хвороб та утворень із нього, за якими ідентифікують захворювання. 

Аналогічний метод розроблено і для діагностики хвороб кореневої системи (офіобольозу, звичайної (гельмінтоспоріозної) та фузаріозної кореневих гнилей).

Удосконалено метод виявлення та ідентифікації збудників церкоспорельозу озимої пшениці – грибів O. yallundae та O. acuformis. Використання даного методу дозволило дослідити популяції збудника за видовим складом. 

На основі результатів проведених досліджень запропоновано ефективні методи діагностики офіобольозу, ризоктоніозу, фузаріозу та септоріозу колоса, а також ізоляції та ідентифікації збудників цих хвороб, що сприяло вивченню структури їхніх популяцій. 

У результаті дослідження патогенності збудників встановлено, що кореневу систему та прикореневу частину стебла озимої пшениці часто заселяють непатогенні штами Fusarium spp., яким властивий некротрофний спосіб життя і які поселяються на уже відмерлих тканинах коренів та прикореневої частини стебла пшениці як вторинні колонізатори. 

Показано, що у різних системах – озима пшениця – некротрофний грибний патоген – фізіологічні реакції стійкості мають свою специфіку. Тому замість єдиної модельної системи для дослідження фізіологічних реакції при взаємодії рослина – патоген розроблено ефективну уніфіковану методику, за допомогою якої можна штучно створювати різні патосистеми і досліджувати взаємодію у кожній із них. 

В результаті таких досліджень з'ясовано шляхи формування продуктів захисних реакцій (механічних структур – папіл) при ураженні проростків озимої пшениці O. yallundae, а також роль регуляторних молекул (саліцилової кислоти, етилену) у рослинах пшениці при ураженні O. yallundae,F. graminearum, C.sativus, G. graminis var. tritici. 

Практичне значення роботи. Розроблена система діагностики хвороб кореневої системи, прикореневої частини стебла та колоса озимої пшениці з використанням візуального, мікроскопічного аналізу, а також біологічних методів виділення збудників у чисту культуру та створення штучних інфекційних фонів дозволяє проводити оцінку стійкості сортів озимої пшениці проти тих хвороб, селекція на стійкість проти яких раніше не проводилася (офіобольоз, ризоктоніоз), а також досліджувати біологічну ефективність хімічних засобів захисту проти них. Так, застосування даної розробки дало змогу визначити біологічну ефективність проти офіобольозу протруйника Дітокс (в рамках Договору №29/2003 з ТОВ „Агробізнеспром”). Це перший протруйник, включений до Державного реєстру України, який використовується проти цієї хвороби. 

Розроблену методику створення штучних патосистем (озима пшениця –некротрофний грибний патоген) використано для дослідження захисних реакцій рослин пшениці при формуванні стійкості проти хвороб. Зокрема, в результаті таких досліджень показано можливість використання морфологічних ознак (папіл) як маркерів стійкості пшениці проти церкоспорельозу на початкових етапах патогенезу.

Особистий внесок здобувача. Дисертантом особисто здійснено інформаційний пошук та аналіз літературних даних, розроблено робочі гіпотези, обґрунтовано методологію постановки дослідів, виконано експериментальні дослідження, проведено інтерпретацію та узагальнення експериментальних даних, підготовлено друковані праці.

Результати досліджень видового складу збудників хвороб одержано безпосередньо автором за консультативної допомоги доктора Джефрі Бейтмана (Ротамстедська дослідна станція, Велика Британія) та Ханни Квашни (Аграрний університет, м. Познань, Польща). Фізіологічні дослідження виконано спільно з доктором біологічних наук Б.О.Курчієм та кандидатом біологічних наук Г.О.Гладун (Інститут фізіології рослин та генетики НАН України). Результати досліджень представлено у спільних публікаціях, авторство здобувача в яких становить 40 – 50%. 

Апробація результатів роботи. Основні наукові результати були представлені на Науковій конференції до 50-річчя відділу захисту рослин Інституту землеробства УААН „Стан та перспективи використання агротехнічного методу в системах інтегрованого захисту рослин від шкідників і хвороб” (Київ, Чабани, 1994); науково-практичній конференції молодих вчених і спеціалістів, присвяченій 50-річчю Інституту захисту рослин УААН „Проблеми захисту рослин від шкідливих організмів в сучасних економічних та екологічних умовах” (Київ, 1996); міжнародній конференції „Pest & Disease 2000” (Велика Британія, Брайтон, 2000); VI та VII Європейських семінарах по грибах Fusarium (Німеччина, Берлін, 2000 і Польща, Познань, 2002); міжнародній науково - практичній конференції „Нові технології отримання та використання біологічно активних речовин” (Алушта, 2002); V Європейському симпозіумі „Біотехнологія мікроводоростей” (Німеччина, Берлін, 2003); V симпозіумі Україна – Австрія „Сільське господарство: наука і практика” (Київ, 2004); II Міжнародній конференції „Онтогенез рослин у природному та трансформованому середовищі. Фізіолого-біохімічні та екологічні аспекти” (Львів, 2004); V Міжнародному Ботанічному конгресі (Австрія, Відень, 2005); IV міжнародній конференції „Регуляція росту, розвитку і продуктивності рослин” (Білорусь, Мінськ, 2005), ХІІ з'їзді Українського ботанічного товариства (Одеса, 2006), ІХ Українському біохімічному з'їзді (Харків, 2006).

Публікації. Результати досліджень представлено у 43 друкованих роботах, що включають монографію у співавторстві, 27 статей у профільних вітчизняних та зарубіжних виданнях, один патент на винаходи у співавторстві і 14 публікацій з матеріалами і тезами доповідей у збірках вітчизняних і закордонних з'їздів та конференцій.

Структура та обсяг роботи. Дисертаційна робота викладена на 340 сторінках комп'ютерного тексту й складається із вступу, 9 розділів, узагальнення, висновків, рекомендацій виробництву, списку використаної літератури (561 джерело) і 3 додатків. Робота містить 34 рисунки та 67 таблиць.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

В огляді літератури проаналізовано та узагальнено інформацію про хвороби кореневої системи, прикореневої частини стебла та колоса озимої пшениці. Висвітлено історію вивчення окремих хвороб, питання їх поширення у світі, шкідливості, відомості про збудників та їхні біологічні властивості.

Дано оцінку стану вивченості даних хвороб як в Україні і країнах близького зарубіжжя, так і у світі в цілому.

Наведено інформацію щодо рекомендованих заходів захисту озимої пшениці від даних хвороб.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ  ДОСЛІДЖЕНЬ

Зразки рослин та зерна озимої пшениці для фітопатологічних аналізів відбирали протягом 1992 – 2005 років на полях господарств, розташованих у різних ґрунтово-кліматичних  зонах України: Лісостепу (НДГ „Великоснітинське” Національного аграрного університету, „Чабани” Інституту землеробства УААН та Миронівського інституту пшениці УААН, Васильківська, Перемишлянська, Миргородська державні сортовипробувальні станції); Полісся (КСП „Фастівське”, „Баришівське”, науково-дослідне господарство „Глеваха” НАНУ, Летичівська та Черняхівська державні сортовипробувальні станції) та Степу (науково-дослідне господарство Селекційно-генетичного інституту УААН, Миколаївська і Запорізька ДСГДС).

Зразки рослин для вивчення шкідливості хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла було відібрано на полях КСП „Баришівське” (1997 – 1998 рр.) та НДГ „Великоснітинське” (1999 – 2000 рр.).

Визначення хвороб коренів та прикореневої частини стебла проводили на основі діагностичних ознак, описаних у літературі (Коршунова и др.,1976, Пересыпкин, 1979, Хацкевич, Пономарева, 1982, Хохряков и др., 1984, Goulds & Polley, 1990). 

У результаті аналізу існуючих у літературі описів хвороб та з урахуванням результатів власних спостережень, для візуальної діагностики було розроблено власний оригінальний визначник хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла пшениці (Крючкова, 1999), який використовувався нами в подальших дослідженнях.

Виділення збудників хвороб кореневої системи, прикореневої частини стебла і колоса у чисту культуру та дослідження їх властивостей здійснювали за допомогою розроблених нами оригінальних методів, а також модифікованих нами загальноприйнятих методів мікологічних і фітопатологічних досліджень (Билай, Элланская, 1982, Хохряков и др., 1984) та специфічних методів дослідження окремих патогенів – грибів роду Fusarium (Nelson et al., 1983, Burgess & Liddell, 1983, Windels, 1994), Oculimacula (Bateman, 1988, Creighton & Bateman,1991), G. graminis (Зражевская, 1980, Wetzel et al.,1996, Datnoff et al., 1997), R. cerealis (Neat, 1985, Tredway & Burpee, 2001). 

Дослідження фузаріозу зерна і колоса проводили згідно з методичними рекомендаціями (Шевелуха и др., 1988), септоріоз колоса діагностували за допомогою методу Кітрайбер (Kietreiber, 1961) з внесеними нами модифікаціями.

Фізіологічні реакції стійкості у рослинах озимої пшениці досліджували на різних за стійкістю проти фузаріозу сортах, а також стимулювали їхню активність за допомогою біологічно активних речовин, що входять до складу двох регуляторів росту: Kerry Enhancer 50 (КЕ), створеного на основі морської водорості Ascophillum nodosum (50%-й екстракт) ірландською фірмою Kerry Algae Ltd та концентрату ПТМБ, одержаного на Андрушівському спиртовому заводі (Україна) шляхом термофільного метанового бродіння післядріжджової мелясної барди. 

Зміну вмісту саліцилової кислоти та етилену в процесі формування стійкості під впливом зараження визначали відповідно за допомогою методів рідинної (O’Donnel et al., 2003) та газової хроматографії (Kepczynski et al.,1992), появу нових ізоформ пероксидази – у фракції розчинного білка за допомогою електрофоретичного розподілу в 10%-у ПААГ з подальшою візуалізацією ізоферментів інкубацією гелів у суміші солянокислого бензидину та пероксиду водню (Сафонов, Сафонова, 1971).

Експериментально одержані дані обробляли за допомогою методів статистичного аналізу (Доспехов,1985) з використанням комп'ютерних програм Exel, Statgraphics, Costat.

ДІАГНОСТИКА ХВОРОБ КОРЕНЕВОЇ СИСТЕМИ ТА ПРИКОРЕНЕВОЇ ЧАСТИНИ СТЕБЛА ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ

Візуальна діагностика хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла. Розробка ефективних заходів захисту рослин від хвороб потребує надійних методів їх діагностики. Боротьба з хворобами кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці ускладнена, оскільки вони часто не діагностуються. Збудники цих хвороб є некротрофами, тому найбільш поширеними симптомами, які вони спричинюють, є некрози. Процес природного старіння також подібний до того, що відбувається при ураженні цими хворобами. Оскільки розвиток хвороб прив’язаний до ґрунту, а ґрунт як середовище, де відбувається патогенез, має ряд особливостей, звичайним явищем є ураження однієї рослини різними збудниками, а, отже, і різними хворобами, що також ускладнює діагностику.

Особливо актуальна візуальна діагностика тоді, коли необхідно знайти засоби захисту від таких небезпечних хвороб як офіобольоз і церкоспорельоз. В Україні ці хвороби появилися ще у 60-70-і роки минулого століття, але проблеми, які виникли при діагностиці, значною мірою загальмували їхнє дослідження. Більше уваги приділялося фузаріозній та звичайній (гельмінтоспоріозній) кореневим гнилям. Це пов'язано з тим, що при намаганні виділити збудників офіобольозу та церкоспорельозу в чисту культуру, виділялися гриби роду Fusarium та C. sativus (B. sorokiniana). Створювалося неправдиве враження про значне поширення та високу шкідливість фузаріозно-гельмінтоспоріозного типу ураження. Офіобольоз і церкоспорельоз залишалися поза увагою.

Тому питання удосконалення методу візуальної діагностики таких важливих хвороб озимої пшениці як офіобольоз та церкоспорельоз надзвичайно актуальне. Вирішення його дозволило б відрізняти ураження цими хворобами від фузаріозного та гельмінтоспоріозного і сприяло б належному дослідженню цих хвороб. Також дуже важлива ідентифікація ризоктоніозу озимої пшениці, який, за нашими даними і даними інших дослідників (Новохатка и др., 1990), значно поширений в Україні, але його часто плутають з церкоспорельозом. 

Аналіз існуючих в літературі описів хвороб коренів та прикореневої частини стебла (Коршунова и др., 1976, Морщацкий,1977, Зражевська, Парфенюк, 1979, Хацкевич, Пономарева, 1982, Хохряков и др., 1984, Підоплічко, 1986, Goulds & Polley, 1990), а також дані власних спостережень дозволили нам розробити і запропонувати для візуальної діагностики цих хвороб оригінальний визначник у вигляді двох дихотомічних ключів, за допомогою якого можна ідентифікувати захворювання у фазах сходів-кущіння та повної стиглості. За основу взято характерні прояви хвороб у цих фазах. Зокрема, у фазах сходів – кущіння це чітко виражений центр плями („зіниця”) при церкоспорельозі, „дірчастий” вигляд плями при ризоктоніозі та почорніння кореневої системи при офіобольозі. У фазі повної стиглості це „водяні знаки”, які оточують плями при ризоктоніозі, плями із розмитою облямівкою при церкоспорельозі та почорніння кореневої системи при офіобольозі.  

Ключі для діагностики складено за системою, згідно з якою за наявністю ураження (пункт 1) ознаки хвороби порівнюють із змістом пункту 2, і, якщо зміст пункту не суперечить ознакам хвороби, слід переходити до пункту, номер якого зазначено в кінці рядка. І так до тих пір, поки хворобу не буде визначено.

Якщо ж зміст пункту не відповідає ознакам хвороби, переходять до наступного пункту – антитези і так далі до визначення хвороби. 

Ключ 1

для діагностики „кореневої гнилі” озимої пшениці у фазах 

сходів – кущіння

1. Корені, колеоптиль або піхви листків без симптомів ураження __________7

1. Корені або листки уражено ________________________________________2

2. Ураження листкових піхв у вигляді штрихів, плям, корені не уражено ____3

2. Корені уражено __________________________________________________5

3. На колеоптилі або листкових піхвах медово - коричневі плями у формі "очка" _______________________________________________________________4

3. На листкових піхвах бурі штрихи, побуріння інтенсивніше від країв, пізніше вся тканина набуває світло-коричневого або сірого забарвлення _____________________________________ побуріння основи стебла (фузаріоз).

4. Медово-коричневі плями з розмитою облямівкою.  Характерною  ознакою  є "зіниця" в центрі плями або під нею ________________________церкоспорельоз. 

4. Плями з виразною червоно-коричневою облямівкою. Середина плями світліша, ніж при ураженні церкоспорельозом, але найчастіше має характерний "дірчастий" вигляд__________________________________________ ризоктоніоз.

5. Основним симптомом ураження коренів  є почорніння  кореневої системи ___________________________________________________________ офіобольоз.

5. Поверхню коренів уражено у вигляді некрозів, бурі штрихи спостерігаються і на колеоптилі________________________________________________________6

6. Загальне побуріння коренів, під мікроскопом світло-бурі гіфи безладно розкидані, місцями спостерігаються  поодинокі (або пучками) конідії збудника _____________________________звичайна коренева гниль (гельмінтоспоріоз).

6. Некрози на колеоптилі та коренях, але під мікроскопом, без спеціальної обробки *, гіф гриба не видно___________________фузаріозна коренева гниль.

7. Під мікроскопом, після спеціальної обробки*, гіфи у листковій піхві відсутні ________________________________________________рослина здорова.

7. Під мікроскопом, після спеціальної обробки*, у листковій піхві помітно гіфи гриба ____________________________________________рослина уражена** 

Ключ  2

для діагностики „кореневої гнилі” озимої пшениці у фазі повної стиглості

1.Прикоренева частина стебла, корені, підземне міжвузля, вузол кущіння без симптомів ураження _____________________________________ рослина здорова

1.Прикореневу частину стебла або корені, підземне міжвузля, вузол кущіння уражено______________________________________________________________2

2.Ураження прикореневої частини стебла у вигляді плям, перетяжок, корені здорові______________________________________________________________ 3

2.Уражено корені або підземне міжвузля _______________________________5

3.Плями у формі "очка" _____________________________________________ 4

3.Ураження у вигляді коричневих продовгуватих плям без вираженої середини. Можлива зміна забарвлення стебла, внаслідок чого воно набуває різних відтінків брунатного, коричневого, сірого. На поверхні плям іноді спостерігаються помаранчеві або рожеві подушечки (спородохії збудника Fusarium spp.) _________________________ побуріння основи стебла (фузаріоз) 

4.Плями медово-коричневі із розмитою облямівкою. Протягом вегетації можуть змінювати забарвлення (від медово-коричневого до помаранчевого) і форму, але нагадують "очко". Найчастіше уражено нижнє міжвузля, але трапляються симптоми і на другому та третьому. В кінці вегетації на плямах появляється темно-сірий наліт, який, проте, не слід плутати з чорним глянцевим при ураженні офіобольозом (див.п.5). При сильному ураженні порожнина соломини заповнена сірою грибницею. Супроводжується ламанням стебел і виляганням посівів ______________________________________церкоспорельоз. 

4.Плями з тонкою червоно-коричневою облямівкою. На піхвах листків відмічають наявність "водяних знаків", які є важливою діагностичною ознакою. Протягом вегетації забарвлення плям змінюється від червоно-коричневого до солом’яного. Симптоми відмічаються на всіх міжвузлях, аж до четвертого. По

* Шматочки листкових піхв та корені обробляють фіксатором (суміш 96%-го етанолу, хлороформу і трихлороцтової кислоти [74:25:1]) протягом 1-2 год, потім поміщають у барвник (0,3%-й розчин діамантового синього у метанолі) на 5 хв, промивають водою і розглядають під мікроскопом (х150, х350 і х 70)

** Ідентифікацію захворювання проводять за допомогою методу прямої мікроскопії (див. далі).

центру плям формуються темно-коричневі подушечки гриба, які легко стираються. При сильному ураженні порожнина соломини заповнена попелясто-білим міцелієм гриба. Може спричинити вилягання посівів, але рідше ніж церкоспорельоз_____________________________________________ризоктоніоз.

5.Ураження кореневої системи у вигляді почорніння. Частина коренів відмерла. При сильному ураженні на прикореневій частині стебла чорний глянцевий наліт _____________________________________________ офіобольоз. 

5.Ураження у вигляді штрихів на підземному міжвузлі. За сильного розвитку хвороби спостерігається їхнє суцільне потемніння ________________звичайна (гельмінтоспоріозна) або фузаріозна кореневі гнилі *.

Наведені ключі з описами хвороб дозволяють без особливих зусиль з достатньою точністю діагностувати той чи інший тип захворювання кореневої системи та прикореневої частини стебла у кожному конкретному випадку.

Рання діагностика хвороб прикореневої частини стебла і коренів. Прикоренева частина стебла озимої пшениці уражується церкоспорельозом, ризоктоніозом та побурінням основи стебла (фузаріозом). Найбільш небезпечною хворобою є церкоспорельоз, проти якої застосовується хімічний метод (ранньовесняна обробка посівів фунгіцидами). Відомо, що лише своєчасною обробкою фунгіцидами в цей період можна досягти ефективного захисту проти хвороби. Збудники церкоспорельозу уражують пшеницю у фазах сходи –кущіння, процес ураження відбувається в напрямі від піхви верхнього листа всередину до стебла досить повільно. Видимі симптоми проявляються пізно, тому забезпечити своєчасність проведення обробок проблематично. 

Пошук методів виявлення захворювання ще до появи симптомів проводиться в усьому світі, рекомендуються серологічні методи виявлення збудника (Casper & Mendgen , 1979, Nachmias et al., 1979, Unger et al., 1986, Bolik et al., 1987, Unger & Wolf, 1988, Smith et al., 1994) та молекулярні на основі аналізу ДНК (Nicholson et al., 1996, Nicholson & Parry, 1996, Nicholson & Turner, 2000).

Для діагностики прикореневих гнилей озимої пшениці нами було запропоновано мікроскопічний метод, який дозволяє виявити збудників у рослинах озимої пшениці на ранніх стадіях патогенезу за відсутності видимих симптомів ураження.

Важлива перевага цього методу порівняно з іншими полягає в тому, що таким чином можна спостерігати за локалізацією збудника у тканинах рослин. Для виявлення збудників церкоспорельозу, ризоктоніозу та побуріння основи стебла (фузаріозу) шматочки піхв першого і другого справжніх листків та колеоптилі озимої пшениці ми обробляли  фіксатором (використовували суміш 96%-го етанолу, хлороформу і трихлороцтової кислоти  [74:25:1]) протягом 1-2 год, потім поміщали у барвник (0,3% розчин діамантового синього у метанолі) на 5 хв, промивали водою і розглядали під мікроскопом (х350) (рис.1). 

* Щоб відрізнити ці два захворювання проводять біологічний аналіз уражених тканин, оскільки збудники цих хвороб, відповідно C. sativus (B. sorokiniana) та гриби роду Fusarium, легко виділяються у чисту культуру. 
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Рис. 1. Діагностичні ознаки прикореневих гнилей озимої пшениці при мікроскопічному аналізі (х350). А – гіфи Rhizoctonia cerealis в листкових піхвах пшениці; Б – „інфекційні подушечки”, з'єднані гіфами Oculimacula yallundae; В – характер розгалуження гіф Fusarium culmorum.

Встановлено, що залежно від збудника хвороби вигляд гіф, їхнє розгалуження та товщина суттєво різняться. При ураженні ризоктоніозом (А) надзвичайно товсті гіфи гриба, ширина яких досягає 8,0 мм, обплітають густим мереживом зону ураження. Ураження церкоспорельозом (Б) має вигляд „інфекційних подушечок”, розкиданих на поверхні листкової пластинки, від яких в усі напрями тягнуться гіфи або їх пучки, формуючи нові інфекційні подушечки. Ширина гіф збудника церкоспорельозу становить 2,5-3,5 мм. Гриби роду Fusarium (В) формують у кожній ураженій клітині з однієї точки росту пучки гіф, які поширюються на сусідні клітини. Ширина гіф становить 3,0-6,0 мм. 

Застосування запропонованого методу для діагностики хвороб прикореневої частини стебла пшениці дозволяє в ранньовесняний період виявити й ідентифікувати хвороби та розробити прогноз щодо доцільності проведення обробок посівів фунгіцидами. 

Аналогічний метод розроблено нами для діагностики хвороб кореневої системи (офіобольозу, звичайної (гельмінтоспоріозної) та фузаріозної кореневих гнилей).

ШКІДЛИВІСТЬ ХВОРОБ КОРЕНІВ ТА ПРИКОРЕНЕВОЇ ЧАСТИНИ СТЕБЛА ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ

Шкідливість у фазі повної стиглості. Розроблений нами візуальний метод діагностики хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла дозволив виявити на виробничих посівах озимої пшениці вогнища захворювання на офіобольоз, церкоспорельоз, ризоктоніоз, що, в свою чергу, дало змогу оцінити їх шкідливість.

Зразки рослин відбирали у фазі повної стиглості. Як критерії шкідливості використовували зниження таких показників продуктивності рослин як продуктивна кущистість, кількість зерен з одного колоса та маса 1000 зерен.

У таблиці 1 наведено середні дані за чотири роки досліджень. Вони свідчать, що хвороби коренів та прикореневої частини стебла озимої пшениці істотно різняться за шкідливістю. Втрати урожаю зерна від офіобольозу становили 

Таблиця 1 – Шкідливість хвороб озимої пшениці, які уражують кореневу систему та прикореневу частину стебла (сорт Поліська 90, КСП”Баришівське”, 1997-2000 рр.). 

	Хвороба
	Рослини
	Показники продуктивності
	Втрати урожаю зерна,

%

	
	
	кількість зерен з одного колоса
	маса 1000 зерен
	

	
	
	шт.
	%
	г
	%
	

	Церкоспорельоз
	Уражені
	19,3±2,0
	94,1
	17,9±1,8
	73,1
	32,8

	
	Здорові
	20,5±1,6
	-
	24,5±1,5*
	-
	

	Офіобольоз
	Уражені
	11,0±1,5
	51,6
	37,2±1,6
	87,5
	68,0

	
	Здорові
	21,3±1,7*
	-
	42,5±0,8*
	-
	

	Ризоктоніоз
	Уражені
	17,8±1,8
	86,8
	41,1±0,8
	98,6
	14,6

	
	Здорові
	20,5±2,2
	-
	41,7±1,2
	-
	

	Побуріння основи стебла (фузаріоз)  
	Уражені
	22,7±1,6
	110,7
	23,6±1,6
	96,3
	0

	
	Здорові
	20,5±1,6
	-
	24,5±1,5
	-
	


* Значення статистично достовірно відрізняються від відповідного попереднього значення (Р<0,05)

68,0%, від церкоспорельозу – 32,8% і від ризоктоніозу – 14,6%. Під впливом церкоспорельозу зменшувалася маса 1000 зерен; офіобольоз негативно впливав на масу 1000 зерен, але ще більше зменшував кількість зерен у колосі. При ураженні ризоктоніозом спостерігалась тенденція до зменшення кількості зерен у колосі. 

Крім того, ураження рослин пшениці офіобольозом призводило до зниження продуктивної кущистості на 9,1%. 

У разі виявлення на прикореневій частині стебла ознак ураження фузаріозом (побуріння основи стебла) зниження показників продуктивності не відмічено. Це свідчить про нешкідливість хвороби за такого типу ураження озимої пшениці грибами роду Fusarium і пояснюється незначною глибиною проникнення збудника, який не пошкоджує життєво важливих органів рослини – провідних тканин. В той же час фузаріозна прикоренева гниль є джерелом вторинного інокулюму для фузаріозу колоса в життєвому циклі збудника, в чому і полягає її значимість.Отже, результати наших польових досліджень свідчать, що в Україні із хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла найшкідливішими є офіобольоз та церкоспорельоз, менш шкідливий ризоктоніоз. 

Очевидно, шкідливість кожної із хвороб визначається фазою, у якій відбулося ураження. Наприклад, відомо, що генеративні органи рослин пшениці інтенсивно формуються у фазі трубкування, тому ураження саме в цей період може негативно вплинути як на продуктивну кущистість, так і на кількість колоскових горбиків, що закладаються, а пізніше – на кількість зерен у колосі. Результати наших досліджень свідчать, що в цей період на озимій пшениці найбільш інтенсивно розвивалися офіобольоз і ризоктоніоз. Зменшення маси 1000 зерен відбувається за рахунок блокування руху речовин по рослині пізніше, у фазі наливання зерна. Отже, в цей період найбільш шкідливим був церкоспорельоз. 

Офіобольоз значною мірою впливав на масу 1000 зерен, що свідчить про його шкідливість у фазі наливання зерна, але особливо він був небезпечний навесні, у фазі трубкування, що вплинуло на зменшення кількості зерен у колосі. 

Шкідливість у фазі сходів. У природних умовах в Україні суттєвого ураження сходів даними хворобами не відмічається, хоча, згідно з даними літератури, в деяких країнах світу збудники хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла здатні уражувати пшеницю у цій фазі. За такого ураження уповільнюється ріст і розвиток рослин, а це досить небезпечно, оскільки для продуктивності рослини надзвичайно суттєвим є характер обміну на ранніх етапах онтогенезу, коли закладається програма наступного розвитку рослини. 

Ми досліджували шкідливість офіобольозу, звичайної (гельмінто-споріозної) та фузаріозної кореневих гнилей озимої пшениці у фазі сходів на створених штучно інфекційних фонах (табл.2). 

Відмічено зменшення маси коренів та проростків при ураженні всіма хворобами, особливо при ураженні фузаріозною кореневою гниллю та офіобольозом. При цьому зменшення було статистично достовірним. 

Таблиця 2 – Шкідливість хвороб кореневої системи озимої пшениці на ранніх етапах онтогенезу (на штучних інфекційних фонах)

	Хвороба (збудник)
	Маса одного проростка
	Маса коренів з одного проростка

	
	г
	до контролю, %
	г
	до контролю, %

	Контроль – без зараження
	0,149±0,012
	100
	0,153±0,014
	100

	Фузаріозна коренева гниль

(F.graminearum)
	0,117±0,013*
	79,1
	0,097±0,008*
	63,6

	Офіобольоз
(G.graminis var tritici)
	0,114±0,008*
	77,0
	0,122±0,012*
	80,3

	Звичайна коренева гниль

(C.sativus)
	0,125±0,022
	84,5
	0,138±0,006
	90,8


* Значення статистично достовірно відрізняються від контролю (Р<0,05)

Одержані нами результати свідчать про високу шкідливість фузаріозної кореневої гнилі у фазі проростків. Вона не поступається шкідливості офіобольозу, який визнано нами найнебезпечнішою хворобою серед інших захворювань кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці у фазі повної стиглості (див. табл.1). Очевидно, ураження сходів пшениці грибами роду Fusarium, на відміну від ураження прикореневої частини стебла у фазі повної стиглості, необхідно розглядати як потенційно небезпечну хворобу озимої пшениці, що потребує розробки ефективних заходів захисту.  

ДІАГНОСТИКА ХВОРОБ КОЛОСА І ЗЕРНА ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ

Одним із основних джерел інфекції фузаріозної кореневої гнилі є насіння.  Крім того, при ураженні зерна гриби роду Fusarium  спричиняють його щуплість. Проте і безсимптомне зерно часто буває уражене у формі так званої прихованої інфекції. Для її виявлення використовують біологічний метод аналізу у вологій камері, рулонах та на твердих живильних середовищах за температури інкубації +20 – +250С протягом 3-7 днів (Наумова, 1957, Шевелуха и др., 1988). 

Починаючи з 1992 року, ми щорічно досліджували мікофлору зерна озимої пшениці із господарств, розташованих у різних ґрунтово-кліматичних зонах України: Лісостепу (науково-дослідні господарства „Великоснітинське”, „Чабани”, Перемишлянська сортовипробувальна станція), Поліссі (КСП „Фастівське”, „Баришівське”, науково-дослідне господарство „Глеваха” НАНУ) та Степу (Миколаївська ДСГДС ). Середні дані аналізів наведено у таблиці 3. 

Незважаючи на високу частоту виявлення інфекції Fusarium spp.(70% зразків), середня ураженість насіння (зерна) невисока і становить всього 1,7%. Крім Fusarium spp. відмічали види A. alternata (середня ураженість становила 59,6, частота ізоляції 100%), Penicillium spp. (відповідно 5,4 і 80,0%), гриби порядку Mucorales (2,4 і 85,0%), C. sativus (0,1 і 15%).

Таблиця 3 – Інфекція насіння (зерна) озимої пшениці

(середні дані за 1992 – 2004 рр.)

	Вид гриба
	Частота ізоляції, %
	Уражено насіння, %

	Alternaria alternata (Fr.) Keissler
	100
	59,6

	Penicillium spp.
	80
	5,4

	Fusarium spp.
	70
	1,7

	Гриби порядку Mucorales
	85
	2,4

	Cochliobolus sativus
	15
	0,1


Не менш небезпечною хворобою колоса є септоріоз, який також спричинює щуплість зерна. Проте збудник септоріозу колоса, гриб P. nodorum, за умов, зазначених вище, не виявлявся. Щоб виявити зерно, яке заражене септоріозом, ми використовували метод, запропонований австрійською дослідницею Кітрайбер (Kietreiber,1961). Для цього зерно закладали у вологу камеру і пророщували за температури +100С протягом 14 діб. За таких умов ріст проростків уповільнюється, на 14-у добу їх довжина не перевищує 2 см. За цей період збудник септоріозу уражує їх і формуються характерні симптоми: на колеоптилях з'являються дрібні нарости – гали (рис.2). 


Рис. 2. Діагностичні ознаки септоріозу колоса (ліворуч) на проростках пшениці. Праворуч – ураження фузаріозом

Нами відмічено, що і за нижчої температури  (+50С) насіння проростало, але період проростання був тривалішим (28 діб). Крім того, характерні симптоми можна було виявити і на насінні, пророщеному при вищих температурах (+150С), хоча проростки на 14-у добу за такої температури могли досягати 4 – 5 см. 

Отже, для діагностики найшкідливіших хвороб зерна – септоріозу і фузаріозу ми рекомендуємо проводити паралельно два аналізи у вологій камері: за температури +5 – +150С проводиться аналіз на септоріозну інфекцію, а за температури +20 – +250С – на фузаріозну.  

ІДЕНТИФІКАЦІЯ ЗБУДНИКІВ ХВОРОБ КОРЕНЕВОЇ СИСТЕМИ, ПРИКОРЕНЕВОЇ ЧАСТИНИ СТЕБЛА І КОЛОСА ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ

Нами удосконалено методи виділення в чисту культуру грибів O. yallundae, O. acuformis, G. graminis var. tritici – збудників церкоспорельозу та офіобольозу озимої пшениці. Важливість цієї частини роботи визначається тим, що, по-перше, ці хвороби є найбільш шкідливими, по-друге, методи досліджень їх збудників у літературі або зовсім відсутні, або якщо і наведені, то недосконалі. 

Особливості виділення та ідентифікації збудників церкоспорельозу. Уточнено параметри, які сприяють виділенню збудників церкоспорельозу, грибів O. yallundae та O. acuformis у чисту культуру. Для їх виявлення необхідно одержати характерні конідії голчастої форми. Хоча поява нальоту та наростання міцелію грибів на поверхні ураженої тканини можлива у вологій камері за будь-яких температурних режимів (від +5 до +300С), нами відмічено, що з підвищенням температури понад +200С конідії, якщо вони навіть і утворилися, гинуть. Термін інкубації – не менше трьох тижнів. Стимулювати спороношення можна за допомогою ультрафіолетового опромінення (яке ми замінили природним денним освітленням). 

Одержання конідій є обов'язковою умовою ідентифікації збудника, оскільки, по-перше, за культуральними ознаками ці гриби дуже схожі на деякі сапрофітні гриби, які не спороносять, але також можуть заселяти прикореневу частину стебла пшениці. По-друге, ідентифікація видової належності (рис.3) можлива на основі культуральних характеристик лише моноспорових ізолятів на картопляно-глюкозному агарі (КГА), оскільки гриби фенотипічно дуже мінливі і часто відмічається формування „проміжних фенотипів”. 
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Рис. 3. Одномісячні культури O. acuformis (A) i O. yallundae (Б)

Кожен моноспоровий ізолят вирощують у 3 – 4-кратній повторності протягом 14 діб. Потім, згідно з 4-бальною шкалою Крейтона і Бейтмана (Crighton & Bateman, 1990) визначають ступінь вирівняності колонії в балах: 1 бал – пірчаста колонія; 2 – виїмчаста; 3 – ватоподібна і 4 – вирівняна, де виду O. yallundae відповідають бали 3 і 4, а O. acuformis – 1 і 2. 

Для ідентифікації виду використовують також такий показник як діаметр колонії на КГА на 14-у добу, оскільки відомо, що швидкість росту колоній O. yallundae, як правило, більша ніж O. acuformis .

Поширення видів Oculimacula в Україні. Завдяки використанню удосконаленого нами методу вперше було досліджено склад популяцій збудників церкоспорельозу за видовим складом в різних регіонах України. Починаючи з 1997 року, ми проводили аналіз зразків озимої пшениці із різних регіонів України на ураженість їх видами Oculimacula. Встановлено поширення видів по зонах: в Північному Лісостепу і Поліссі переважав вид O. acuformis, в Західному Лісостепу та Степу – O. yallundae (табл.4).

Таблиця 4 – Поширення видів Oculimacula на озимій пшениці в різних ґрунтово-кліматичних зонах України (1997 – 2004 рр.)

	Зона
	Господарство
	Вид

	Полісся
	КСП „Баришівське”
	O. acuformis

	
	НДГ „Глеваха” НАНУ
	O. acuformis

	Північний Лісостеп
	НДГ „Великоснітинське”
	O. acuformis

	Західний Лісостеп
	Перемишлянська СДС
	O. yallundae

	Степ
	Миколаївська ДСГДС
	O. yallundae


За даними літератури, два види Oculimacula суттєво різняться за деякими властивостями, тому хвороби, які ними спричиняються, мають неоднакову шкідливість та епідеміологічні характеристики. В зв'язку з цим, проти них рекомендуються різні системи захисту. Так, у регіонах, де збудником церкоспорельозу є O. acuformis, уникають ранніх строків сівби, а там, де хворобу спричиняє O. yallundae, практикують більш радикальні заходи, а саме: весняні обробки посівів фунгіцидами. 

В Україні існує необхідність у визначенні видової належності збудника церкоспорельозу при плануванні захисних заходів на кожному конкретному полі. Розроблені нами методи виділення й ідентифікації видів O. acuformis та O. yallundae можуть бути використані для таких досліджень.

Методика виділення та ідентифікації гриба Gaeumannomyces graminis var. tritici – збудника офіобольозу. Проведено дослідження з удосконалення методу виділення у чисту культуру іншого небезпечного патогена – збудника офіобольозу. Незважаючи на періодичні повідомлення про вогнища офіобольозу в Україні (Морщацкий, 1977, Зражевська, Парфенюк, 1979, Лісовий та ін., 1991), численні спроби розробити методи виділення збудника у чисту культуру та створити штучні інфекційні фони (Пономарева, 1970, Зражевская, 1980, Лесовой и др., 1985, Лесовой, Кольнобрицкий, 1986, Кольнобрицкий, Бондарь, 1989, Шупикова, Кольнобрицкий, 1989) не були успішними. 

Оскільки виділення гриба G. graminis var. tritici в чисту культуру ускладнюється його низькою конкурентоспроможністю порівняно з іншими грибами, які заселяють корені та прикореневу частину стебла злакових культур, необхідною умовою є жорстка поверхнева дезінфекція ураженої тканини. Ми рекомендуємо  дезінфекцію коренів проводити 1%-им розчином AgNO3 протягом 30 секунд або 5 – 10%-им – гіпохлориду натрію протягом 5 хвилин. При використанні АgNO3  його надлишок осаджують 5%-им розчином NaCl. Після дезінфекції корені обполіскують стерильною водою і просушують фільтрувальним папером. Шматочки коренів по 2 – 3 см поміщають на КГА в чашки Петрі, інкубують протягом 5 – 7 діб, після чого колонії грибів, які за цей час виросли навколо коренів, розглядають під мікроскопом. 

Ідентифікацію патогена проводять на основі характеру гіф по краях колоній: під мікроскопом гіфи мають спіралеподібно закручений вигляд (рис.4).

Рис.4. Типовий вигляд гіф гриба G. graminis var. tritici   по краю колонії (х700)

Культуральні ознаки гриба не є достатньо характерними, утворення спор у культурі  також проблематичне, тому вигляд гіф – це єдина ознака, за якою виявляють збудника. 

Проте для підтвердження діагнозу необхідно ще перевірити патогенність ізолятів. Лише відтворення симптомів хвороби при штучному зараженні рослин пшениці патогеном, згідно з постулатами Коха, дасть змогу стверджувати про правильність діагностики. Це пов’язано ще й з тим, що у ґрунті наявні споріднені з G. graminis var. tritici види і підвиди, які схожі і за культуральними ознаками, і за морфологією гіф. Це – G. graminis var. avenae, G. graminis var. graminis, G. cylindrosporum та ін. Проте, за даними літератури, лише G. graminis var. tritici  здатний руйнувати провідну систему рослини, закупорюючи судини як бічних, так і головних коренів.

Види Fusarium – збудники хвороб озимої пшениці. Одним із основних дискусійних питань щодо природи шкідливості хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці залишається роль грибів роду Fusarium як збудників цих хвороб. Залишається невирішеним і питання значимості фузаріозних інфекцій кореневої системи та прикореневої частини стебла в циклі розвитку збудників фузаріозу колоса.

За даними літератури, із кореневої системи пшениці може виділятися до 20 видів Fusarium (Lawn & Sayre, 1992, Smiley & Patterson, 1996, Fouly et al., 1996). Фузаріоз колоса пшениці можуть спричиняти 17 видів Fusarium (Parry et al., 1995, Golinski et al., 1997, Mesterhazy, 2002). Серед них виділяють чотири домінантні види (F. graminearum Schwabe, F. culmorum (W.G.Smith) Sacc., F. avenaceum (Fr.) Sacc., F. poae (Peck) Wollenw.).

Протягом 1996-2005 років ми аналізували зразки рослин озимої пшениці із ряду господарств, розташованих у різних ґрунтово-кліматичних зонах України: Лісостепу (науково-дослідні господарства „Великоснітинське” НАУ і Миронівського інституту пшениці УААН, Васильківська і Миргородська державні сортовипробувальні станції), Поліссі (КСП „Баришівське”, науково-дослідне господарство „Глеваха” НАНУ, Летичівська і Черняхівська державні сортовипробувальні станції), Степу (Миколаївська і Запорізька ДСГДС, дослідне господарство Селекційно-генетичного інституту УААН).

Результати наших досліджень видового складу грибів роду Fusarium, виділених із коренів, прикореневої частини стебла та зерна озимої пшениці свідчать про подібність видового складу. Так, з коренів та прикореневої частини стебла озимої пшениці переважно виділялося шість видів: F. oxysporum Schlecht. emend Snyd. et Hans., F.culmorum, F.avenaceum, F.graminearum, F.sporotrichioides Scherb./F. poae, F. solani (Mart.) Appel et Wollenw. emend Snyd. et Hans (рис.5). 

Ізоляти двох видів F.sporotrichioides і F. poae нами об'єднані в одну групу, оскільки протягом періоду досліджень їх часто було ідентифіковано як F. sporotrichiella Bilaj. Згідно з класифікацією Білай (1977), якої дотримуються в Україні, до секції Sporotrichiella входить один вид – F. sporotrichiella, в той час як згідно з іншими класифікаціями, прийнятими у світі (Gerlach & Nirenberg,1982, Kwasna et al., 1991) секція включає чотири види: F.sporotrichioides, F. poae, F. tricinctum (Corda) Sacc., F. chlamidosporum Wollenw. et Reinking.
Фузаріоз колоса в Україні в основному спричинюють ті ж самі види (рис.6). Проте, якщо на коренях переважають F.culmorum та F. oxysporum, то на зерні – F. oxysporum, F.graminearum та F. poae/F.sporotrichioides. 


Отже, в результаті багаторічних досліджень ураженості зерна і рослин озимої пшениці грибами роду Fusarium, встановлено, що в Україні на цій культурі найпоширеніші три види: F. oxysporum, F.culmorum та F.graminearum, хоча на зерні часто трапляється ще й вид F. poae/F.sporotrichioides. 

Зважаючи на подібність видового складу, можна припустити, що фузаріоз є єдиним захворюванням пшениці, не розділяючи його на фузаріоз колоса та „кореневі гнилі”. Проте для підтвердження цієї гіпотези інформацію про видовий склад  необхідно доповнити даними щодо патогенності популяцій домінуючих видів.

ПАТОГЕННІСТЬ НЕКРОТРОФНИХ ГРИБНИХ ПАТОГЕНІВ – ЗБУДНИКІВ ХВОРОБ ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ

Методика дослідження патогенності некротрофних грибних  патогенів. Крім культурально-морфологічних ознак, важливою характеристикою збудників хвороб є патогенність. Для дослідження останньої, на основі описаних у літературі методичних вказівок, враховуючи їх різноманітність, недоліки і переваги, нами розроблено спеціальну методику створення штучних патосистем, яка, за загальної універсальності, пропонується у двох модифікаціях: для хвороб прикореневої частини стебла (церкоспорельозу, ризоктоніозу і побуріння основи стебла (фузаріозу)) і кореневої системи (офіобольозу, звичайної (гельмінтоспоріозної) та фузаріозної кореневих гнилей). Крім виділення збудників у чисту культуру, як описано вище, розроблено: процедури вирощування культур на живильних середовищах (розроблено методики одержання моноспорових культур, визначено оптимальні умови та терміни вирощування (вік) культур), методи створення штучних інфекційних фонів (зараження насіння при сівбі (для хвороб кореневої системи) або 7 – 10 денних проростків (для прикореневих гнилей) агаровими дисками, колонізованими культурами грибів.

Так, термін вирощування на КГА в чашках Петрі грибів роду Fusarium B.sorokiniana та R..cerealis становить 7 діб, G.graminis var. tritici – 18 діб і O.yallundae/O.acuformis  дещо більша – 42 доби, хоча достатнього діаметру колонії можна отримувати і за коротший термін, якщо вирощувати в одній чашці Петрі по три колонії з ізоляту. 

Визначено терміни вирощування заражених проростків (від зараження до обліків) та запропоновано шкали для обліків хвороб на проростках пшениці. 

Терміни вирощування заражених проростків визначено залежно від того, як швидко відбувається розвиток хвороби. За нашими спостереженнями, обліки розвитку фузаріозної і гельмінтоспоріозної кореневих гнилей можна проводити уже на 14-у добу після сівби (зараження) насіння. Дещо триваліший період від зараження до появи симптомів у офіобольозу (21 – 28 діб) та у прикореневих гнилей (церкоспорельозу і ризоктоніозу) – 28 – 40 діб. 

Для обліку ураження хворобами кореневої системи (офіобольозом, фузаріозною та звичайною (гельмінтоспоріозною) кореневими гнилями) пропонується 4-бальна шкала (1 бал – уражено до 25 – 33% коренів, 2 – від 25 до 75%, 3 – уражено понад 75% коренів, 4 – проростки загинули). Для обліку прикореневих гнилей рекомендується 5-бальна шкала (за основу взято шкалу Муррея і Йе (Murray & Ye, 1990): 1 – ураження лише на листковій піхві першого справжнього листа, 2 – уражено листкову піхву першого листа та штрихи на піхві другого листа, 3 – ураженням охоплено до 33% поверхні піхви другого листа, 4 – уражено від 33 до 66% піхви  і 5 – ураженням охоплено понад 66% поверхні піхви другого справжнього листа.

Відомо, що рівень патогенності одного і того ж ізоляту гриба різний залежно від стійкості сорту. За середнім ступенем ураження високостійкого та сприйнятливого сортів, ізоляти ділять на групи: високопатогенні (середня ураженість понад 51%), середньопатогенні (21 – 50%) та низькопатогенні (до 20%) (Пыжикова и др., 1989). Для хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці ми визначили такі межі ураженості: ураженість низькопатогенними (н) ізолятами кореневої системи не повинна перевищувати 25% або 1 бал за 4-бальною шкалою, а прикореневої частини стебла – 30% або 1,5 бала за 5-бальною шкалою. Якщо ізолят спричинив ураженість коренів чи прикореневої частини стебла, відповідно вище 2 і 3 балів, то він є високопатогенним (в), а якщо ураженість знаходиться в межах між цими показниками, то це – середньопатогенний ізолят (с) (табл. 5). 

Таблиця 5 – Визначення патогенності ізолятів збудників хвороб кореневої

системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці

	Ураженість кореневої системи,

 бал (0-4)
	Ураженість прикореневої частини стебла, бал (0-5)
	Група ізолятів за патогенністю 

	2-4
	3-5
	Високопатогенні (в)

	1-2
	1,5-3
	Середньопатогенні (с)

	0-1
	0-1,5
	Низькопатогенні (н)


Крім патогенності, дана методика створення штучних патосистем може бути використана при дослідженні окремих властивостей взаємодії рослина – патоген, зокрема, якісної складової патогенності – вірулентності, яка означає „властивість генетично однорідного штаму мікроорганізму розвиватися за рахунок генетично однорідного зразка рослини-господаря”. Для виявлення ефекту взаємодії в різних патосистемах проводять перехресні зараження сорт – ізолят, визначають ураженість по кожній парі, а значимість фактора взаємодії оцінюють за допомогою дисперсійного аналізу (Дьяков и др., 2001). 

Немає сумніву, що між високим ступенем диференційованої взаємодії, характерним для біотрофів, та відсутністю диференційованої взаємодії, що характерно для більшості некротрофів, існують численні переходи. Тому в літературі іноді трапляються відомості про вірулентність (расоспецифічність) грибів – некротрофів, зокрема, є дані про расовий склад видів O. yallundae (Jones & Davies, 1969), C. sativus (Ashwort et al., 1980, Mehta, 1981),  F. oxysporum (de Haan et al., 2000, Alves-Santos et al., 2002). 

Результати наших досліджень свідчать про можливість існування вірулентності у ізолятів C. sativus та про відсутність сортової специфічності в системах озима пшениця – некротрофний грибний патоген, де патогенами є види Oculimacula і Fusarium. Це можна пояснити тим, що еволюція злакових трав, серед яких була і прародителька озимої пшениці, відбувалася без впливу цих патогенів. Деякий невисокий рівень стійкості зумовлений загальною неспецифічною стійкістю проти стресових факторів. Тому при селекції сортів на стійкість проти даних патогенів необхідно використовувати зовсім інші підходи, ніж прийнято проти біотрофних грибних патогенів. 

Дослідження патогенності ізолятів Fusarium spp. Ізоляти Fusarium spp., які виділено із рослин та зерна озимої пшениці і використано для визначення видового складу, як зазначалося вище, аналізували на патогенність.
Встановлено, що лише окремі ізоляти видів F. oxysporum, F. solani і F. sporotrichiella, виділені із коренів та прикореневої частини стебла, є патогенними (табл.6). Це свідчить, що кореневу систему пшениці часто заселяють непатогенні штами Fusarium, яким властиві сапротрофний спосіб життя, і які поселяються на відмерлих тканинах як вторинні колонізатори. Серед патогенних ізолятів цієї групи грибів переважали низькопатогенні ізоляти (н), хоча траплялися і середньо- (с) та високопатогенні (в).

Щодо так званих признаних патогенів (F. graminearum і F. culmorum), всі ізоляти були патогенними, серед них зустрічалися як низькопатогенні, так і високопатогенні, але останніх було більше, ніж серед ізолятів F. oxysporum, F. solani і F. sporotrichiella.

Таблиця 6 – Патогенність ізолятів Fusarium spp., виділених із кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці

	Види Fusarium
	Пато-генних ізолят., %
	Ураженість 

колеоптиля, бал (0-4)
	Ураженість 

коренів (бал, 0-4) 

	
	
	середнє
	min
	max
	середнє
	min
	max

	F. oxysporum
	57,1
	0,8±0,1
	0,3(н)
	2,0(с)
	1,3±0,4
	0,5(н)
	3,0(в)

	F.solani
	33,3
	0,4±0,05
	0,3(н)
	0,5(н)
	0,3±0,05
	0,1(н)
	0,4(н)

	F. sporotrichiella
	50,0
	1,5(н)
	–
	–
	1,0(н)
	–
	–

	F. culmorum
	100
	1,3±0,4
	0,5(н)
	3,0(в)
	1,5±0,3
	0,5(н)
	3,0(в)

	F. graminearum
	100
	1,0±0,5
	0,5(н)
	2,0(с)
	1,8±0,75
	1,0(н)
	2,5(в)


У процесі дослідження патогенності ізолятів Fusarium spp. було відмічено, що ураження спричинює не лише видимі симптоми на колеоптилі та коренях проростків, а й зниження схожості насіння, зменшення маси проростків та кореневої системи. Тому в своїх подальших дослідженнях для визначення патогенності ізолятів, крім показника „розвиток хвороби”, ми використовували ще й інші показники. Зокрема, для характеристики патогенності ізолятів Fusarium spp., виділених із зерна, ми користувалися показником „зниження схожості насіння” (табл.7). 

Встановлено, що серед ізолятів F. oxysporum, виділених  із зерна, непатогенних не було, хоча за рівнем патогенності вони різнилися. 

Таблиця 7 – Патогенність ізолятів Fusarium spp., виділених із зерна озимої пшениці

	Види Fusarium
	Пато-генних ізолят., % 
	Ураженість проростка, бал (0-4)
	Зниження схожості насіння, %

	
	
	середнє
	min
	max
	середнє
	min
	Max

	F. oxysporum
	100
	1,73±0,12
	0,1(н)
	2,4(с)
	41,98±3,05
	10,0
	75,7

	F. graminearum
	100
	3,16±0,10
	2,4(с)
	4,0(в)
	69,52±3,70
	42,9
	100


Отже, ізоляти Fusarium, місцем перебування яких є коренева система та прикоренева частина стебла, відрізняються за патогенністю від ізолятів, виділених із зерна. Зважаючи на подібність видового складу, можна припустити, що зараження колоса відбувається із коренів та прикореневої частини стебла, але не всі ізоляти досягають мети, а лише патогенні. 

Отже, можна зробити висновок, що за шкідливістю хвороби озимої пшениці, які спричиняють види Fusarium, істотно відрізняються. Проте вони становлялть єдиний цикл розвитку збудника, тому повинні враховуватися при розробці заходів захисту проти будь-якої із них.

ФІЗІОЛОГІЧНІ РЕАКЦІЇ РОСЛИН ОЗИМОЇ ПШЕНИЦІ ПРИ 

ФОРМУВАННІ СТІЙКОСТІ ПРОТИ НЕКРОТРОФНИХ ГРИБНИХ ПАТОГЕНІВ

Як правило, дослідження фізіології взаємодії рослина-патоген проводяться на модельних системах. Проте все більше даних літератури свідчать, що фізіологічні реакції стійкості у різних патосистемах відбуваються неоднаково. Тому проблематичним є використання модельних систем і визначення на них об'єктивних показників, які б характеризували стійкість рослинних тканин і були спільними для всіх патосистем. В зв'язку з цим, замість єдиної модельної системи для дослідження фізіології взаємодії рослина – некротрофний грибний патоген, ми використовували різні патосистеми, створені за єдиною розробленою нами методикою (див. попередній розділ). Зокрема, досліджували захисні реакції рослин пшениці при зараженні їх патогенами F. graminearum, C. sativus, G. graminis var. tritici  та O. yallundae. 

За умов зараження кожна рослина реалізує імунний потенціал, але реакції стійкості інтенсивніші у стійких сортів, менш інтенсивні – у сприйнятливих. Тому про активацію захисних реакцій судять за відмінностями між фізіолого-біохімічними процесами у сприйнятливих та стійких сортів. За відсутності стійких сортів стимулюють захисні реакції рослин за допомогою біологічно активних речовин. Зокрема, ми використовували препарати двох комерційних регуляторів росту: Kerry Enhancer 50 (КЕ) та ПТМБ з високим вмістом таких речовин. Підбір препаратів був не випадковим. Різний спектр речовин, які входять до складу даних препаратів, зумовлює варіабельність їх дії не лише як стимуляторів росту, а й як індукторів стійкості. І ПТМБ, і КЕ містять гормони, але їх вміст у ПТМБ в 5 разів більший, ніж у КЕ. До складу КЕ входять поліфеноли, антибіотики (алкалоїди та індоли), в тому числі токсичні. Хоча антибіотики і фенольні речовини виявлено і в ПТМБ, але насамперед їх дію визначає високий вміст вітамінів групи В (до 200 мг/кг), а роль вітамінів в індукції стійкості складна, оскільки вітаміни впливають на метаболізм як рослини-господаря, так і патогена і часто позитивно (Oertli, 1987). 

Всі дослідження фізіологічних змін, які відбуваються у рослинах пшениці при зараженні відповідними патогенами, ми проводили у фазі проростки. Згідно з теорією імуногенезу (Дунин, 1946), хвороби рослин поділяються на три групи. До першої групи віднесено ті хвороби рослин, збудники яких уражують рослини переважно на початковій стадії їх розвитку. За всіма ознаками, до цієї групи відносяться і хвороби кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці. 

З метою захисту від таких хвороб особливу увагу приділяють заходам, спрямованим на прискорення проходження ранніх, найбільш вразливих для рослини, фаз її розвитку. 

Стимулювання ростових процесів під впливом регуляторів росту природного походження як фактор підвищення стійкості. Обробку проростків регуляторами росту ПТМБ і КЕ проводили шляхом внесення в субстрат, де їх вирощували (стерильний пісок+NPK), водних розчинів препаратів у концентраціях, відповідно 0,1 і 0,3% з нормою витрати 250 мл розчину на 1 кг субстрату.

При застосуванні регуляторів росту не завжди відмічається зниження розвитку хвороб, особливо на жорстких інфекційних фонах. Вважається, що основний недолік сучасних індукторів стійкості – їх низька біологічна ефективність (Дмитриев, 1999). Однак ступінь імунологічної реакції рослин не завжди відповідає зовнішнім показникам ураження. Визначення кількісних імунологічних ознак у відповідь на зараження патогенами є складним питанням і потребує різнобічних підходів.

У наших дослідженнях під впливом регуляторів росту зниження розвитку хвороби відмічали при ураженні проростків пшениці G. graminis var. tritici та O. yallundae (табл.8).  

Таблиця 8 – Вплив регуляторів росту на ураженість проростків озимої пшениці хворобами при штучному зараженні патогенами (лабораторний дослід, сорт Київська 8)

	Препарат
	Розвиток хвороби

	
	бал (0-4)
	бал (0-5)

	
	F.graminearum
	C.sativus
	G.graminis var. tritici
	O.yallundae

	Контроль 
	2,18±0,28
	1,86±0,27
	2,60±0,10
	3,31±0,46

	ПТМБ
	2,25±0,38
	1,99±0,27
	1,90±0,10
	2,64±0,26

	КЕ
	1,86±0,07
	2,03±0,17
	2,10±0,10
	2,50±0,76


При зараженні F. graminearum та C. sativus такого ефекту не було. Розбіжності у ступенях розвитку хвороб на фоні зараження різними патогенами можна пояснити тривалістю процесів зараження: збудники офіобольозу та церкоспорельозу заражають значно повільніше (до одного місяця), ніж F. graminearum та C. sativus (1 – 2 тижні). Очевидно, за 1 – 2 тижні рослини не встигають достатньою мірою мобілізувати імунний потенціал і захиститися від ураження F. graminearum та C. sativus. 

Проте обробка проростків пшениці регуляторами росту ПТМБ і КЕ інтенсифікує процеси росту рослин, внаслідок чого маса оброблених рослин значно переважала масу рослин необроблених (рис. 7). Це значною мірою нівелювало негативний вплив самих патогенів на ці процеси, як це було показано раніше (див. табл. 2).

Рис. 7. Вплив регуляторів росту (ПТМБ, КЕ) на масу одного проростка пшениці сорту Київська 8 (г) на 20-у добу після сівби і зараження патогенами: 1 – F.graminearum, 2 – C.sativus, 3 – G.graminis var. tritici
Таким чином, результати наших досліджень свідчать, що обробка проростків пшениці регуляторами росту може прискорювати проходження рослинами ранніх більш вразливих для збудників хвороб фаз онтогенезу. Це посилює їх толерантність до хвороб. Проте цю ознаку (толерантність) не пов'язують з активацією реакцій стійкості в тканинах рослин. Останнє досліджують, виявляючи в рослинах продукти реакцій стійкості. 

Індукція стійкості проти церкоспорельозу у проростках озимої пшениці  під впливом регуляторів росту природного походження. Встановлено, що стійкість рослин пшениці проти церкоспорельозу певною мірою забезпечується формуванням папіл. Папіли, як фактори стійкості, значною мірою досліджено ще в 70-80-і роки на модельній системі ячмінь (Hordeum vulgare L.) – збудник борошнистої роси (Erysiphe graminis DC f. sp. hordei Marchal) (Takamatsu, 1978, Zeyen & Bushnell, 1979, Aist & Israel, 1986, Sahashi & Shishiyama, 1986). 

Враховуючи дані літератури, ми досліджували особливості формування папіл при зараженні проростків озимої пшениці грибом O. yallundae – збудником церкоспорельозу. Процес зараження (проникнення збудника в тканини рослини) та формування папіл спостерігали під мікроскопом уже на 18-у добу після зараження (рис.8), хоча видимих симптомів хвороби ще не відмічали. У так званій зоні проникнення під „інфекційною подушечкою” відмічали клітини різного типу: А – з уже набутою стійкістю проти зараження, про що свідчать потовщення оболонок у вигляді великих непроникних папіл, Б – мертві некротичні та В – живі, рясно вкриті отворами з „ореолами” і дрібними папілами, подальший розвиток яких ще невизначений.


Рис. 8. Типи реакції клітин листя пшениці на інфекцію O. yallundae: А – клітини з “набутою стійкістю”; Б – мертві некротичні клітини; В – живі клітини, у яких відбувається процес формування папіл (х700)

Під впливом біологічно активних речовин, які входять до складу регуляторів росту ПТМБ та КЕ, у заражених O.yallundae проростках озимої пшениці активувалися захисні реакції, внаслідок чого підвищувалася міцність покривних тканин, що супроводжувалося зменшенням кількості проникнень патогена та інтенсифікувалося формування папіл (табл.9). 

Таблиця 9 – Вплив регуляторів росту ПТМБ і КЕ на проникнення гіф O.yallundae в тканини проростків озимої пшениці та формування механічних бар'єрів – папіл

	Показники 
	Контроль – не оброблено
	ПТМБ,

0,1%
	КЕ, 0,3%

	Кількість проникнень (отворів), штук у полі зору мікроскопа (шт. в п.з.м.)
	115,8
	54,0
	70,8

	Загальна кількість папіл, шт. в п.з.м.

 (% до проникнень)
	25,6 

(22,1)
	72,6

(134,4)
	29,8 

(42,1)

	У т. ч., кількість непроникних папіл, шт. у п.з.м. (% до проникнень)
	0,8 

(0,7)
	36,5

(69,0)
	29,2

(41,5)


Це відбувалося за рахунок посилення окиснювальних процесів, зокрема, нами за допомогою методу електрофорезу виявлено появу нових ізоформ пероксидази в листі пшениці при обробці їх регуляторами росту ПТМБ і КЕ. 

Процес утворення папіл посилювали обидва препарати. Проте одержані результати свідчать про різну модифікацію метаболізму, викликану ними і зумовлену їх різною природою. В варіанті з використанням ПТМБ, відмічали суттєве збільшення загальної кількості папіл, при цьому чисельність дрібних папіл і великих непроникних була приблизно однаковою. Кількість великих непроникних папіл відносно загальної кількості проникнень досягала в результаті обробок ПТМБ 69,0%. При обробці КЕ загальна  кількість папіл була на рівні контролю, але переважали великі непроникні папіли. Їх кількість відносно загальної кількості проникнень становила 41,5%. 

У цілому можна зробити висновок, що ПТМБ активніше, ніж КЕ, мобілізує захисні резерви клітини, але витрачає їх неекономно, внаслідок чого формується велика кількість папіл, у тому числі і малих, які є проникними для збудника. В той же час майже всі папіли, які формуються під впливом КЕ, є великими і непроникними для збудника. 

Зниження ураження проростків пшениці церкоспорельозом при обробці КЕ пов’язано ще й з високим вмістом у цьому препараті речовин, які безпосередньо пригнічують розвиток патогена, що приводило до локалізації патогена і зменшення розміру некротичних плям. Під впливом ПТМБ некротизація уражених тканин затримувалася у часі, що, очевидно, пояснюється високим вмістом у цьому препараті речовин гормональної природи. 

Отже, дослідженнями встановлено, що папіли є суттєвим елементом стійкості озимої пшениці проти церкоспорельозу. Це значною мірою забезпечується формуванням папіл великих, непроникних для збудника. І хоча кількісні показники формування папіл можуть суттєво варіювати, появу папіл можна використовувати як маркер стійкості проти хвороби на початкових етапах патогенезу. 

Синтез саліцилової кислоти та етилену в листі  проростків озимої  пшениці при формуванні стійкості проти некротрофних грибних патогенів. Серед фізіологічних реакцій, спрямованих на підвищення стійкості проти некротрофних грибних патогенів, визначення найбільш суттєвих важливо для вирішення практичних завдань. Такими об’єктивними показниками, що характеризують стійкість рослинних тканин, є зміни рівнів саліцилової кислоти та етилену. Вважається, що саліцилова кислоти та етилен - це регуляторні молекули в рослинах при індукції стійкості їх проти фітопатогенів. При цьому підвищення ендогенного вмісту саліцилової кислоти під впливом зараження супроводжується синтезом специфічних захисних сполук – фітоалексинів, PR-білків, а посилений синтез етилену спричинює реакцію надчутливості. Проте переважна більшість досліджень щодо ролі саліцилової кислоти та етилену в індукції стійкості виконана на патосистемах, де збудниками хвороб є біотрофи.  

Ми досліджували зміни концентрацій саліцилової кислоти та етилену  в проростках пшениці при зараженні їх некротрофами грибними патогенами F. graminearum, C. sativus, G. graminis var. tritici та O. yallundae. Роботу виконано з доктором біологічних наук Б.О.Курчієм. 

Про активацію захисних реакцій у рослинах у відповідь на зараження свідчили відмінності у змінах ендогенного вмісту саліцилової кислоти та етилену у стійких проти F. graminearum сортах порівняно із сприйнятливими. За відсутності стійких проти інших патогенів (C. sativus, G. graminis var. tritici  та O. yallundae) сортів активацію захисних реакцій проводили за допомогою регуляторів росту ПТМБ і КЕ.

Аналіз ростових параметрів сортів озимої пшениці в лабораторних умовах при штучному зараженні F. graminearum показав, що їх можна розділити на три групи: стійкі (Колумбія), відносно стійкі (Октава, Перлина Лісостепу, Миронівська 65, Київська 8, Миронівська 35, Циганка, Крижинка) та сприйнятливі (Миронівська 612, Білоцерківська напівкарликова) (табл.10).

Встановлено, що при зараженні F. graminearum стійких сортів озимої пшениці вміст саліцилової кислоти в листі проростків зростає, а при зараженні сприйнятливих сортів – знижується.

Таблиця 10 – Стійкість сортів озимої пшениці проти Fusarium spp. (за даними лабораторного тестування) та зміна вмісту саліцилової кислоти під впливом зараження

	Сорт
	Зміна ростових параметрів при зараженні F. graminearum,

 % до контролю
	Розвиток хвороби (бал,0-4)
	Рівень стійкості


	Вміст саліцилової кис-лоти,% до конт-

ролю 

	
	схожість
	маса од-ного про-ростка 
	маса ко-ренів з одного пророст-ка 
	
	
	

	Колумбія


	0
	-25,7
	-11,2 
	1,97
	Стійкий
	112

	Октава


	+75,0
	-9,1
	-38,9
	1,74
	Відносностійкий
	119

	Перлина Лісостепу 
	+17,9
	-27,0
	-30,0
	1,58
	Відносностійкий
	126

	Миронівська 65


	-31,3
	-30,8
	-31,8
	2,07
	Відносностійкий
	141

	Київська 8


	-6,9
	+33,4
	-32,9
	3,19
	Відносностійкий
	110

	Миронівська 35


	-6,1
	-48,6
	-46,6
	2,21
	Відносностійкий
	127

	Циганка


	-12,9
	-30,6
	-30,4
	1,87
	Відносностійкий
	156

	Миронівська 61


	-16,2
	-41,1
	-33,8
	3,27
	Сприй-нятливий
	85

	Білоцерківська напівкарликова
	-53,3
	-60,9
	-62,4
	3,63
	Сприй-нятливий
	43


Щодо синтезу етилену відмічено протилежну закономірність. Так, при зараженні F. graminearum стійких сортів вміст етилену в листі проростків знижувався, а при зараженні сприйнятливих сортів – зростав (табл.11).

Таблиця 11 – Зміна вмісту етилену в листках різних за стійкістю проти

Fusarium spp. сортів озимої пшениці

	Сорт


	Рівень стійкості 
	Етилен (нл/г сухої речовини)

	
	
	без зараження
	при зараженні

	Колумбія 
	Стійкий
	90
	22

	Білоцерківська напівкарликова
	Сприйнятливий
	24
	42


Відмічено, що під впливом регулятора росту ПТМБ у заражених O. yallundae проростках озимої пшениці синтез етилену послаблювався (рис. 9), обробка ж проростків КЕ призвела до збільшення рівня етилену при зараженні цим патогеном. 

Рис. 9. Зміна вмісту етилену у листках 20-денних проростків озимої пшениці (нл/г сухої речовини) під впливом регуляторів росту на фоні зараження O. yallundae: 1 – не інфіковано; 2 – 4 – інфіковано O. yallundae;1, 2 –  оброблено водою, 3 –  оброблено ПТМБ, 4 – оброблено КЕ

Концентрація саліцилової кислоти в проростках пшениці під впливом ПТМБ на фоні зараження патогенами зменшувалася (рис 10). КЕ, навпаки, стимулював її синтез при зараженні проростків O. yallundae і G. graminis var. tritici, проте, при зараженні іншими збудниками – F.graminearum  і C. sativus, відмічали послаблення її синтезу.

Результати наших досліджень дещо суперечать загальноприйнятій думці  щодо провідної ролі саліцилової кислоти як  сигнальної молекули при індукції стійкості рослин проти хвороб. Деякі дослідники (Ahn et al., 2001, Дмитриев, 2002, O’Donnel et al., 2003) також ставлять під сумнів роль саліцилової кислоти як активатора стійкості в системах рослина – патоген, де патогеном є некротроф, при цьому роль посередника такі автори відводять жасмоновій кислоті і етилену. 

Таким чином, нами встановлено, що регулятори росту природного походження ПТМБ і Kerry Enhancer 50 активізують у рослинах пшениці фізіологічні реакції, спрямовані на підвищення стійкості. Проте ці реакції дещо відмінні від тих, що активуються у стійких сортах під впливом зараження. 

Рис.10 . Вплив регуляторів росту на вміст саліцилової кислоти в листках 20-денних проростків озимої пшениці (мкг/г сухої речовини) при зараженні патогенами: 1 –  оброблено водою, 2 –  оброблено ПТМБ, 3 –  оброблено KЕ 

Нині дослідження регуляторів росту в якості індукторів стійкості мають переважно наукове значення. Через низьку біологічну ефективність цей метод майже не застосовується у практиці захисту рослин. Тому актуальність хімічного методу не зменшується. 

ВИКОРИСТАННЯ ХІМІЧНИХ ЗАСОБІВ ТА ЇХ КОМПЛЕКСІВ ДЛЯ ПЕРЕДПОСІВНОЇ ОБРОБКИ НАСІННЯ 

Крім фізіології та генетики взаємодії рослина-патоген ми вивчали можливість використання розроблених нами методик при визначенні біологічної ефективності хімічних засобів. Відомо, що захист насіння і сходів від насіннєвої мікрофлори та від патогенів, які знаходяться в ґрунті, забезпечує передпосівне протруєння насіння. Застосування розроблених нами методів створення штучних інфекційних фонів дало змогу визначити біологічну ефективність проти офіобольозу препарату Дітокс – першого протруйника, внесеного до Державного реєстру України, який використовується проти цієї хвороби.

Проте використання цього методу має деякі негативні наслідки. Зокрема, можливий руйнівний вплив фунгіцидних речовин на ґрунтові мікробоценози, їх збіднення з одночасним нагромадженням токсиноутворюючих штамів грибів – збудників „кореневих гнилей”, фітотоксичний ефект фунгіцидів тощо.

У проведених нами дослідженнях встановлено, що при внесенні фунгіцида у ґрунт внаслідок протруєння в ризосфері рослини чисельність грибів, у тому числі роду Fusarium, практично не змінюється, проте в ризоплані вона зростає у 2 – 3 рази, у тому числі грибів роду Fusarium – на 11,1 – 61,9%. Одержані нами дані свідчать про зміну балансу в бік формування комплексу потенційно небезпечних видів.

Інший недолік протруювання – фітотоксичний ефект. Він проявляється в затримці ростових параметрів проростків пшениці на початкових етапах онтогенезу. В наших дослідженнях внаслідок протруєння сучасними препаратами зменшення маси проростків пшениці порівняно з контрольними становило 7,0 – 11,0%. Як уже відмічалося, затримка росту і розвитку рослин у цій фазі є досить небезпечною, оскільки для продуктивності рослини надзвичайно суттєвим є характер обміну на найбільш ранніх етапах онтогенезу, коли закладається програма всього наступного розвитку рослини. 

Отже, актуальним залишається питання удосконалення методу передпосівного протруєння насіння.

Сумісне застосування фунгіцидів і регуляторів росту для передпосівної обробки насіння озимої пшениці. Як показали наші дослідження, негативного впливу фунгіцидів на ростові параметри проростків озимої пшениці на початкових етапах органогенезу можна уникнути при застосуванні для обробки насіння фунгіцидів у суміші з регуляторами росту. Проте проблемою залишається зниження ефективності таких сумішей порівняно з використанням чистого фунгіциду, оскільки регулятор росту сам може бути поживним середовищем для мікроорганізмів. 

Нами встановлено, що при правильно підібраному співвідношенні компонентів біологічна ефективність таких комплексів не знижується. Зокрема, доказана можливість застосування ПТМБ в комплексі з протруйником насіння озимої пшениці Вітавакс 200ФФ у співвідношенні 1:1 (табл. 12). 

Таблиця 12 – Вплив сумісного застосування протруйника Вітавакс 200ФФ з регулятором росту ПТМБ на інфекцію насіння та ростові параметри проростків озимої пшениці

	Норма витрати ПТМБ, л/т
	Біологічна ефективність проти інфекції насіння, %
	Сира маса проростка, 

% до контролю
	Біологічна ефективність проти інфекції насіння, %
	Сира маса проростка, 

% до контролю

	
	Вітавакс 200ФФ, 3 л/т
	Вітавакс 200 ФФ, 1,5 л/т

	0
	96,0
	89,0
	93,3
	93,0

	6,25
	80,0
	118,0
	61,3
	118,0

	3,18
	93,3
	127,7
	65,3
	120,0

	1,6
	92,0
	127,7
	93,3
	130,0


У співвідношеннях ПТМБ з Вітаваксом 200ФФ 4:1, 2:1 і 1:1 сира маса проростка зростала від 18,0 до 30,0%, що свідчить про чітку синергічну дію цих компонентів на ростові параметри озимої пшениці на початкових етапах її розвитку. Проте біологічна ефективність протруйника Вітавакс 200ФФ проти інфекції насіння у суміші з ПТМБ при співвідношеннях 4:1 і 2:1 знижувалася. У разі використання ПТМБ у суміші з Вітаваксом 200ФФ при співвідношенні 1:1 ефективність останнього практично не змінювалася, причому проти насіннєвої інфекції біологічна ефективність залишалася стабільною навіть при зниженні норми витрати фунгіцида удвічі (1,5 л/т).

Отже, при застосуванні для захисту рослин від хвороб композицій із препаратів різної дії, зокрема, регуляторів росту і фунгіцидів, можна зменшувати фітотоксичний ефект останніх без зниження їх біологічної ефективності. За даними літератури, при застосуванні препаратів комплексної дії (фунгіцид і регулятор росту) досягається ще й підвищення біологічної ефективності за рахунок активації останнім природного імунного потенціалу рослин (індукції стійкості).Отже, за відсутності високоефективних індукторів стійкості, оптимізувати хімічний захист рослин пшениці від хвороб можна застосуванням комплексних препаратів, до складу яких входять регулятори росту та фунгіциди. 

ВИСНОВКИ

1. Основними хворобами кореневої системи озимої пшениці в Україні є офіобольоз, звичайна (гельмінтоспоріозна) та фузаріозна кореневі гнилі; прикореневої частини стебла – церкоспорельоз, ризоктоніоз та побуріння основи стебла (фузаріоз); зерна і колоса –  фузаріоз та септоріоз. Збудники даних хвороб у життєвому циклі мають некротрофну фазу, тому основним симптомом у них є некроз, що ускладнює їхню діагностику.

2. Характерні прояви окремих хвороб коренів та прикореневої частини стебла у фазах сходів – трубкування та повної стиглості покладено в основу розробленого нами оригінального визначника хвороб у вигляді двох дихотомічних ключів, який дозволяє з високою точністю діагностувати хворобу у відповідні фази розвитку пшениці. Доказано важливість візуальної діагностики як необхідного етапу встановлення етіології хвороби.

3.  Внаслідок ураження кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці хворобами відмічено зниження таких показників продуктивності як продуктивна кущистість, кількість зерен у колосі та маса 1000 зерен. Під впливом офіобольозу продуктивна кущистість зменшувалася на 9,1%, кількість зерен у колосі –  на 48,4%, маса 1000 зерен – на 12,5%. Із захворювань прикореневої частини стебла найбільш шкідливим є церкоспорельоз, при ураженні яким зниження маси 1000 зерен досягало 26,9%. Ризоктоніоз призводив до зменшення кількості зерен у колосі (на 13,2%). Побуріння основи стебла (фузаріоз) не спричиняло суттєвого зниження показників продуктивності. 

4. У фазі сходів внаслідок ураження офіобольозом, звичайною або гельмінтоспоріозною та фузаріозною кореневими гнилями знижувалися ростові параметри рослин. Під впливом фузаріозної інфекції зменшення маси коренів досягало 36,4%, маси проростка – 20,9%, офіобольоз призводив до зниження цих показників, відповідно, на 19,7 і 23,0%, звичайна (гельмінтоспоріозна) коренева гниль – на 9,2 і 25,5%.

5. Розроблено метод ранньої діагностики хвороб прикореневої частини стебла (церкоспорельозу, ризоктоніозу та фузаріозу). В уражених тканинах колеоптиля та піхв перших справжніх листків методом прямої мікроскопії виявлено характерні особливості розташування міцелію збудників. Зокрема, при ураженні церкоспорельозом (збудники Oculimacula yallundae (Wallwork & Sponer) Crous & W. Gams та O.acuformis (Boerema, R.Pieters & Hamers) Crous & W. Gams) формуються так звані „інфекційні подушечки”, з'єднані поміж собою тонкими гіфами (від 2,5 до 3,5 мм); при ураженні ризоктоніозом гіфи збудника (Rhizoctonia cerealis Van der Hoeven) товсті (до 8 мм), хаотично обплутують поверхню листкової піхвочки; ураження грибами роду Fusarium Link проявляється у вигляді „лапок”, ширина гіф середня (від 3 до 6 мм). Аналогічний метод розроблено для діагностики хвороб кореневої системи (офіобольозу, звичайної (гельмінтоспоріозної) та фузаріозної кореневих гнилей).

6. Вперше в Україні, поряд з виявленим раніше паразитизмом на листках озимої пшениці, відмічено поширення септоріозу колоса (збудник Stagonospora nodorum (Berk.) Castellani & E.G.Germano) на насінні. 

7. Удосконалено метод ізоляції збудників церкоспорельозу у чисту культуру та ідентифікації їх видової належності. Аналіз уражених зразків озимої пшениці із різних ґрунтово - кліматичних зон України дозволив встановити, що в Степу і Західному Лісостепу переважає вид O. yallundae, а в Поліссі та Північному Лісостепу - O. acuformis. 

8. Розроблено систему діагностики офіобольозу, яка включає, крім візуального виявлення хвороби на рослинах пшениці, ізоляцію збудника Gaeumannomyces graminis (Sacc.) von Arx & Olivier var. tritici Walker в чисту культуру та встановлення його патогенності.

9. Для дослідження патогенності некротрофних грибних патогенів-збудників хвороб озимої пшениці запропоновано спеціальні тести, в основу яких покладено оригінальну методику, яка включає ізоляцію збудників, їхнє вирощування на штучних живильних середовищах, зараження насіння (проростків) пшениці. Визначено терміни, необхідні для зараження та розроблено методи і шкали обліку окремих хвороб. Показано, як використання даної методики дозволяє досліджувати взаємодію рослина – патоген на фізіологічному та генетичному рівнях в усіх патосистемах озима пшениця – некротрофний грибний патоген.

10. Доведено, що кореневу систему пшениці часто заселяють непатогенні штами F. oxysporum Schlecht. emend Snyd. et Hans., F. solani (Mart.) Appel et Wollenw. emend Snyd. et Hans., та F. sporotrichiella Billaj, які поселяються на відмерлих тканинах як вторинні колонізатори. Серед ізолятів F. graminearum Schwabe та F. culmorum (W.G.Smith)Sacc., виділених із кореневої системи, непатогенних не виявлено. Всі ізоляти F. graminearum та F. oxysporum, виділені із зерна, були також патогенними.

11. Лабораторне тестування десяти сортів озимої пшениці на стадії проростків показало, що за стійкістю проти ураження Fusarium spp. їх можна розділити на стійкі, відносно стійкі та сприйнятливі. При зараженні грибом F. graminearum стійких та відносно стійких сортів активація фізіологічних реакцій, спрямованих на підвищення стійкості, проявляється у підвищення вмісту саліцилової кислоти в листках проростків та зниженні вмісту етилену. При зараженні сприйнятливих сортів ці процеси були протилежними.

12. При обробці проростків пшениці регуляторами росту природного походження, зокрема створених на основі продуктів термофільного метанового бродіння (ПТМБ) та 50% екстракту морської водорості Ascophillum nodosum (Kerry Enhancer 50) відмічено підвищення стійкості та толерантності рослин до хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла пшениці, що проявлялося у зниженні розвитку хвороб та інтенсифікації процесів росту рослин, чим нівелювався негативний вплив патогенів на ці процеси. 

13. Встановлено, що препарати ПТМБ і Kerry Enhancer 50 активують в рослинах пшениці фізіологічні реакції, спрямовані на підвищення стійкості, дещо відмінного характеру, ніж ті, що відбуваються у стійких сортах під впливом зараження. Характер цих змін залежав як від виду збудника, так і від природи препарату. 

14. На фоні зараження проростків озимої пшениці  грибом O. yallundae в клітинах колеоптиля та піхв перших справжніх листків відмічено утворення нових середньорухливих ізоформ пероксидази, що стимулює формування захисних механічних структур – папіл. Встановлено, що головну роль у захисті відіграють великі непроникні папіли. При відборі стійких проти церкоспорельозу форм пшениці великі непроникні папіли можна використовувати як маркери стійкості на початкових етапах патогенезу.

15. Обробка проростків пшениці препаратами ПТМБ і Kerry Enhancer 50 посилювала процес утворення папіл, проте ПТМБ стимулював їх утворення більш інтенсивно. Під впливом ПТМБ затримувалася некротизація уражених тканин, що пояснюється високим вмістом в препараті речовин гормональної природи. Обробка ж препаратом Kerry Enhancer 50 сприяла локалізації патогена у вигляді дрібних плям, що свідчить про наявність у складі препарату речовин, які безпосередньо пригнічують збудника.

16. Оптимізація хімічного захисту рослин пшениці проти хвороб кореневої системи, прикореневої частини стебла та зерна озимої пшениці полягає у застосуванні комплексів препаратів, до складу яких входять регулятори росту та фунгіциди. Встановлено, що біологічна ефективність таких комплексів не знижується при правильно підібраному співвідношенні компонентів. У наших дослідженнях застосування регулятора росту ПТМБ (3,18 кг/т) у суміші із протруйником Вітавакс 200ФФ (3 л/т) для передпосівного протруювання насіння пшениці не тільки не призводило до зниження біологічної ефективності останнього, а й супроводжувалося поліпшенням ростових параметрів пшениці на початкових етапах її розвитку (на 18,0- 30,0%).

РЕКОМЕНДАЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ

1. Для візуальної діагностики хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці рекомендується використовувати розроблені нами  дихотомічні ключі, основані на характерних проявах хвороб у фазах розвитку озимої пшениці сходи-трубкування та повна стиглість.

2. Для ранньої діагностики хвороб прикореневої частини стебла (церкоспорельозу, ризоктоніозу та побуріння основи стебла (фузаріозу)) пропонується користуватися методом прямої мікроскопії ураженої тканини. Ідентифікацію хвороб проводити за виявленими нами  відмінностями в характері розташування міцелію збудників в уражених тканинах.

3. Для дослідження найбільш шкідливих хвороб кореневої системи та прикореневої частини стебла озимої пшениці – офіобольозу та церкоспорельозу пропонуються ефективні методи ізоляції їх збудників у чисту культуру, а також універсальні для всіх патосистем методи створення штучних інфекційних фонів, що може бути використано науковцями та селекційними установами при дослідженні стійкості сортів озимої пшениці проти даних хвороб. 
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Крючкова Л.О. Хвороби озимої пшениці, які спричиняються некротрофними грибними патогенами, та методи їх діагностики.

Дисертація (рукопис) на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 06.01.11. – фітопатологія. – Національний аграрний університет, Київ, 2007.

Дисертацію присвячено дослідженню хвороб озимої пшениці, які спричиняються  некротрофними грибними патогенами. Це хвороби кореневої системи (офіобольоз, звичайна або гельмінтоспоріозна та фузаріозна кореневі гнилі), прикореневої частини стебла (церкоспорельоз, ризоктоніоз і побуріння основи стебла (фузаріоз)), колоса (фузаріоз та септоріоз) та листя (септоріоз).

Ознаки ураження рослин озимої пшениці некротрофними грибними патогенами у різні стадії розвитку рослин часто є причиною неоднозначного тлумачення, що пояснюється тим, що супроводжується воно, як правило, відмиранням тканини (некрозами). Незважаючи на подібність симптомів, хвороби кореневої системи (офіобольоз, звичайна, або гельмінтоспоріозна, та фузаріозна кореневі гнилі) та прикореневої частини стебла (церкоспорельоз, ризоктоніоз та побуріння основи стебла (фузаріоз)) характеризуються різною шкідливістю для рослин. 

За специфічністю прояву окремих хвороб коренів та прикореневої частини стебла складено систему візуальних ознак, що стало основою оригінального визначника хвороб у вигляді двох дихотомічних ключів для діагностики хвороб у фазах сходів – трубкування та повної стиглості.

Правильність візуальної діагностики є важливою передумовою подальших діагностичних процедур для завершення тріади Коха з виділенням збудників у чисту культуру, зараження ними здорових рослин і подальшої реізоляції патогенів. У результаті проведених досліджень удосконалено методи ізоляції збудників офіобольозу, церкоспорельозу, ризоктоніозу та створення штучних інфекційних фонів, що є важливою передумовою  для дослідження структури популяцій збудників і контролю за зміною їхньої патогенності.

При застосуванні розроблених методів діагностики хвороб, ізоляції збудників та створення штучних інфекційних фонів проведено дослідження по вивченню характеру взаємодії некротрофних грибних патогенів з рослинами озимої пшениці. Встановлено, що збудники окремих хвороб коренів та прикореневої частини стебла характеризуються різним ступенем фізіологічної спеціалізації.

Досліджено фізіологічні реакції, які відбуваються у рослинах озимої пшениці під впливом зараження некротрофними грибними патогенами, а також при обробці регуляторами росту природного походження. Встановлено, що характер цих змін залежить як від виду патогена, так і від природи препарату. Показано, що важливим якісним показником стійкості рослин пшениці проти церкоспорельозу можуть бути механічні бар'єри –  папіли.

Доведено, що, застосовуючи регулятори росту у сумішах із фунгіцидами для передпосівного протруювання насіння при правильно підібраному співвідношенні компонентів можна оптимізувати хімічний метод захисту рослин пшениці від хвороб.

Ключові слова: озима пшениця, хвороби. діагностика, шкідливість, некротрофні грибні патогени, регулятори росту, індукція стійкості

Крючкова Л.А. Болезни озимой пшеницы, вызываемые некротрофными грибными патогенами, и методы их диагностики.

Диссертация (рукопись) на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 06.01.11 – фитопатология. – Национальный аграрный университет, Киев, 2007.

Диссертация посвящена исследованию болезней озимой пшеницы, вызываемых некротрофными грибными патогенами. Это болезни корневой системы (офиоболез, обыкновенная или гельминтоспориозная и фузариозная корневые гнили), прикорневой части стебля (церкоспореллез, ризоктониоз и побурение основания стебля (фузариоз)), колоса (фузариоз и септориоз) и листьев (септориоз).

Признаки поражения растений озимой пшеницы некротрофными грибными патогенами на разных стадиях развития растений часто являются причиной двусмысленного толкования, что объясняется тем, что сопровождается оно, как правило, отмиранием тканей – некрозами. Несмотря на сходство симптомов, болезни корневой системы (офиоболез, обыкновенная, или гельминтоспориозная, и фузариозная корневые гнили) и прикорневой части стебля (церкоспореллез, ризоктониоз, побурение основания стебля (фузариоз)) характеризуются разной вредоносностью для растений.

По специфичности проявления отдельных болезней корней и прикорневой части стебля составлено систему визуальных признаков, которые положены в основание оригинального определителя болезней в виде двух дихотомических ключей и предназначенных для диагностики болезней озимой пшеницы в фазы всходы – трубкование и полная спелость.

На основании метода прямой микроскопии для ранней (до появления симптомов) диагностики прикорневых гнилей (церкоспореллеза, ризоктониоза и побурения основания стебля (фузариоза)) разработано эффективный метод, смысл которого заключается в том, что в пораженных тканях колеоптиля и влагалищ первых настоящих листьев обнаруживают характерные ветвления мицелия возбудителей отдельных болезней и образований из него,  с помощью которых диагностируют заболевание. 

Впервые в Украине наряду с обнаруженным ранее паразитизмом на листьях озимой пшеницы, отмечено распространение септориоза колоса (возбудитель  S.nodorum) на семенах.

Правильность визуальной диагностики является важной предпосылкой дальнейших диагностических процедур для завершения триады Коха с выделением возбудителей в чистую культуру, заражения ими здоровых растений и дальнейшей реизоляции патогенов. В результате проведенных исследований усовершенствовано методы изоляции возбудителей офиоболеза, церкоспореллеза, ризоктониоза и создания искусственных фонов, что есть важной предпосылкой для исследований структуры популяций возбудителей и контроля изменений их патогенности. 

Установлено, что популяции Fusarium spp. гетерогенны по признаку патогенность. При этом среди выделенных изолятов F. oxysporum, F.solani, F.sporotrichioides/F.poae отмечаются как патогенные, так и непатогенные, в то время как все изоляты F.graminearum, F.culmorum,F.avenaceum были патогенными.

При использовании разработанных нами методов диагностики болезней, изоляции возбудителей и создания искусственных фонов провели ряд исследований по изучению характера взаимодействия некротрофных грибных патогенов с растениями озимой пшеницы.

Установлено, что возбудители отдельных болезней корней и прикорневой части стебля характеризуются различной степенью физиологической специализации. Как типичным некротрофам, грибам O.yallundae, O. acuformis, Fusarium spp.свойственна видовая, а не сортовая специфичность, в то время как у изолятов C.sativus возможно существование вирулентности.

Исследовано физиологические реакции, которые происходят в растениях озимой пшеницы под влиянием заражения некротрофными грибными патогенами, а также при обработке их регуляторами роста естественного происхождения. Установлено, что характер этих изменений зависит как от вида патогена, так и от природы препарата.

Показано, что важным качественным показателем устойчивости растений пшеницы против церкоспореллеза могут служить механические барьеры – папиллы, а процесс папиллообразования можно интенсифицировать з помощью регуляторов роста. 

Доказана возможность оптимизации химического метода защиты озимой пшеницы от болезней путем использования регуляторов роста в смесях с протравителями для предпосевной обработки семян. Установлено, что биологическая эффективность таких смесей не снижается при правильно подобранном соотношении компонентов. 

Ключевые слова: озимая пшеница, болезни, диагностика, вредоносность, некротрофные грибные патогены, регуляторы роста, индукция устойчивости

Kryuchkova L.O. Diseases of winter wheat caused by necrotrophic fungal pathogens and methods for their diagnosis.

Thesis (manuscript) of a Doctor of Biological Science degree on speciality 06.01.11 – phytopathology. – National Agrarian University, Kyiv, 2007.

The thesis is devoted to research on diseases of winter wheat caused by necrotrophic fungal pathogens. The diseases are of roots (take-all, common (helminthosporium) and fusarium root rots), stem bases (eyespot, sharp eyespot and foot rot), heads (fusarium ear blight and stagonospora glume blotch) and leaves (septoria leaf blotch).  

Symptoms caused by necrotrophic fungal pathogens on plants of winter wheat at different growth stages usually lead to ambiguous interpretations because they typically result in tissue death (necrosis). Despite the similarity of symptoms, diseases of roots (take-all, common (helminthosporium) and fusarium root rots) and stem bases (eyespot, sharp eyespot and foot rot) differ in the amounts of damage they cause. 

Descriptions of visual symptoms of each root and stem base disease form the basis of an original guide to disease identification. This is presented as two dichotomous keys based on disease diagnosis at seedling and adult growth stages.

Correct visual diagnosis is an important prerequisite for further confirmation of the cause of disease, which involves completing the three stages to test Koch’s postulates. These are isolation of causal agents in pure culture, infection of healthy plants, and re-isolation of pathogens. In this research, the methods for isolation of the causal agents of take-all, eyespot and sharp eyespot, as well as for their artificial inoculation on wheat seedlings, were improved. This is an important prerequisite for research on populations of the pathogen, their changes and control.

Using the methods established for disease diagnosis, pathogen isolation and artificial inoculation, interactions between necrotrophic fungal pathogens wheat plants were investigated.

It was established that the individual pathogens differ in their degree of physiological specialization. 

The physiological reactions of wheat plants after infection by necrotrophic fungal pathogens, as well as after treatment by plant growth regulators of natural origin, were investigated. It was found that the characteristics of these reactions depended on the pathogen species and the nature of preparation.

It was shown that mechanical structures - papillae - can be used as markers for resistance of wheat seedlings to eyespot. 
The possibilities for using plant growth regulators in mixtures with fungicides for seed treatment of wheat were studied. It was established that their effects depend on determining the correct ratio of components.

Key words: winter wheat, diseases, diagnosis, damage, necrotrophic fungal pathogens, plant growth regulators, inducing resistance
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Рис.5. Співвідношення видів Fusarium на коренях і прикореневій частині стебла озимої пшениці





Рис.6. Співвідношення видів Fusarium на зерні озимої пшениці
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