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Для заказа доставки диссертации сделайте запрос через форму обратной связи по ссылке:  http://mydisser.com/ru/contact.html
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cпеціалізованої вченої ради                                                               В.В. Лавний

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Питання охорони і збереження лісів тісно пов’язане з генетико-селекційними роботами. Еволюційні зміни та генетичне різноманіття - біологічно важливі показники, що впливають на адаптаційні можливості рослин: здатність заселяти нові території, пристосовуватися до умов оточуючого середовища, формувати нові популяційні та видові структури. Розробка заходів щодо збереження рослинного біорізноманіття та закріплення господарсько цінних ознак у популяціях є завданням першочергового значення, що базується на: 

– класичних генетико-селекційних підходах, в основі яких лежать морфологічні, анатомічні, фізіологічні та біохімічні показники, тобто на прямому оцінюванні важливих для селекціонера ознак. Проте вони не дають змоги виявити молекулярно-генетичну структуру рослинних організмів, взаємозв’язки генетичних та фенотипічних параметрів; 

– новітніх генетичних підходах – молекулярних ДНК-маркерах, які дозволяють оцінити генетичну мінливість і широко використовуються для вивчення філогенетичних зв’язків, питань систематики, популяційної структури, схем схрещування, потоку генів, визначення батьків певного потомства та ідентифікації генів у групах щеплення. 

Саме ці підходи дозволяють зрозуміти структурну організацію геномів рослин та їх функціонування, а також дослідити  гени, що визначають  розвиток будь-якої ознаки рослинного організму.

В останні роки за кордоном нагромадилась велика кількість інформації стосовно організації, картування і еволюції геному рослин, диференційної експресії генів, а також молекулярних маркерів, методів створення рекомбінантних ДНК та міжродового перенесення генів. Отримані дані дають змогу долати міжвидові бар’єри також у дерев лісових порід. 

Водночас слід зауважити, що в Україні на даний час взагалі не освоєні молекулярно-генетичні методи з використанням ДНК-маркерів та генно-інженерні методи досліджень лісових деревних порід. Використання цих методів дозволило б створити банки даних для ідентифікації генотипів у популяціях, на лісонасінних ділянках і плантаціях, скласти генетичні карти плюсових та елітних дерев, дослідити фундаментальні процеси первинного та вторинного біосинтезу, створити трансгенні деревні породи та вивчити механізми їх стійкості до патогенних організмів. 

У зв’язку з вищевикладеним, вивчення генетичного потенціалу ценопопуляцій однієї з основних лісоутворюючих порід України – сосни звичайної на заході України із застосуванням різних ДНК-маркерів, дослідження її полігенної основи, розробка заходів щодо збереження біорізноманіття, відбір дерев із спадково закріпленими господарсько-цінними ознаками, використання нових технологій із застосуванням високоефективних регуляторів росту для вирощування високоякісного і біологічно стійкого садивного матеріалу та пошук молекулярних маркерів стійкості хвойних порід до фітопатогенних організмів є вельми актуальними задачами, вирішення яких дозволить лісівникам вирощувати високопродуктивні і стійкі проти патогенних організмів насадження.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась протягом 1995-2009 років у рамках наукового напряму «Підвищення продуктивності та біологічної стійкості лісових та урбанізованих екосистем» за держбюджетними темами: “Еколого-фізіологічні закономірності функціонування лісових екосистем як основи збереження їх біологічного різноманіття, підвищення продуктивності та стійкості проти несприятливих факторів довкілля” (№ державної реєстрації 0197U016040, 1997-1999 рр.); “Генетико-селекційні основи формування лісових насаджень високої продуктивності та господарської цінності в умовах Західного регіону України” (№ державної реєстрації 0100U001485, 2000-2002 рр.); “Еколого-біологічні основи переходу на вибіркову систему господарювання в букових лісах України” (№ державної реєстрації 0105U009090, 2006-2008 рр.); “Молекулярно-генетичні основи підвищення стійкості хвойних порід до найбільш небезпечних фітозахворювань” (№ державної реєстрації 0107U012812, 2007−2009 рр.), до виконання яких дисертант залучався як відповідальний виконавець і виконавець розділів.
Мета і завдання дослідження. Мета роботи – виявити фактори і механізми підтримання генетичної мінливості сосни звичайної (Pinus sylvestris L.) в умовах Заходу України, встановити найбільш ефективні гормональні речовини щодо впливу їх на ріст і розвиток сіянців сосни та дослідити молекулярні механізми стійкості останніх до дії фітопатогенів.

Завданнями досліджень передбачалось:

· дослідити і оцінити рівень внутріпопуляційної генетичної мінливісті соснових деревостанів із застосуванням хлоропластних та мітохондріальних ДНК-маркерів;

· проаналізувати генетичну мінливість материнських дерев сосни звичайної та їх півсібсових потомств та виявити параметри системи схрещування генотипів;

· вивчити багаторічну динаміку і циклічність радіального приросту сосни звичайної у зв'язку із коливаннями опадів та температури;

· виявити роль лімітуючого екологічного фактора ростових процесів у коливанні ширини річних кілець у високопродуктивних соснових деревостанах;

· виявити характер впливу гормональних речовин на проростання насіння сосни звичайної;

· вивчити особливості росту і нагромадження фітомаси однорічними сіянцями сосни в тепличних умовах та на відкритому вирівняному агрофоні під впливом стимуляторів росту;

· опрацювати генетичні основи збереження ефекту прискорення ростових процесів сіянцями сосни під впливом гормональних речовин;

· виявити молекулярні маркери стійкості сосни проти фітопатогенних організмів та дослідити характер їх дії;

· виділити ендогенний дефензин, отримати та очистити рекомбінантний дефензин;

· вивчити антифунгальну активність рекомбінантного дефензину PsDef1;

· провести аналіз диференціації природних ценопопуляцій сосни звичайної на заході України.

Об’єкт дослідження − ценопопуляції, півсібсове потомство, сіянці і насіння сосни звичайної та молекулярні чинники, які забезпечують стійкість Pinus sylvestris L. до фітопатогенних організмів.

Предмет дослідження – морфометричні, генетичні показники ценопопуляцій сосни та молекулярні механізми її стійкості.

Методи дослідження – лісівничо-таксаційні (закладання та опис пробних площ, визначення морфометричних показників), молекулярно-генетичні (виділення та ампліфікація сумарної ДНК, полімеразно-ланцюгова реакція, електрофорез у агарозному гелі), спектрофотометричні (визначення вмісту фотосинтезуючих пігментів пластид, вмісту та чистоти сумарної ДНК), біохімічні (виділення та хроматографічне очищення білків і нуклеїнових кислот, електрофорез у поліакриламідному та агарозному гелі), мікробіологічні (культивування бактерій та грибів, визначення антимікробної активності препаратів дефензину in vitro), генно-інженерні (створення бібліотеки кДНК, клонування кДНК фрагментів у плазмідні конструкції, рестрикційний аналіз плазмідної ДНК, експресія рекомбінантних білків у бактеріальній експресувальній системі), імунологічні та імунохімічні (отримання поліклональних антитіл, імуноензимний аналіз, імуноблотинг).

Наукова новизна одержаних результатів. На основі комплексних морфогенетичних досліджень ценопопуляцій і потомств сосни звичайної:

Вперше: 

· для вивчення генофонду сосни застосовано ДНК-технології. Одержані дані свідчать про високу інформативність ISSR-праймерів для оцінки міжвидової диференціації генофондів лісових порід;

· за допомогою SSR-праймерів проведено аналіз хлоропластної ДНК і вcтановлено, що навіть невеликі за площею природні ценопопуляції сосни звичайної реліктової мають високий рівень генетичної мінливості;

·  на сіянцях сосни звичайної проведено широке вивчення гормональної дії 11 регуляторів росту у різних концентраціях та у взаємодії з речовинами-проникниками і речовинами-прилиплювачами в тепличних умовах та на відкритому вирівняному агрофоні; 

· знайдено фосфотирозинзв’язувальний білок у сосни звичайної та ідентифіковано його як рослинний дефензин − PsDef1 (Pinus sylvestris defensin 1). PsDef1 є першим ендогенним дефензином голонасінних, який отримано в очищеному стані, і який здатний пригнічувати ріст низки фітопатогенних грибів (Botrytis cinerea, Fusarium solani, F. oxysporum, Heterobasidion annosum). Визначено приналежність дефензину 1 сосни до морфогенної групи рослинних дефензинів;
· створено кДНК бібліотеку семиденних проростків сосни звичайної, що відкриває можливості для вивчення функціонування геному сосни на даній стадії онтогенетичного розвитку, а також для клонування кДНК певних генів із метою отримання відповідних рекомбінантних білків. З цієї бібліотеки вперше отримано кДНК PsDef1 та PsDef2 (дефензин 2), нуклеотидні послідовності яких депоновано в GenBank (Нью-Йорк, США) під номерами EF 455616.1 та EF 455617.1;

· отримано функціонально активний рекомбінантний дефензин 1 сосни і показано його інгібіторну дію на ріст грибів, які викликають небезпечні фітозахворювання – вилягання сіянців (Botrytis cinerea, Fusarium solani, F. oxysporum), кореневу гниль (Heterobasidion annosum);

· отримано специфічні поліклональні антитіла до дефензину 1 і за їх допомогою виявлено дефензини в насінні сосни звичайної, що дозволяє сформувати нові теоретичні уявлення про механізми захисту насіння хвойних порід проти патогенних організмів.

Дістали подальший розвиток: 

· дендрохронологічні дослідження – вивчено багаторічну динаміку і циклічність радіального приросту сосни звичайної різних селекційних категорій у зв'язку з коливаннями температури та опадів. Встановлено позитивні, негативні і реперні роки для дерев трьох дослідних ценопопуляцій.

Удосконалено:

· методику виділення дефензину сосни звичайної, яка дозволила швидко і ефективно отримати електрофоретично гомогенний препарат білка (PsDef 1) з антифунгальною активністю із проростків цього виду у препаративній кількості.

Практичне значення отриманих результатів. Впровадження ДНК-технологій відкриє нові можливості в лісовій селекції і є цілком необхідним для її майбутнього розвитку, оскільки дозволяє досліджувати на новому рівні між- та внутріпопуляційну генетичну мінливість та структуру деревних порід, встановлювати філогенетичні зв’язки, вирішувати питання систематики, будувати відповідні генетичні та фізичні карти, визначати локалізацію генів у групах щеплення, клонувати їх, аналізувати еволюцію геномів, вивчати генетику популяцій та потік генів у них, аналізувати системи схрещування у природних та експериментальних популяціях, створювати банки даних для ідентифікації генотипів у популяціях, на лісонасінних ділянках і плантаціях, складати генетичні карти плюсових та елітних дерев, досліджувати фундаментальні процеси первинного та вторинного біосинтезу.

Обприскування однорічних посівів гормонами росту під плівковими покриттями та вирощування сіянців сосни у відкритому ґрунті із намоченого насіння в стимуляторах росту значно прискорює ріст сіянців, що дозволяє отримати високий вихід стандартних сіянців в однорічному віці. 

Висока антифунгальна активність, отриманого нами, високоочищеного рекомбінантного дефензину дає підстави для створення на його основі фунгістатичних препаратів.

Показано можливість використання дефензину сосни звичайної як молекулярного маркера для оцінки стійкості хвойних деревних порід до фітопатогенів, зокрема при вирощуванні садивного матеріалу хвойних порід у розсадниках та створенні лісових культур у вогнищах кореневої гнилі. Отримані антитіла до дефензину 1 можуть бути основою тест-систем для відбору в природних популяціях генотипів сосни з високою стійкістю до фітопатогенних грибів. Клонування гена дефензину сосни звичайної є перспективним для створення трансгенних культур із підвищеною стійкістю до фітозахворювань.

Одержані результати досліджень можуть бути використані також при викладанні навчальних дисциплін: "Лісівництво", "Лісові культури", "Лісова селекція", "Лісова генетика", "Фітопатологія" і "Фізіологія рослин" для студентів лісогосподарських та біологічних факультетів університетів. 
Особистий внесок здобувача. Автором розроблена програма проведення наукових досліджень, проведено збір польових і експериментальних матеріалів, їх математико-статистичне опрацювання, аналіз та написання наукових публікацій, створена лабораторія молекулярно-генетичних маркерів деревних рослин, освоєно і удосконалено нові методики біохімічних досліджень, проаналізовано сучасну літературу за темою дисертації та проведено зіставлення з отриманими даними. Дисертація написана особисто автором iз використанням особистих результатів, а також даних, отриманих за його безпосередньої участі в лабораторії молекулярно-генетичних маркерів деревних рослин під час проведення лабораторних експериментів. 

Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертації було представлено на 3th Parnas conference «Mechanisms of Cellular Signal transduction and communication» (Lviv, 2000), 4th Parnas conference «Mechanisms of Cell Activation: Biological Signals And Their Target Enzyme» (Wroclaw, 2002), 5th Parnas conference «Molecular mechanisms of cellular signaling» (Київ, 2005), International Symposium «Biotechnology approaches for exploitation and preservation of plant resources» (Yalta, 2002), І-ій міжнародній конференції «Онтогенез рослин в природному та трансформованому середовищі. Фізіолого-біохімічні та екологічні аспекти» (Львів, 2004), First (Inaugural) Ukrainian Congress for Cell Biology (Lviv, 2004), Міжнародній конференції «Фітопатогенні бактерії. Фітонцидологія. Алелопатія» (Київ, 2005), 55-науково-технічній конференції лісогосподарського факультету НЛТУ України «Наукові основи підвищення продуктивності та біологічної стійкості лісових та урбанізованих екосистем» (Львів, 2005), Міжнародній науково-практичній конференції «Лісівництво України в контексті світових тенденцій розвитку лісового господарства» (Львів, 2006), ІХ Українському біохімічному з’їзді (Харків, 2006), конференції UIFRO «Population genetics and genomics of forest trees: from gene function to evolutionary dynamics and conservation» (Мадрид, Іспанія, 2006), III-ій міжнародній конференції «Онтогенез рослин у природному та трансформованому середовищі. Фізіолого-біохімічні та екологічні аспекти» (Львів, 2007), ІІ-му Українському з’їзді клітинних біологів (Київ, 2007), 5th International Symposium on Adventitious Root Formation (Madrid, 2008), International IUFRO-CTIA 2008 Joint Conference (Quebec City, 2008), Міжнародній науковій конференції «Значення та перспективи стаціонарних досліджень для збереження біорізноманіття» (Львів, 2008).

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 54 наукові праці, з них 32 статті у фахових наукових виданнях і 22 тези доповідей на наукових конференціях.

Структура та обсяг роботи. Матеріали дисертаційної роботи  викладено на 512 сторінках комп'ютерного тексту, в тому числі основний текст – 273 сторінках. Дисертація складається із вступу, семи розділів, висновків і рекомендацій, додатків і списку використаних літературних джерел. Цифровий матеріал систематизовано у 51 таблицях, ілюстровано 65 рисунками. Додатки викладено на 133 сторінках. Список літератури охоплює 437 найменувань, із них 154 − іноземних авторів. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

ГЕНЕТИКО-ПОПУЛЯЦІЙНІ ОСОБЛИВОСТІ ФОРМУВАННЯ СОСНОВИХ ЛІСІВ

Сосна звичайна (Pinus sylvestris L.) є дуже лабільним видом, який росте в різних природно-кліматичних зонах із різницею критичних температур від -60оС до +40 оС. Вона зростає на різних типах ґрунтів – від сухих і добре дренованих супіщаного механічного складу до перезволожених, кам'янистих та на вічній мерзлоті.

Сучасний ареал сосни звичайної займає обширну територію на Євроазійському континенті. Він остаточно сформувався в постльодовиковий період внаслідок поширення сосни із рефугіумів, які знаходились як на заході (в Європі), так і на сході (в Азії) (Вульф, 1944; Артюшенко, 1959, 1982; Безусько та ін., 1985; Удра, 1982, 1988; Broda et al., 1993) і налічує від 4 до 6 тис. років (Правдин, 1964). У періоди різких змін клімату та появи льодовикового покриву ареал сосни звичайної різко зменшувався і територіально розмежовувався (Санников и др., 2003). У постльодовиковий період сосна, як невибаглива до умов середовища деревна порода, одна із перших поширювалась на території, вільні від льодовикового покриву, з ділянок, що знаходились вздовж південної межі сучасного її ареалу. В процесі формування суцільного ареалу проходило переміщення генетичного матеріалу з різних відокремлених його частин. Територіальне розмежування ареалу сосни звичайної спостерігається і на сучасному етапі його формування. На формування популяцій сосни суттєво впливає також її фенологічне розмежування (Волосянчук,1995а, 1995б; Санніков, Петрова, 2003). 

Матеріали з вивчення та розповсюдження сосни звичайної на території України висвітлено в багатьох роботах (Поварніцин, 1959; Шевченко, 1964; М'якушко, 1968, 1971; Смаглюк, 1972; Стойко, 1977; Молотков, 1981; Генсірук, 2002; Білоус, 2002, 2003; Яцик, 1977, 2007). Соснові ліси ростуть на площі 2241 тис.га, що становить 36 % вкритої лісом площі країни. На території України виділяють 9 географічно-кліматичних екотипів Pinus sylvestris L.: західно-поліський, малополіський, центральний, черкаський, східно-поліський, лівобережний, лісостеповий, сіверськодонецький, нижньодніпровський і кримський (Білоус, 2002). Сосна звичайна росте в різних природнокліматичних зонах і часто формує острівні масиви, які тривалий час функціонують ізольовано від суцільного ареалу сосни. Особливо вони характерні для південної межі ареалу сосни звичайної і гірських районів. Такі відокремлені соснові фітоценози є особливо цінними для проведення генетико-селекційних досліджень та вивчення впливу умов довкілля на процеси природного добору. 

На сучасному етапі лісові насадження піддаються значному антропогенному впливу, який пов'язаний із постійним втручанням людини в закономірні процеси розвитку лісових фітоценозів. В умовах інтенсивного ведення лісового господарства відбувається збіднення генетичного різноманіття в природних популяціях сосни звичайної, які сформувались історично. В Україні практично не залишилось природних соснових фітоценозів. У зв’язку з цим необхідним є впровадження у лісове господарство популяційно-генетичного підходу, але це пов’язано з певними труднощами. Досі немає чітких критеріїв для визначення меж популяцій деревних рослин, особливо в районах суцільного ареалу. І.В. Петрова та С.М. Санніков (1996) межею природних популяцій пропонують брати більш-менш вузьку перехідну смугу території між ними, яка характеризується відносно швидким у порівнянні з сусідніми ділянками ареалу змінами тих або інших генотипних показників. Тобто необхідно проводити широкомасштабні генетичні дослідження, які б дозволили виявити межі популяцій. Л.Ф. Правдін (1964) запропонував виділяти об’єм популяції у межах типу лісу, а не в межах лісового масиву. Враховуючи наявність крилаток у насіння сосни, а також відстань розповсюдження пилку, окремі дослідники пропонують популяційні ареали поєднувати з лісорослинними районами і навіть провінціями (Мамаев, 1973). Отже, дослідження генетичної структури популяцій сосни звичайної з метою проведення заходів щодо збереження рослинного біорізноманіття та закріплення господарсько цінних ознак у популяціях є важливим науковим і практичним завданням.

ТЕОРЕТИКО-МЕТОДОЛОГІЧНІ ЗАСАДИ ВИВЧЕННЯ МІНЛИВОСТІ СОСНИ ЗВИЧАЙНОЇ ТА БІОЛОГІЧНОЇ СТІЙКОСТІ ЇЇ НАСАДЖЕНЬ

Генетична структура основних лісоутворюючих порід в Україні на даний час вивчена дуже слабо. Відсутні банки даних для ідентифікації генотипів у популяціях, на лісонасінних ділянках і клонових плантаціях, не складені генетичні карти плюсових та елітних дерев. Основною причиною цього є відсутність нових, простих і надійних методів отримання об’єктивної інформації про генетичну різноманітність деревних рослин (Алтухов и др., 1989; Dzialuk, 2005). 

У зв’язку з цим вивчення генетичного різноманіття в популяціях деревних порід нерозривно пов’язано з вдосконаленням методів генетико-селекційних досліджень. У попередні десятиліття ряд дослідників для оцінки генотипів використовували морфолого-анатомічні показники (Правдин, 1964; Мамаев, 1973; Молотков и др., 1979; Яцык, 1981, 1989; Волосянчук, 1995; Видякин, Глотов, 1999; Санников, Петрова, 2003). Зокрема, у хвойних видів до уваги брали такі показники, як колір і форма лусок на шишках, як колір насіння і крилець, колір мікростробілів, морфолого-анатомічні показники хвої, кількість сім'ядолей у проростків тощо.
На сучасному етапі для вивчення генетичної структури популяції сосни та в селекційних цілях все ширше використовуються фізіологічно-біохімічні підходи. Вони базуються на вивченні вмісту пластидних пігментів у хвої, біосинтезу терпенових вуглеводнів і ферментів (Гришина, 1985; Гут, Криниький, 1989; Гончаренко и др., 1993; Криницький, 1993; Жиганов и др., 1995; Криницький, Гут, 1995; Петрова и др., 2000; Заїка, 2003; Санников и др., 2003, 2005, 2007; Коршиков и др., 2004, 2005).
В останні два десятиліття для вивчення генетичної структури популяцій деревних порід дослідники велику увагу приділяють дослідженню ізоферментних систем (Гончаренко и др., 1991; Шурхал и др., 1993; Prus-Głowacki and Stephan, 1994; Шиганов и др., 1995; Алтухов и др., 1996; Санников и др., 2002; Тихонова, 2003; Коршиков и др., 2004). Вважається, що цей підхід є більш надійним, оскільки ізоферменти синтезуються під прямим генетичним контролем, хоча їх визначення є не менш трудомістким процесом, ніж виявлення монотерпенових вуглеводнів.

Впровадження сучасних технологій із використанням ДНК-маркерів відкриває нові можливості в лісовій генетиці та селекції і є цілком необхідним для їх майбутнього розвитку, оскільки дозволить досліджувати між- та внутріпопуляційну генетичну мінливість і структуру, встановлювати філогенетичні зв’язки, вирішувати питання систематики, будувати відповідні генетичні та фізичні карти, визначати локалізацію генів у групах щеплення, клонувати їх, аналізувати еволюцію геномів, вивчати генетику популяцій та потік генів у них, аналізувати системи схрещування у природних та експериментальних популяціях (Календарь, Глазко, 2002; Глазко, 2003; Gribbon et al., 1999). Широко використовуються у популяційних генетичних дослідженнях лісових порід як кодомінантні ДНК-маркери: RFPL (Cheliak and Pitel, 1985; Dong and Wagner, 1993), STS (Joshi et al., 1999; Wang and Szmidt, 2001), мікросателітні SSR (Vendramin et al., 2001), так і домінантні ДНК-маркери: RAPD (Bowditch et al., 1993; Williams et al., 1993), SCAR (Martin et al., 1991), міжмікросателітні ISSR (Rakoczy-Trojanowska and Bolibok, 2004; Wolfe, 2005), REMAR (Hemmat et al., 1994), AFLP (Mueller and Wolfenbarger, 1999; Bussell et al., 2005; Mba and Tohme, 2005) та інші.

Слід відзначити, що у даний час створення нових технологій із застосуванням високоефективних регуляторів росту рослин також базується на знаннях про молекулярні механізми дії фітогормонів, вивченню яких присвячена низка фундаментальних досліджень (Лихолат, 1983; Ракитин, 1983; Полевой, 1984; Кефели, 1984, 1985, 1987; Меняйло, 1987; Терек, 1990). Результати цих теоретичних досліджень уже знайшли застосування в практиці сучасного рослинництва (Пономаренко, Черемха, 1997; Романюк та ін. 1997, 1998, 2002; Терек, Романюк, 1999; Єгупова, 2002; Яворовський, 2004; Гавриленко та ін., 2004). В останній час розроблено низку нових стимуляторів росту, які характеризуються високою ефективністю дії. Серед них широкого застосування набули агростимулін, бетастимулін, зеастимулін, івін, люцис, потейтин, емістим С, триман-1, трептолен, чаркор, гумат натрію тощо (Романюк та ін., 1997; Пономаренко, 1999). Їх рекомендують використовувати на різних етапах онтогенезу рослин – від пророщування насіння до вирощування культур (Родин, Попова, 1999; Романюк, 1999; Ведмідь, 2001; Борисова, 2002, 2005; Мусіяка, 2002; Романюк та ін. 2002; Гавриленко та ін., 2004; Угаров та ін., 2005). 

Багато робіт присвячено також вивченню впливу біологічно активних речовин на проростання насіння і ріст сіянців деревних порід (Борисова, 2002; Попов, 2004; Ведмідь, Попов, 2004; Приседська, 2004; Угаров, 2005; Сірик та ін., 2006). Встановлено, що у хвойних рослин обробка насіння сприяла підвищенню його схожості (Ведмідь, 2001; Сірик та ін., 2006), збільшенню біометричних показників і маси сіянців (Родин, Попова, 1999; Приседська, 2004; Угаров, 2005; Вешицький та ін., 2006; Гут, 2008) та покращенню приживлюваності саджанців (Ведмідь, 2001). Водночас молекулярні механізми дії регуляторів росту на ріст та розвиток хвойних рослин ще не досліджено.

Важливим напрямком сучасних досліджень у лісівництві є підвищення біологічної стійкості лісотвірних деревних порід. У вирішенні цієї проблеми важливе місце посідають дослідження молекулярних чинників, які забезпечують стійкість рослин до фітозахворювань, зокрема рослинних дефензинів (Roberts and Selitrennikoff, 1986; Terras et al., 1993; Chagolla-Lopez et al., 1994; Broekaert et al., 1995; Osborn et al., 1995; Broekaert et al., 1997; Patel et al., 1998; Segura et al., 1998; Gao et al., 2000; Fossdal et al., 2003). Однак у даний час дослідження молекулярних основ реагування рослин на біотичний стрес проводяться, в основному, на сільськогосподарських культурах, а механізми захисної відповіді хвойних порід на дію фітопатогенів є практично не вивченими. Тому вивчення біологічної активності дефензину сосни звичайної та його участі у формуванні стійкості хвойних порід до патогенних організмів є одним з пріоритетних завдань генетичних досліджень.

ОБ’ЄКТИ І МЕТОДИЧНІ АСПЕКТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Для вивчення генетичної мінливості ценопопуляцій сосни звичайной за допомогою ДНК-маркерів та лісівничо-таксаційних показників відібрано насадження і закладено тимчасові пробні площі в різних геоморфологічних регіонах заходу України: Розточчя, Мале Полісся, Волинське Полісся (Шацьке поозер'я), Українські Карпати (Горгани) та НПП "Святі гори" (Донецький кряж), які суттєво відрізняються між собою за кліматичними показниками та ґрунтовими умовами. Загалом, об'єктами досліджень слугували різного віку насадження сосни звичайної природного і штучного походження, які сформувались у різних лісорослинних районах під впливом різних екологічних факторів. У генетичних і дендрохронологічних дослідженнях використано 460 дерев сосни віком 50–130 років, які відібрано в 17 ценопопуляціях. Найбільш детальні лісівничо-таксаційні, дендрохронологічні та генетичні дослідження проводили в плюсових насадженнях ДП "Буське лісове господарство", ДП "Радехівське лісомисливське господарство" та нормальному насадженні Страдчівського навчально-виробничого лісокомбінату.

Для лісівничо-таксаційної характеристики соснових насаджень і вивчення морфогенетичної мінливості та біохімічних механізмів стійкості сосни звичайної у ценопопуляціях нами використано чотири групи методів досліджень: морфометричні, фізіолого-біохімічні, молекулярно-генетичні та генно-інженерні.

Закладання пробних площ у відібраних соснових насадженнях проводили за загальноприйнятою методикою (Анучин, 1982; ОСТ 56-69-83, 1984). Таксаційні показники деревостанів визначали за діючими нормативно-довідковими матеріалами (Никитин и др., 1984; Швиденко, Строчинський и др., 1987). Для визначення висоти, протяжності крони, висоти підняття грубої кори використовували лазерний висотомір (гіпсометр) "Vertex II" (CSP Outdoors). Радіальний приріст дерев вивчали на висоті 1,3 м шляхом відбору кернів віковим буравом Преслера по двох супротивних радіусах (Колищук, 1967). Ширину річних кілець вимірювали на півавтоматичній установці для дендрохронологічних досліджень фірми "Zeiss" із автоматичною реєстрацією даних. Отримані дендрохронологічні ряди синхронізовували з календарними роками утворення кожного річного приросту (кільця) за програмою COFECHA. Індексацію дендрошкал проведено за допомогою програми ARSTRAN. Для опису подібності річних кілець різних моделей використовували коефіцієнт подібності -мінливості (Карпавичюс, 1981).
Вивчення впливу різних стимуляторів на ріст і розвиток сіянців сосни звичайної проводили в поліетиленовій теплиці літнього типу і на відкритому ґрунті з вирівняним агрофоном. У дослідженнях використовували гетероауксин (200 мг/мл), гіберсіб (200 мг/мл), α-нафтилоцтову кислоту (100-500 мг/мл ), гумат натрію (10 г/мл), триман-1 (концентрація 0,01%), агростимулін (0,1%), емістим С (0,1-0,2 %), івін (0,1%), зеастимулін (0,1%), біостимулін (1-2%) та розчин KNO3 (0,1-1%), Поряд із цим дію ростових речовин вивчали в поєднанні з плівкоутворюючими розчинами фодексу (1 і 5%) і сахарози (1%) та речовинами-проникниками - поліетиленгліколем-6000 (1%) і полівінілпіролідоном K-25 (1%). В кінці вегетаційного періоду із кожного варіанту досліду відбирали по 50 середніх за величиною сіянців та визначали їх висоту, довжину головного кореня, діаметр кореневої шийки, довжину хвоїнок та фітомасу хвої, пагонів і кореневих систем.

Вміст пластидних пігментів визначили за загальноприйнятими методиками (Починок, 1980; Казаков, 2000). 
Для вивчення спектру білків проростків сосни звичайної насіння 1 класу пророщували в стерильних умовах на фільтрувальному папері, змоченому дистильованою водою, при температури 26 °С в чашках Петрі, герметично закритих парафіном. Проростки та ендосперм виділяли на 1, 3, 5, 7 добу проростання, заморожували у рідкому азоті та зберігали при -70 0С до їхнього використання.

Для виділення та очистки дефензину з проростків сосни звичайної застосовували стандартні методики препаративної біохімії: осадження білків сульфатом амонію, центрифугування, іонообмінну хроматографію. Концентрацію білка в клітинних лізатах та в очищених препаратах білків визначали колориметричним методом із використанням Coomassie Protein Reagent («Pierce»).

Гомогенність і чистоту отриманих білкових препаратів аналізували електрофоретичним розділенням у 5-22% ДСН-ПААГ у системі Леммлі (1970) або в трис-трициновій буферній системі (Schägger and Jagow, 1987). Після електрофорезу гелі забарвлювали діамантовим синім Coomassie G-250 або азотнокислим сріблом за модифікованою методикою A. Shevchenko (1996).

Антимікробні властивості дефензину досліджували щодо фітопатогенних грибів родів Botrytis, Fusarium, Alternaria, які отримано з Інституту мікробіології та вірусології НАН України, за стандартними методиками (Broekaert et al., 1990). 

Виділення сумарної ДНК із свіжих зразків хвої проводили модифікованим СТАБ-методом Дж. Дойла (1987, 1990), тотальної РНК із свіжозаморожених у рідкому азоті коренів семиденних проростків сосни – модифікованим методом літієво-хлоридної преципітації (Chang, 1993). Якість отриманої сумарної РНК перевіряли електрофоретичним і спектрофотометричним методами. Полі(A)+РНК очищали афінною хроматографією на оligo(dT)25 носії Dynabeads (“Dynal”). Конструювання бібліотеки кДНК сосни звичайної проводили з використанням наборів Zap Express cDNA Synthesis Kit та Zap Express cDNA Gigapack III Gold Cloning Kit (“Stratagene”, США).

Полімеразно-ланцюгову реакцію проводили в ампліфікаторі «Proteus» («Helena BioSciences», Велика Британія) із використанням реактивів виробництва «Fermentas» (Литва) у такому режимі: 94 (С, 3 хв.; 30 циклів [94 (C, 1 хв.; 60 (С, 1  хв.; 72 (С, 1 хв.] і після останнього циклу 5 хв. при 72 (С. 

Генно-інженерні експерименти (виділення плазмідної ДНК, електрофорез ДНК в агарозному гелі, елюцію фрагментів ДНК із гелю, гідроліз ДНК рестриктазами, лігування ДНК, клонування гена, отримання компетентних клітин, трансформацію бактерій) проводили за стандартними методиками (Маниатис, 1984).

Мас-спектрометричний аналіз пептидів проводили на мас-спектрометрі Q-TOF I („Micromass”, Велика Британія). Секвенування нуклеотидних послідовностей рекомбінантних конструкцій здійснювали за допомогою автоматичного ДНК секвенатора ABI 73TM (“Applied Biosystems”, Велика Британія) у Лондонському університеті.

Рекомбінантний дефензин сосни (рекPsDef1) отримано шляхом експресії його кДНК в бактеріальній системі Escherichia сoli штаму BL21(DE3) та очистки афінною хроматографією на глутатіон-сефарозі. Очищений препарат рекPsDef1 використовували для імунізації кролів для отримання поліклональних антитіл. Титр антитіл визначали твердофазним імуноензимним та імунодот-блот аналізом. 

Експресію гена PsDef1 на рівні білка у тканинах проростків сосни визначали методом імуноблотингу з використанням отриманих нами специфічних поліклональних антитіл. Імунореактивні білки виявляли за реакцією посиленої хемілюмінесценції (“Amersham”, Велика Британія).

Cтатистичну обробку даних та побудову графіків здійснювали за допомогою програм Statistica 7.0 та Excel 2003 відповідно до загальноприйнятих алгоритмів. Для аналізу гомології ДНК та білків використовували електронну службу BLAST 2.0 Національного центру біотехнологічної інформації США.
МОРФОМЕТРИЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА МАТЕРИНСЬКИХ ДЕРЕВ ТА ПІВСІБСОВОГО ПОТОМСТВА СОСНИ ЗВИЧАЙНОЇ

Для проведення морфометричних і генетичних досліджень у дослідних ценопопуляціях відбирали по 30 модельних дерев сосни звичайної, які представляли різні селекційні категорії – плюсову, нормальну і мінусову. 

Середня висота плюсових дерев буської ценопопуляції становила 37,7 м, середній діаметр − 61,5 см і середній об'єм стовбурної деревини одного дерева − 4,77 м3. У плюсових дерев лопатинської ценопопуляції ці показники відповідно становили 38,7 м, 57,6 см і 4,29 м3, а в страдчівської – 31,2 м, 53,3 см і 3,03 м3. Необхідно відмітити, що у межах селекційних категорій модельні дерева характеризуються значною індивідуальною мінливістю за біометричними показниками.

Однією із селекційних характеристик дерев є біометричні показники крони. В плюсових дерев буської ценопопуляції середня протяжність крони становить 15,4 м, відносна її довжина 40,8 %, а діаметр 7,5 м. В нормальних дерев буської ценопопуляції ці показники відповідно становили 10,2 м, 29,5 % і 5,2 м, а в мінусових – 8,1 м, 25,0 % і 4,3 м. У плюсових дерев сосни лопатинської протяжність крони становить 11,8 м, відносна її довжина − 30,4 % і діаметр − 7,4 м. В лопатинській ценопопуляції, на відміну від дерев буської, нормальні дерева, в цілому, розвивають більші крони, ніж плюсові. В нормальних дерев страдчівської ценопопуляції, порівняно з плюсовими і мінусовими, протяжність крони виявилась найбільшою. Вона становить 10,3 м, що дорівнює 33,1 % висоти дерева. В плюсових дерев цей показник становить 8,4 м (27,0 %), а мінусових – 8,5 м (30,8 %). Діаметр крони закономірно зменшується від плюсових (8,3 м) до мінусових (5,3 м) дерев.

Розвиток грубої кори характеризує певні генетико-селекційні ознаки. В плюсових дерев буської ценопопуляції вона формується до висоти 15,4 м, в нормальних – до 14,8 м, а в мінусових – до 14,1 м. В страдчівській ценопопуляції плюсові дерева характеризуються найвищим підняттям грубої кори (17,2 м), а нормальні – найнижчим (12,6 м).

Відібрані на основі аналізу морфометричних показників та просторового розміщення по площі модельні дерева різних селекційних категорій повною мірою представляли генофонд буської, лопатинської і страдчівської ценопопуляцій сосни звичайної у проведених нами генетичних дослідженнях.

Ріст півсібсових потомств сосни звичайної. Встановлено, що родини буської ценопопуляції, вирощені з насіння репродукції 1981 року, в 22-річному віці досягли висоти 13,4–14,6 м, діаметра 14,3–15,1 см і запасу стовбурової деревини 194–460 м3/га, при густоті зростання 1407–3229 шт./га. Висота 21-річних потомств репродукції 1982 року коливається в межах 13,3–14,4 м, діаметр – 14,2–18,3 см, запас стовбурової деревини – 165–346 м3/га і густота – 1175–3040 шт./га. Найбільшою диференціацією за лісівничо-таксаційними показниками відзначаються наймолодші 20-річні потомства, вирощені з насіння репродукції 1983 року. Вони досягли висоти 11,4–13,8 м, діаметра – 11,6–14,9 см, запасу – 209–386 м3/га і зростають при густоті – 2311–4114 шт./га. 

Серед цих потомств високу інтенсивність росту, протягом усього періоду спостереження виявлено в деяких родин як плюсових (+1, 58/10), нормальних (3Н, 4Н, 6Н), так і мінусових (-1, -3) дерев. За висотою вони перевищують показники контрольного варіанту на 6,9–19,0 % за діаметром − на 5,5–17,3 %, за запасом стовбурної деревини − на 10,9–27,8 %. Окремі родини (55/7, 64/8a) з часом покращили інтенсивність росту, а інші значно погіршили (85/21, -4)

У 20-річних потомств страдчівської ценопопуляції середня висота становила 12,1–13,7 м, діаметр – 13,2–14,5 см і запас деревини 270–428 м3/га. Родини переважно плюсових дерев (+1, +2, +3, +4, +5) і окремих мінусових (-7) виділяються високою інтенсивністю росту. За висотою вони перевищують контроль на 4,0–8,7 %. Встановлено значне зниження інтенсивності росту в останній період у родини модельного дерева -6.

Отже, високою енергією росту і продуктивністю характеризуються потомства не тільки плюсових, але і нормальних та мінусових дерев. Основні закономірності росту цих потомств, які спостерігались на початковому етапі формування (до 8–10 років) збереглись і при досягненні ними 20–22-річного віку. 

Дендрохронологічні дослідження материнських деревостанів. Ріст дерев в ценопопуляціях зумовлений з одного боку впливом зовнішніх (мікрокліматичних, грунтово-гідрологічних та ін.) факторів, а з іншого – генетичними особливостями. Величина річного приросту значною мірою залежить від реакції генотипу на річні коливання кількості опадів і тепла, їх розподілу протягом року. Середнє значення радіального приросту в плюсових дерев буської ценопопуляції становить 1,74-2,58 мм, в нормальних – 1,20-1,94 мм і в мінусових – 0,68-1,64 мм. У плюсових дерев лопатинської ценопопуляції ці показники становили 1,64-3,23 мм, а у нормальних − 1,47-3,19 мм. У плюсових дерев страдчівської ценопопуляції середній радіальний приріст виявився на рівні 1,83-2,76 мм, в нормальних – 1,68-3,42 мм і в мінусових – 1,12-1,88 мм .

Аналіз динаміки радіального приросту дерев буської ценопопуляції показує, що в першій половині онтогенезу (до 1960 року) у переважної кількості дерев величина радіального приросту залишилась на високому рівні. Починаючи з 1960 року, у них спостерігався значний спад інтенсивності ростових процесів. Однак в окремих дерев (57/9, 64/8, 84/20, 5Н) підвищена ростова активність продовжувалась у 1970-1980 роки. В плюсових дерев 53/5, 54/6, 55/7, 57/9, 58/10, 60/12, 82/18, 83/19, 84/20, 85/21, в нормальних – 5Н, 13Н і мінусового – -12 відзначається різке збільшення радіального приросту в останній період (2000-2004 роки). У більшості плюсових і нормальних дерев лопатинської ценопопуляції зниження інтенсивності радіального приросту також почалось у період з 1960 по 1969 роки, хоча окремі дерева продовжували інтенсивно рости і в період з 1970 по 1979 рік. У дерев 8/9, 30/40, 3Н висока інтенсивність ростових процесів спостерігається впродовж усього періоду спостереження. Аналогічні тенденції у ростових процесах спостерігаються і в дерев страдчівської ценопопуляції. Отже, окремі модельні дерева характеризуються високою ростовою активністю камбію протягом всього періоду росту. Високими показниками росту за діаметром відзначаються не тільки плюсові, а і деякі нормальні дерева, Це вказує на їх високий генетичний потенціал, який в конкретних умовах середовища не реалізувався повною мірою за весь період росту.

Для характеристики особливостей росту за діаметром протягом 1925 по 2004 роки використано відносні показники приросту (індекси). Дослідження показало, що усереднені індекси по 20-річних періодах у дерев змінюються слабо. Їх показники дерев різних селекційних категорій в ценопопуляціях становили 0,86-1,34. Найменшою мінливістю індексів приросту характеризуються дерева страдчівської ценопопуляції (0,89-1,120), а найбільшою – буської ценопопуляції (0,89-1,34). Відмінностей між динамікою індексів приросту дерев різних селекційних категорій росту не виявлено.

Коефіцієнти подібності дендрорядів дерев в ценопопуляціях виявились, як правило, високими і середніми. Низьких показників подібності дендрорядів (менше 50 %) між деревами досліджуваних ценопопуляцій не виявлено. Це вказує на їх однотипний характер росту в даних умовах.

Для виявлення індивідуальної реакції окремих дерев на коливання мікрокліматичних показників визначено коефіцієнт чутливості в дерев різних селекційних категорій. У плюсових дерев буської ценопопуляції його значення становило 0,258-0,419, у нормальних – 0,287-0,503 і мінусових – 0,314-0,412. У дерев лопатинської ценопопуляції показники коефіцієнтів чутливості, відповідно, становили 0,192-0,427, 0,304-0,547 і в страдчівської – 0,309-0,312, 0,239-0,359 і 0,267-0,393. Отже, у переважної кількості дерев коефіцієнт чутливості виявився середнім і знаходиться в межах 0,2-0,4. Прослідковується тенденція до його збільшення в нормальних і мінусових дерев, особливо в буській і лопатинській ценопопуляціях.

Результати дослідження кореляційного зв'язку між середніми індексами ширини річних кілець модельних дерев і середньомісячною температурою за 20-річні періоди показали, що коефіцієнти кореляції характеризуються, як правило, слабкими і помірними значеннями. Найбільш високою тіснота зв'язку індексів приросту виявилась з температурою березня (0,399-0,711). Зв'язок індексів радіальних приростів із кількістю опадів виявився ще нижчим, ніж з температурою, оскільки опади в даному регіоні досліджень не носять лімітуючого характеру.

Індивідуальна мінливість дерев сосни різних селекційних категорій за реакцією радіального приросту на зміну температури і кількості опадів виявилась слабкою. Отже, основні мікрокліматичні показники в районі Малого Полісся і Львівського Розточчя не лімітують ріст дерев сосни звичайної за діаметром протягом всього періоду онтогенезу. Очевидно їх диференціація за діаметром викликана більшою мірою спадковими факторами.

ГЕНЕТИЧНА МІНЛИВІСТЬ ТА ДИФЕРЕНЦІАЦІЯ ЦЕНОПОПУЛЯЦІЙ СОСНИ ЗВИЧАЙНОЇ

Величина та розподіл генетичної мінливості всередині виду є надзвичайно важливими для його еволюційного потенціалу. Загалом вони визначають шанси на виживання виду. Тому оцінка і дослідження генетичної мінливості є ключовим питанням у розробці ефективних стратегій збереження видів та виявлення тактики відбору дерев із спадково закріпленими господарсько цінними властивостями.

Встановлення генетичної структури в ценопопуляціях сосни звичайної за допомогою хлоропластних мікросателітів. Для встановлення генетичної структури гірських і рівнинних ценопопуляцій сосни, поширеності гаплотипів та визначення рівня диференціації соснових ценопопуляцій використано десять мікросателітних послідовностей ДНК хлоропластів: Pt26081, Pt36480, Pt45002, Pt30204, Pt71936, Pt15169, а також PCP87314, PCP41131, PCP102652, PCP1289, які були проаналізовані з використанням удосконаленого протоколу ПЛР (Dzialuk, Burczyk, 2005).
Гірські ценопопуляції. Проаналізовано генетичну структуру 10 ценопопуляцій реліктової сосни звичайної, зростаючої в Карпатах і за місцем розташування (гірські вершини, болота) поіменованих як: "Високий Камінь", "Клива", "Лютошари", "Мшана", "Турова дача", "Сокіл", "Ширковець", "Осій", "Джурджі", "Піги". За результатами аналізу у десяти локусах хлоропластної ДНК 283-ох дерев сосни різних ценопопуляцій виявлено 52 алелі. Для кожного локусу було встановлено від 3 (PCP102652) до 8 (Pt15169) алелей. Аналіз частоти алелей в локусах вказує на значну мінливість дерев у ценопопуляціях. Найбільшою частотою у деревах переважної кількості ценопопуляцій характеризуються алелі 107, 143, 170, 105, 112, 136 і 114 (0,667-1,00). Також виявлено мономорфні локуси у наступних ценопопуляціях: "Клива" і "Лютошари" (Pt36480), "Мшана" (Pt45002), "Високий Камінь", "Осій", "Джурджі" і "Піги" (PCP41131). В окремих ценопопуляціях частота алелей виявилась низькою. Так, частота алелі 107 (Pt26081) у дерев ценопопуляції "Джурджі" становить 0,267, тоді коли в інших ценопопуляціях 0,667-0,933. Загалом за частотою найбільш поширених алелей ценопопуляції "Осій" (Pt71936), "Ширковець" (Pt15169) і "Сокіл" (Pt30204) найбільшою мірою відрізняються від інших ценопопуляцій. Слід відзначити, що велика кількість алелей: 105, (Pt26081), 144, 145, 146 (Pt36480), 166, 168, 174 (Pt45002), 111, 114 (PCP87314), 130, 135 (PCP41131), 148 (Pt71936), 113, 115 (PCP102652), 146 (Pt30204) трапляються тільки в дерев окремих ценопопуляцій, як правило, з низькою частотою (0,033-0,067). Це свідчить про проходження в цих ценопопуляціях природного відбору дерев певного генотипу. 
Всього у 10 ценопопуляціях виявлено 105 унікальних гаплотипів або 80,2 % від їх загальної кількості – 131. У ценопопуляції "Високій камінь" їх виявилось всього 4 у 4 дерев. Порівняно невеликою кількістю унікальних гаплотипів (6-9) характеризуються ценопопуляції "Мшана", "Лютошари", "Клива" і "Джурджі". Спільних гаплотипів для двох ценопопуляцій нами відзначено лише 18 у 54 дерев сосни звичайної реліктової. Найбільше спільних гаплотипів для двох ценопопуляцій виявлено в ценопопуляціях "Високий Камінь" (5), "Турова дача" (5) і "Ширковець" (5), а найменше в ценопопуляції "Джурджі" (2). Спільних гаплотипів для трьох і більше ценопопуляцій виявлено вісім. Серед них найбільш представленим є гаплотип Н3, який трапляється в 14 дерев шести ценопопуляцій. Більшість інших гаплотипів (Н10, Н24, Н32, Н51, Н82, Н91) трапляються у трьох ценопопуляціях 4-23 дерева, а гаплотип Н12 виявлено в 7 дерев чотирьох ценопопуляцій.

Отже, в досліджуваних ценопопуляціях сосни Карпат виявлено від 11 до 25 гаплотипів при середньому значенні 17,1. Найбільш високою гаплотипною мінливістю характеризуються ценопопуляції "Турова дача", "Сокіл", "Ширковець", "Осій" і "Піги" (19-25 гаплотипів). В інших ценопопуляціях трапляється тільки 11-14 гаплотипів. Аналогічним чином змінюється в ценопопуляціях ефективне число гаплотипів, яке коливається від 5,29 ("Мшана") до 20,46  ("Турова дача"). Чіткого кореляційного зв’язку між кількістю гаплотипів і знаходженням ценопопуляцій сосни над рівнем моря не виявлено.
Внутріценопопуляційна гаплотипна різноманітність є високою у всіх ценопопуляціях (Не=0,839-0,984). Водночас розподіл генетичної мінливості поміж ценопопуляціями, отриманої за допомогою аналізу AMOVA, показав, що відсоток генетичної мінливості, спричиненої відмінностями між ценопопуляціями, є низьким, але доволі істотним (Fst=0.07, P=0.001). Більшою мірою генетична мінливість проявлялась в межах однієї ценопопуляції, що є характерною ознакою внутріценопопуляційної різноманітності. Середня відстань між індивідуумами ценопопуляцій згідно з SMM складала 3,65. У ценопопуляціях вона коливається в межах 2,46-5,07. Середнє значення генетичної різноманітності всередині окремої ценопопуляції, отримане нами, є одним із найвищих для сосни звичайної.

Аналіз головних компонент (PCA), проведений з допомогою матриці генетичних відстаней Nei, виявив, що чотири ценопопуляції ("Високий Камінь", "Мшана", "Джурджі" і "Піги") суттєво ізольовані від інших (рис.1). Інші ценопопуляції проявляють генетичну подібність між собою.
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Загалом нами у ценопопуляціях сосни звичайної в Карпатах виявлено 131 гаплотип, із яких 105 є унікальними і трапляються лише в одній ценопопуляції, 18 – характерні для двох ценопопуляцій, а 8 – для трьох і більше. Рівень гаплотипної мінливості в середині ценопопуляцій виявився дуже високим (Не=0,977), а міжценопопуляційний – низьким (Fst = 0,07).
Рівнинні ценопопуляції. Аналіз частоти алелей в дев’яти локусах хлоропластної ДНК у дерев ценопопуляцій сосни звичайної, які сформувались на Розточчі (страдчівська, розточанська ценопопуляція), Малому Поліссі (буська, лопатинська), Волинському Поліссі (ростанська, світязька) і Донецькому кряжі (слов(яногірська) показав наявність 50 алелей. Найбільшою частотою у всіх ценопопуляціях (0,517-1,000) характеризуються алелі 105 (локус Pt26081), 141 (Pt36480), 103 (PCP1289), 111 (PCP87314), 135 (PCP41131), 113(PCP102652). Таким чином, суттєвих відмінностей між рівнинними і гірськими ценопопуляціями сосни за частотою алелей в локусах хлоропластної ДНК не виявлено.
У 89 дерев сосни буської, лопатинської, страдчівської ценопопуляцій знайдено 80 гаплотипів. З них 75 гаплотипів є унікальними, такими, які зустрічаються лише один раз у дерев ценопопуляцій. П’ять гаплотипів зустрічаються у двох і більше дерев. Найбільш поширеним є гаплотип Н57, який виявлено в дерев 2/3, 6/7, 14/16, 1Н лопатинської, 4Н буської і в 19Н страдчівської ценопопуляції. Отримані результати свідчать про високу внутріценопопуляційну генетичну мінливість дерев сосни звичайної.
Встановлено, що кореляційні зв’язки між індексами радіальних приростів у дерев з однаковим гаплотипами є, як правило, слабкими. Тільки між деревом 15/17 і 55/7 (гаплотип Н13) кореляційне відношення дорівнює 0,703. Між деревами 2/3 і 6/7, 6/7 і 14/16, 4Н і 1Н, 2/3 і 1Н, 6/7 і 1Н, 14/16 і 1Н, 2/3 і 19Н, 6/7 і 19Н спостерігається помірна кореляційна залежність ((=0,411−0,587). Отже, у дослідних дерев трьох ценопопуляцій, які характеризувались однаковими гаплотипами, визначеними на основі різних локусів хлоропластної ДНК, подібність у формуванні радіального приросту виявилась незначною.
Аналіз генетичної структури півсібсових потомств сосни звичайної. Для вивчення особливостей запилення материнських дерев сосни звичайної буської ценопопуляції та впливу запилювачів на ріст півсібсових потомств проаналізовано генетичну мінливість у десяти локусах їх хлоропластної ДНК. Встановлено, що в локусах хлоропластної ДНК півсібсових потомств знаходиться від 1 до 7 алелей при ефективній кількості 1,0-4,6. Найменшою кількістю алелей характеризуються локуси Pt41131 (1-3), PCP41131 (1-2) і PCP102652 (1-2), а найбільшою – Pt30204 і Pt15169 (4-7). У материнських дерев сосни середнє значення алелей на локус становить 3-7.
Найбільшою частотою у потомств і материнських дерев характеризуються алелі 141, 169, 111, 135. Алелі 103, 142, 165, 167, 171, 101, 105, 113, 134, 141, 147, 112, 114 зустрічаються дуже рідко. Поява рідких алелей в локусах півсібсових потомств залежить від року репродукції, тобто зумовлена запилювачами. 
Аналіз генетичної мінливості материнських дерев та їх півсібсових потомств показав, що за більшістю локусів вона є слабкою. Тільки за локусами Pt71936, Pt15169 і Pt30204 генетична мінливість є високою і становить 0,562-0,782. 
У 296 модельних дерев чотирьох потомств трьох репродукцій сосни буської ценопопуляції виявлено 169 гаплотипів, з яких 119 є унікальними, 25 – подвійними і 9 – потрійними. Необхідно відзначити, що гаплотична структура півсібсових потомств різних років репродукції є неодинаковою, що зумовлено зміною запилювачів.
За генетичною відстанню Нея, яка розрахована за розподілом гаплотипів в півсібсових потомств, найбільшою подібністю характеризуються родини дерева 56/8 1981 і 1983 років репродукції (рис. 2). Потомство цього дерева 1982 року репродукції виявилось значно віддаленим і характеризується високою подібністю гаплотипної структури з моделями потомства дерева +1 1982 року репродукції. 
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Значно більшою відмінністю за розподілом гаплотипів характеризуються родини дерев +1 і 58/10 різних років репродукції. Так, потомство дерева 58/10 1981 і 1983 років репродукції за гаплотипним складом хлоропластної ДНК виявилось дуже подібним до потомства дерева -5 1983 року репродукції і значно відрізняється від свого потомства 1982 року репродукції. Серед усіх потомств буської ценопопуляції найбільш генетично віддаленою виявилась родина +1 1983 року репродукції.

Більш детальний аналіз гаплотипів моделей потомств дерев буської ценопопуляції показує, що процеси запилення в насадженні носять стохастичний характер. Материнські дерева запилюються багатьма батьківськими деревами. В потомствах виявлено екземпляри дерев, які мають одинаковий гаплотип з окремими батьківськими деревами. В значної кількості потомків материнських дерев 56/8, 58/10, +1 і -5 батьківськими деревами є нормальні дерева 4Н, 7Н, 10Н і мінусові – -5, -6, -8. Всі батьківські дерева знаходяться на різній відстані від материнських дерев –від декількох метрів до 200 м і більше. Загалом переміщення пилку відбувається, в основному, з північного сходу на південний захід. Необхідно також відзначити, що самомозапилення у всіх досліджуваних материнських дерев є нульовим, про що свідчить відсутність у півсібсів різних років репродукції спільних гаплотипів з їх материнськими деревами. 

Впливу запилювачів на інтенсивність росту дерев у півсібсових потомствах не виявлено. Як при запиленні плюсових материнських дерев плюсовими батьківськими деревами, так і нормальними та мінусовими, дерева в півсібсових потомствах характеризуються різною інтенсивністю росту – від швидкорослих до повільнорослих. Очевидно, інтенсивність росту дерев не визначається генетичними структурами хлоропластів, а залежить від полімерної взаємодії багатьох генів ядерної ДНК. У плюсових дерев +1 і 58/10 півсібсове потомство характеризується високою інтенсивністю росту незалежно від складу запилювачів. Це вказує на високу зумовленість росту цих півсібсових родин генетичною структурою материнських дерев.
Вивчення філогенетичних зв’язків ценопопуляцій сосни звичайної за допомогою мітохондріальної ДНК. У дерев хвойних порід мтДНК успадковується по материнській лінії і передається потомству лише через насіння, що робить генетичні маркери на її основі порівняно з ядерними більш придатними для оцінки географічної диференціації популяцій та довготривалих ефектів генетичного дрейфу. 
У зв’язку з цим нами досліджено поліморфну ділянку інтрону (екз. В/C) гена nad 1 (NADH дегідрогеназа) мітохондріальної ДНК у дерев сосни гірських карпатських ценопопуляцій, Розточчя, Малого Полісся, Волинського Полісся, Донецького кряжу, а також у кліматичних екотипів географічних культур на Розточчі за допомогою полімеразно-ланцюгової реакції (ПЛР) із використанням специфічних праймерів. Встановлено, що в рівнинних ценопопуляціях сосни звичайної заходу України продукт ампліфікації має довжину 217-221 п.н., що відповідає гаплотипу (a( (Soranzo et al., 2000). Цей гаплотип виявлено у слов(яногірській ценопопуляції сосни у Донецькій області (221 п.н), у гірських ценопопуляціях Карпат (217-220 п.н.) і в кліматичних екотипів географічних культур сосни (218-224 п.н.). Частота гаплотипу (a( у всіх ценопопуляцій заходу України і кліматичних екотипів сосни становила 1,00.

Відсутність поліморфізму за даною ділянкою мтДНК очевидно свідчить про низький рівень потоку генів між ізольованими гірськими ценопопуляціями та ценопопуляціями основного ареалу сосни звичайної або про його повну відсутність.
ВПЛИВ РЕГУЛЯТОРІВ РОСТУ НА ПРОРОСТАННЯ НАСІННЯ ТА РІСТ СІЯНЦІВ СОСНИ ЗВИЧАЙНОЇ

Вплив стимуляторів на ріст сіянців сосни звичайної в теплиці. Досліди проводили з сіянцями сосни звичайної протягом вегетаційного періоду 2003 року в теплиці літнього типу, покритій поліетиленовою плівкою. Насіння сосни перед висівом намочували в 0,3 % розчині фундазолу для його знезаражування й індукції ростових процесів. Висівання проводили в першій декаді квітня рядковим способом у суміш торфу і кормового компосту (рН=5,5) з розрахунку 1,5 г насіння на один погонний метр і на глибину до 1,0 см.
Протягом вегетаційного періоду полив сіянців проводили водними розчинами гетероауксину і гібберсібу (200 мг/л) у варіантах: чистий реактив; реактив із поверхнево активною речовиною ОП-10; реактив із сахарозою; реактив із поліетиленгліколем (ПЕГ-6000). Полив сіянців проводили на 60 і 90 день після висіву насіння. Перший полив здійснювали з метою прискорення росту сіянців у висоту, оскільки досліди показують, що інтенсивний їх ріст спостерігається всередині червня, коли вже майже повністю сформувалась хвоя. Другий полив проводили для прискорення росту сіянців у товщину і більш інтенсивного розвитку кореневої системи.

Дослідження показали, що реакція сіянців сосни звичайної на дію різних екзогенних регуляторів росту характеризується значною специфічністю. Гетероауксин, внаслідок впливу низького рН діє на ріст, розм’якшення стінок клітин, закладку коренів і поділ клітин. Як результат цього, у сіянців спостерігається значний приріст наземної частини за висотою: при концентрації 200 мг/л - 26,8 % у порівнянні з контролем. Додавання речовини-проникника (ОП-10) не призвело до значного ефекту. При концентрації фітогормону 200 мг/л з ОП-10 приріст сіянців становив 16,5 % до контролю. Значний приріст (25,6 % до контролю) спостерігали при обробці гетероауксином (200 мг/л) із добавкою сахарози. Це зумовлено дією сахарози на диференціацію ксилеми, як трофічного фактора. При додаванні до розчину гетероауксину хімічно інертного полімеру поліетиленгліколю (ПЕГ-6000) спостерігали збільшення приросту стовбурця за висотою на 7,3 %, а кореневої системи на - 9,0 %. Позитивний ефект зумовлений тим, що ПЕГ-6000 прискорює мобілізацію запасних речовин і в незначній мірі збільшує проникність клітинної оболонки. Приріст за довжиною головного кореня збільшується на 8-9 % при концентрації гетероауксину 200 мг/л. Збільшення діаметра кореневої шийки відмічали за концентрації гетероауксину 200 мг/л і додаванні сахарози. В інших варіантах досліду значного ефекту не  спостерігали.
Ефективною виявилась обробка сіянців сосни α-нафтилоцтовою кислотою (НОК) за концентрації 200 мг/л, яка сприяла збільшенню приросту їх надземної частини за висотою на 20,7 %, а діаметром кореневої шийки на 9,5 %. 

Гібберсіб стимулює збільшення висоти сіянців порівняно з  контролем при концентрації 200 мг/л (чистий реактив), а також із додаванням сахарози і ОП-10 – відповідно на 28,7; 34,8 і 27,4 %. При додаванні до цієї концентрації гібберсібу ПЕГ-6000, який зумовлює зниження осмотичного тиску, приріст надземної частини зріс на 17,1 % відносно контролю. Значне збільшення довжини головного кореня і діаметра кореневої шийки спостерігали також при концентрації гібберсібу 200 мг/л із додаванням сахарози і ОП-10. 

При обробці сіянців сосни звичайної гуматом натрію в концентрації 10 г/л відзначено найбільший приріст як надземної частини, так і головного кореня – відповідно, на 36,6 % і 16,9 % (рис. 1). Це свідчить про те, що гумат натрію стимулює біохімічні процеси в організмі сіянців, активує фотосинтез і вуглеводний обмін, збільшує супротив молодих рослин хворобам, заморозкам і посусі. Крім цього він бере участь у формуванні ґрунтової структури і покращує аерацію ґрунту.

За дії стимуляторів росту особливу роль у нагромадженні фітомаси рослин виконує асиміляційний апарат. Регулятори росту впливають на розвиток асиміляційного апарату сосни досить специфічно. Так, кількість хвоїнок при дії гетероауксину збільшилась на 43,4 % порівняно з контролем, а довжина хвоїнок - на 27,1 %. При обробці сіянців гетероауксином з сахарозою кількість хвоїнок в відносно контролю становила 137,0 %, а довжина хвої - 133,8 %. 

Гібберсіб значно збільшує довжину хвої. При його дії в концентрації 200 мг/л довжина хвої збільшилась на 38,6 % порівняно з контролем, а кількість хвоїнок становила 146,3 % до контролю. При використанні гібберсібу з сахарозою ці показники були наступними: довжина хвої - 134,8 % до контролю; кількість хвоїнок - 149,7 %. При поливі сіянців реактивом із ОП-10 і ПЕГ-6000 результати варіантів досліду були дещо нижчими.

Стимуляція розвитку асиміляційного апарату спостерігається і при дії нафтилоцтової кислоти в концентрації 200 мг/л. Довжина хвої збільшилась на 25,1 % у порівнянні з контролем, а кількість хвоїнок - на 29,7 %. Дія гумату натрію викликала збільшення довжини хвої на 18,7 %, а кількості хвоїнок на 32,0 %.
Найкращий розвиток коренів першого, другого і третього порядків викликала дія гумату натрію. Кількість коренів першого порядку за його участю збільшилась до 133,3 %, а їх довжина - до 128,2 %. Кількість і довжина коренів другого і третього порядків також значно перевищувала контрольний варіант. Водночас дія чистого розчину гетероауксину в концентрації 200 мг/л збільшувала кількість коренів першого порядку до 111,1 %, а гібберсібу – до 125,9 % порівняно з контролем. Зниження інтенсивності розвитку кореневих систем порівняно з впливом гумату натрію відмічено також при дії гетероауксину і гібберсібу в суміші з сахарозою, ОП-10 і ПЕГ-6000.

Таким чином, обробка сіянців сосни звичайної екзогенними гормональними речовинами, в залежності від їх концентрації, сприяє активації розвитку кореневої системи та асиміляційного апарату, що відіграє особливу роль у нагромадженні фітомаси рослинами (рис. 3). Зокрема, встановлено, що за дії чистого гібберсібу 
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нагромадження абсолютно сухої маси надземної частини, кореневої системи і сіянців в цілому зростає, відповідно на 42,9, 47,9 і 43,6 % у порівнянні з контролем. При дії чистого препарату гетероауксину значно збільшується фітомаса хвої, і як наслідок зростає фітомаса надземної частини на 36,4 %. 

Під впливом нафтилоцтової кислоти у сіянців сосни звичайної фітомаса надземної частини зросла на 12,3 %. Гумат Nа також значно вплинув на розвиток надземної фітомаси рослин. При його концентрації 200 мг/л вона збільшилась на 33,7 %. Менш помітна реакція сіянців на дію НОК за концентрації 100 мг/л, а за її концентрації 500 мг/л спостерігали інгібуючий ефект. 

Таким чином, наші дослідження показали, що дворазове обприскування однорічних посівів гормонами росту під плівковими покриттями значно прискорює ріст сіянців, що дозволяє в поєднанні з застосуванням повної норми органо-мінеральних добрив отримати високий вихід стандартних сіянців в однорічному віці.

Вплив нових українських стимуляторів на проростання насіння та ріст сіянців сосни у відкритому ґрунті. Встановлено стимулювання енергії проростання насіння сосни розчинами триману-1 (79 %), емістиму С (75 %), агростимуліну (74 %), зеастимуліну (74 %). У контролі цей показник становив 69 %. Технічна схожість насіння (десятий день) сосни у дослідних варіантах становила 76-83 %. На контролі вона виявилась на рівні 76 %. Найбільший стимулюючий ефект на схожість насіння сосни проявився при дії 0,01%-ого триману-1+1%-ої сахарози (83 %). 
Дослідження росту сіянців, вирощених із обробленого ростовими речовинами насіння на вирівняному агрофоні, показало, що висота однорічних сіянців дослідних варіантів, як правило, істотно перевищувала контроль (tф=0,51-7,17; t0,05=2,06). Загалом найбільш високою ефективністю дії на ріст сіянців за висотою характеризується емістим С у поєднанні з різними речовинами (1%-ий фодекс, 1%-ий ПЕГ-6000, 1%-а сахароза, 1%-ий PVP K-25), під дією якого перевищення висоти над контролем становило 11,5-27,8 % (tф=3,37-6,36). Високою ефективністю впливу на ростові процеси відзначається івін. За його дії на насіння висота однорічних сіянців сосни виявилась на 3,1-22,2 % вищою за контроль (tф=0,70-5,70). Стимулюючий ефект на ріст сіянців сосни виявлено також під впливом зеастимуліну та триману.

При досягненні сіянцями дворічного віку загальні тенденції їх росту збереглись. Найбільший стимулюючий ефект на ріст дворічних сіянців за діаметром простежується при дії триману-1 (перевищення над контролем становить 9,9-27,4 %) і емістиму С (12,7-23,8 %). Значні показники діаметра виявлено також в окремих варіантах із івіном і зеастимуліном.

У дворічних сіянців сосни, які вирощено з насіння, обробленого стимуляторами росту, ріст стрижневого кореня загалом покращується. При дії триману-1 у поєднанні з іншими речовинами він виявився на 3,1-22,9 % більшим за контроль (tф=0,88-3,65). У варіантів із зеастимуліном і біостимуліном довжина стрижневого кореня в дворічних сіянців була на рівні контролю або значно нижчою. Встановлено тенденцію до зростання кількості коренів першого порядку в дослідних варіантах (до 22,8 %). Особливо позитивно впливає на утворення коренів 0,01%-ий триман-1 у поєднанні з різними речовинами (tф=1,39-3,04). Більшою виявилась кількість бічних коренів також у варіантах із емістином С, агростимуліном і зеастимуліном – відповідно, на 3,4-16,1 %, 5,4-22,1 %, 5,4-16,8 %. 

Фітомаса надземної частини однорічних сіянців при дії на насіння різних ростових речовин у поєднанні з речовинами-проникниками виявилась, як правило, істотно вищою від контролю. Особливо слід відзначити стимулюючу дію на біосинтез органічних речовин та формування тканин і органів 0,01%-ого триману-1. У варіантів із цим стимулятором фітомаса сіянців збільшилась на 4,5-30,5 %. При дії емістиму С збільшення фітомаси надземної частини однорічних сіянців становило 4,9-24,3 % (tф=0,84-3,89), агростимуліну – 5,3-32,9 % (tф=1,00-4,36) і зеастимуліну – 2,1-28,0 % (tф=0,36-4,21). Загальні тенденції у нагромадженні фітомаси, які виявлено в однорічних сіянців, збереглись і при досягненні ними дворічного віку. Загалом найбільш стимулюючий ефект на формування фітомаси різних органів дворічних сіянців сосни в цілому проявляє 0,1%-ий розчин агростимуліну.

На однорічних сіянцях контрольного варіанту формується в середньому 104 хвоїнки. В дослідних варіантах кількість хвоїнок коливається від 82 до 131 хвоїнки. Позитивний стимулюючий вплив на формування кількості хвоїнок спостерігається під дією триману, емістиму С і агростимуліну. У різних варіантах досліду з цими стимуляторами, як правило, спостерігається переважання кількості хвоїнок на дослідних сіянцях порівняно з контрольними. При обробці насіння сосни зеастимуліном і біостимуліном з різними речовинами-проникниками кількість хвоїнок на сіянцях помітно зменшувалась. Водночас ростові речовини істотно стимулювали ріст хвоїнок за довжиною на 10,7-16,2 % відносно контролю (tф=2,20-3,06 при t0,05=2,06).

Мобілізація запасних білків при проростанні насіння сосни звичайної. Насіння сосни звичайної характеризується високим вмістом білків і ліпідів, які локалізовані переважно у мегагаметофіті. Як свідчать результати електрофоретичного аналізу, запасні білки у насінні сосни представлені поліпептидами із молекулярними масами 46-49 (віциліноподібні білки), 36-38 (глобуліни), 27-29 (альбуміни), 25-27 (альбуміни), 22-23 (глобуліни) та 11-16 кДа і складають біля 80 % від загального вмісту протеїнів у мегагаметофіті і 50 % – у зародках (рис. 4).
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При проростанні насіння сосни у зародках та мегагаметофіті відбувається протеоліз запасних білків, який проходить у декілька стадій. Протеоліз запасних білків зародка проходить швидше, ніж білків мегагаметофіта – так на 5-у добу проростання майже на 80 % розщеплюються 7S віциліноподібні білки та білки з молекулярними масами від 11 до16 кДа. Помітне зменшення вмісту резервних білків у мегагаметофіті сосни спостерігається лише на сьому добу. 
Вплив регуляторів росту рослин (РРР) на протеоліз запасних білків насіння сосни звичайної. Дослідження вмісту резервних білків у мегагаметофіті насіння на сьому добу його проростання за дії різних регуляторів росту свідчать, що зеастимулін, емістим С та триман-1 суттєво підвищували швидкість протеолізу тритон-розчинних запасних білків альбумінової групи з молекулярною масою 24-25 та 27-29 кДа (рис. 5, доріжки 2, 6, 8 відповідно) і не впливали на білки глобулінової групи (46-49 кДа). Як видно із електрофореграми, у мегагаметофітах насіння, оброблених вищезгаданими РРР, проходить третя стадія протеолізу запасних речовин, коли деградують структурні білки. Про це свідчить зникнення у спектрах високомолекулярних білків і накопичення низькомолекулярних продуктів деградації. З літератури відомо, що такі процеси у необробленому насінні спостерігаються на 9-10 день проростання (Groome and Axler, 1991). Вплив агростимуліну є подібним до дії цих РРР, але виражений слабше.


Гальмівний ефект на утилізацію запасних білків мегагаметофіта спостерігався за дії ауксину концентрацією 4х10-5 М та абсцизової кислоти (рис. 5, доріжки 5, 7). Відомо, що АБК є сильним інгібітором проростання насіння завдяки блокуванню окремих етапів процесу транскрипції і трансляції (Лихолат, 1983), а ауксин, у концентрації вищій за фізіологічну, може мати токсичну дію. Ауксин за концентрації 10–5 М, івін та РРР із ауксиновою активністю, не впливали на швидкість протеолітичного розщеплення запасних білків мегагаметофіта сосни у порівнянні з контролем (рис. 5, доріжки 3, 4). 

Отже, отримані нами результати свідчать про стимулюючий ефект низки синтетичних регуляторів росту (триман-1, емістим С, зеастимулін та агростимулін) на процес проростання насіння сосни звичайної, що робить перспективним їх використання для пришвидшення росту проростків і зменшення, таким чином, їх ураження патогенними організмами, які живуть у ґрунті.
Ендогенне тирозинспецифічне фосфорилювання білків при проростанні насіння Pinus sylvestris L. Літературні дані свідчать про існування у рослин сигнальних механізмів, опосередкованих тирозинспецифічним фосфорилюванням (Barizza et al., 1999; Gupta et al., 1998; Hunter, 1995; Islas-Flores et al., 1998), які подібні до аналогічних механізмів у тварин. Однак до цього часу в літературі відсутні дані про тирозинспецифічне фосфорилювання білків у клітинах хвойних рослин. Методом Вестерн-блотингу із використанням високоспецифічних антитіл рTyr-99 (“Promega”) нами виявлено широкий спектр фосфорильованих по тирозину білків від низькомолекулярних (<10 кДа) до високомолекулярних (250 кДа) в екстрактах із проростків сосни (рис. 6). Встановлено, що профілі цих білків змінюються у процесі росту проростків. Так, білки із молекулярною масою 10 та 32 кДа, які характерні тільки для початкових стадій розвитку проростів (доріжки 0-2) фосфорилюються по тирозину. На п’яту добу вони вже не візуалізуються в електрофоретичних спектрах і зникають відповідні імунореактивні смуги (рис. 6 А, Б). Окрім цього, відбуваються зміни рівня фосфорилювання низки білків: для р33, р124, р170 він зменшується, а для р14, р21, р29, р36 – зростає (рис. 6Б). 


Суттєві відмінності спектрів рТуr-білків у різні фази росту проростків сосни дають підстави припустити залучення фосфотирозинового сигналювання у ці процеси. Ще одне підтвердження присутності тирозинкіназної активності у клітинах семиденних проростків сосни отримано нами шляхом ідентифікації фосфотирозинвмісних білків за їх здатністю специфічно зв’язуватись in vitro із рекомбінантними формами SH2-доменів, кон’югованими з глутатіон-S-трансферазою (GST), низки сигнальних білків. Результати електрофоретичного аналізу преципітатів показали специфічні для кожного домену профілі рТуr-білків, що дозволяє припустити наявність широкого спектру цих білків у клітинах проростків сосни. 

Для пошуку білків, які можливо залучені до фосфотирозинового сигналювання у сосни звичайної, використано сорбент із ковалентно пришитим фосфотирозином ‑ pTyr-сефарозу. Електрофоретичним аналізом преципітатів показано, що із pTyr-сефарозою специфічно зв'язались білки із молекулярною масою 42 та 10 кДа. Мас-спектрометричним аналізом ідентифіковано пептид білка р10, який більш ніж на 90 % подібний до відповідних пептидів дефензинів голонасінних.

Отже за допомогою афінної хроматографії і мас-спектрометричного аналізу в проростках сосни звичайної виявлено дефензин, нового представника низькомолекулярних білків із антимікробними властивостями, яким належить ключова роль у захисті насіння та проростків рослин від фітопатогенних організмів. 

РОЛЬ ДЕФЕНЗИНІВ У ЗАХИСНИХ МЕХАНІЗМАХ ПРОРОСТКІВ СОСНИ ЗВИЧАЙНОЇ

Очищення та характеристика ендогенного дефензину сосни звичайної. Для очистки дефензину із проростків сосни розроблено методику, яка включає наступні етапи: екстракція білків сульфатною кислотою, осадження їх сульфатом амонію, хроматографічне фракціонування термостабільних білків на фосфоцелюлозі із використанням лінійного градієнту хлориду натрію. У результаті цих процедур отримано електрофоретично гомогенний препарат білка із молекулярною масою ~5,8 кДа (рис. 7 А).



У очищеного препарату дефензину сосни виявлено високу антифунгальну активність (рис. 7 Б), яка супроводжувалась морфологічними змінами міцелію гриба. Значення ІС50 цього білка щодо таких фітопатогенних грибів, як: Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F. solani, Heterobasidion annosum становило 0,4; 2,9; 0,9; 1,4 мкг/мл відповідно. Антибактеріальної активності за концентрації препарату ≤ 20 мкг/мл не виявлено.

Клонування дефензину 1 сосни звичайної. Вихідним матеріалом для створення кДНК бібліотеки стала сумарна РНК, яка була виділена модифікованим методом літієво-хлоридної преципітації із апікальної частини коренів семиденних проростків сосни звичайної довжиною до 1 см. Нами визначено титр первинних фагів отриманої кДНК бібліотеки. Він склав 1,2х106 БУО/мл, що є свідченням її інформативності. кДНК бібліотека сосни містить приблизно 1,5 % нерекомбінантних фагів, що є показником високої ефективності клонування. Середня довжина вставок склала 1290 пар нуклеотидів, що є підтвердженням інформативності сконструйованої кДНК бібліотеки та можливості її використання для вивчення структури та експресії генів сосни звичайної у процесі проростання насіння. Секвеновано 25 клонів і подано їхні нуклеотидні послідовності до dbEST GenBank (Нью-Йорк, США) під номерами EG418144-51 та EL342377-393. 

Специфічні праймери для ампліфікації повнорозмірної форми дефензину сосни добирались шляхом пошуку в базах даних кДНК бібліотек родини Pinacea EST клонів, які б містили кодуючу послідовність повнорозмірної форми дефензину, а також фрагмент ДНК, який кодує гомологічну амінокислотну послідовність ідентифікованого мас-спектрометричним аналізом пептиду. Для клонування дефензину 1 сосни звичайної використано створену нами кДНК бібліотеку сосни. Полімеразно-ланцюговою реакцією ампліфіковано фрагменти ДНК довжиною 270 п.н., які клоновано у вектор рЕТ23d. Секвенуванням клонованих ділянок ДНК отримано дві нуклеотидні послідовності довжиною 252 п.н., ідентичність яких склала 87 %. кДНК двох дефензинів сосни звичайної, які були названі нами PsDef1 та PsDef2, депоновані до GenBank (Нью-Йорк, США) під номерами EF455616.1 та EF455617.1 відповідно.

Аналіз первинних структур РsDef1 та РsDef2 виявив 86%-ну ідентичність та 93%-ну подібність їх амінокислотних послідовностей, які відрізняються за одинадцятьма амінокислотними залишками (а.з.), з яких 5 а.з. є подібними. У амінокислотній послідовності PsDef1 та PsDef2 виявлено відомий домен - gamma-thionin. Цей домен є характерним для всіх рослинних дефензинів. Порівняння амінокислотної послідовності дефензину 1 сосни звичайної із такими послідовностями представників різних груп рослинних дефензинів показало, що за структурною гомологією та за функціональними властивостями РsDef1 належить до першої (морфогенної) групи.

Експресія дефензину 1 сосни звичайної у бактеріальній системі Escherichia coli та дослідження його властивостей. Фрагмент ДНК, який кодує основний домен дефензину 1 Pinus sylvestris, отримано в полімеразно–ланцюговій реакції на матриці кДНК PsDef1 за присутності специфічних праймерів. Ампліфікований фрагмент клоновано у вектор рЕТ42а. Рекомбінантним вектором експресії pET-42a/PsDef1 трансформовано клітини E. coli штаму BL21(DE3) та індуковано експресію рекомбінантного дефензину, злитого із GST, додаванням до бактерійної культури ізопропіл-(-D-тіогалактопіранозиду в концентрації 0,4 мМ. Афінну очистку проведено на глутатіон-сефарозі. Вихід білка склав 1 мг із 500 мл бактеріальної культури.

Рекомбінантний дефензин сосни отримано протеолітичним відщепленням GST із використанням серинової протеїнази фактора Ха (рис. 8 А). Вихід електрофоретично гомогенного препарату PsDef1 склав 10 % від кількості іммобілізованого на глутатіон-сефарозі білка.



Препарат рекомбінантного РsDef1 тестовано на протигрибну активність шляхом нанесення певних його кількостей на стерильні паперові диски. Антифунгальна дія проявилася у формуванні зон інгібування росту міцелію грибів Heterobasidion annosum та Fusarium solani (рис. 8 Б). Кількісною характеристикою активності антимікробних препаратів є величина ІС50, значення якої для РsDef1 становить 1,4; 4,0; 2,6; 1,2 та 2,0 мкг/мл щодо F. solani, F. oxysporum, H. annosum, B. сinerea та P. dimorphum відповідно. Варто відзначити, що антимікробна активність рекомбінантного дефензину сосни співмірна із активністю дефензину, очищеного із проростків сосни.

Отримані дані свідчать про успішну експресію дефензину 1 сосни звичайної у бактеріальній системі E. coli, внаслідок чого отримано рекомбінантний білок із високою антифунгальною активністю. 

Аналіз експресії дефензину 1 у процесі проростання насіння сосни за умов біотичного стресу. Для з’ясування ролі дефензину у захисних механізмах хвойних деревних порід від патогенних чинників необхідна наявність специфічних антитіл. Поліклональні антитіла проти PsDef1, які отримано шляхом імунізації кролів афінно очищеним рекомбінантним білком GST-PsDef1, специфічно впізнають рекомбінантний і ендогенний дефензин 1 сосни звичайної у Вестерн-блот та імуноензимному аналізі. Це дозволило використати їх для дослідження експресії PsDef1 у тканинах проростків сосни звичайної при проростанні насіння та при інфікуванні їх грибом H. annosum. Виявлено суттєве підвищення рівня експресії дефензину у тканинах проростків на сьомий день проростання, тобто в період інтенсивного видовження проростка (рис. 9 А), що збігається з літературними даними щодо інших видів рослин (Pervieux et al., 2004; Sharma et al., 1996). Дефензини знайдено і у зародках насіння сосни звичайної, що є підтвердженням універсальності механізмів захисту насіння покритонасінних та голонасінних від патогенної інвазії.



За результатами анти-PsDef1 імуноблотингу в умовах біотичного стресу (рис. 9 Б), викликаного дією некротрофного фітопатогену H. annosum, рівень експресії дефензину сосни зростає, що свідчить про активацію захисних механізмів проростків сосни сигнальними молекулами гриба. Оскільки наші дослідження свідчать про високу активність ендогенного дефензину сосни щодо H. annosum, то посилення його експресії буде сприяти підвищенню стійкості проростків до грибної інвазії.

Загалом результати досліджень свідчать, що при проростанні насіння сосни звичайної реалізується генетична програма захисту уразливих для патогенних мікроорганізмів тканин шляхом експресії антимікробних білків, зокрема дефензинів, рівень експресії яких зростає за умов дії біотичних стресорів. Отримані специфічні анти-дефензин 1 антитіла можуть бути використані для вивчення механізмів інгібувального впливу дефензину на гриби, а також для створення тест-систем для оцінки стійкості хвойних рослин до фітозахворювань.

ВИСНОВКИ  І  РЕКОМЕНДАЦІЇ

У роботі обґрунтовуються теоретичні засади та наводяться результати досліджень з вивчення генетичної структури та мінливості ценопопуляцій сосни звичайної на заході України із використанням ДНК-маркерів, впливу різних гормональних речовин на ріст і розвиток сіянців сосни, а також молекулярних механізмів, які забезпечують стійкість до дії фітопатогенів. Досліджено різні морфометричні і дендрохронологічні показники у дерев різних селекційних категорій та встановлено їх взаємозв’язок з температурою, опадами та гаплотипами. Виявлено та очищено новий білок – дефензин 1 (PsDef1) сосни звичайної, який разом із рекомбінантним білком має високу антифунгальну активність до деяких фітопатогенних грибів.

1. Реалізація генетичного потенціалу півсібсових потомств сосни звичайної найбільшою мірою проявляється до 20–30 річного віку. У цей період повністю проявляються їх конкурентні властивості, формуються фітоценотичні взаємозв’язки, стабілізуються темпи росту родин. 20-30-річний вік потомств є генетично обумовленим терміном їх випробування на інтенсивність росту та продуктивність.

2. Усереднені дендрохронологічні індекси річного приросту дерев сосни звичайної різних селекційних категорій в ценопопуляціях заходу України протягом останнього століття (1925-2004 роки) змінювались слабо і коливаються в межах 0,86-1,34, а в окремих соснових ценопопуляціях лише – 0,89-1,12. Відмінностей між динамікою індексів приросту дерев сосни різних селекційних категорій протягом вказаного століття не виявлено. 

3. Індивідуальна мінливість дерев сосни звичайної різних селекційних категорій за реакцією індексу радіального приросту на зміну середньомісячної температури є, як правило, слабкою і помірною (r=0,142-0,666). Загалом спостерігається тенденція до зменшення кореляційного зв'язку між середньомісячними температурами та індексами приросту у всіх категорій дерев у період вегетації (квітень-вересень) порівняно з періодом спокою (жовтень-березень). Зв'язок індексу радіального приросту дерев сосни з кількістю опадів виявився ще слабшим, ніж з температурою. В основному спостерігається слабка кореляція, яка в багатьох випадках носить обернений характер, що свідчить про зниження радіального приросту у дерев із збільшенням кількості опадів в умовах заходу України. 

4. За величиною коефіцієнта чутливості дерев до коливань мікрокліматичних показників ценопопуляції сосни звичайної на заході України відзначаються значною селекційною цінністю. У переважної кількості дерев західноукраїнських соснових ценопопуляцій цей показник є середнім і коливається в межах 0,2-0,4. Прослідковується тенденція до його збільшення і відповідно до зменшення селекційної цінності генотипів у нормальних і мінусових дерев порівняно з відібраними плюсовими деревами сосни. Водночас спостерігається значна індивідуальна мінливість дерев сосни за коефіцієнтом чутливості у межах селекційних категорій. Зокрема у плюсових дерев сосни, відібраних у ценопопуляціях заходу України, цей показник коливався від 0,258 до 0,427, що є додатковим підтвердженням невідповідності фенотипічного відбору плюсових дерев їх генотипу та необхідності перевірки їх на елітність.

5. В соснових ценопопуляціях заходу України між дендрохронологічними рядами дерев відмічено слабкі, помірні та значні попарні кореляції і, як правило, середні та високі коефіцієнти схожості (більше 50-70%). Причому висока і середня схожість дендрорядів проявляється між деревами різних селекційних категорій, що свідчить про можливість відбору елітних генотипів сосни як серед виділених за фенотипом плюсових, так і нормальних і мінусових дерев.

6. У ценопопуляціях реліктової сосни звичайної Карпат виявлено 52 алелі у 10 локусах хлоропластної ДНК. Для кожного локусу встановлено від 3 до 8 алелей. Аналіз частоти алелей вказує на значну мінливість дерев у ценопопуляціях. У загальному у ценопопуляціях виявлено 131 гаплотип, із яких 105 є унікальними і зустрічаються лише в одній ценопопуляції, 18 – характерні для двох ценопопуляцій, а 8 – для трьох і більше. Найбільш високою гаплотипною мінливістю характеризуються ценопопуляції "Турова дача", "Сокіл", "Ширковець", "Осій" і "Піги" (19-25 гаплотипів). В інших ценопопуляціях зустрічається тільки 11-14 гаплотипів. Чіткого кореляційного зв’язку між кількістю гаплотипів зі знаходженням ценопопуляцій над рівнем моря не виявлено. Рівень гаплотипної мінливості в середині ценопопуляцій виявився дуже високим (Не=0,977), а міжценопопуляційний – низьким (Fst = 0,07). 

7. Аналіз частоти алелей в дев’яти локусах хлоропластної ДНК у дерев ценопопуляцій сосни звичайної рівнинних районів України показав наявність 50 алелей. Cуттєвих відмінностей між рівнинними і гірськими ценопопуляціями сосни за частотою алелей в локусах хлоропластної ДНК не виявлено. У 89 дерев сосни буської, лопатинської, страдчанської ценопопуляцій знайдено 80 гаплотипів, з яких 75 гаплотипів є унікальними. 

8. Встановлено, що в локусах хлоропластної ДНК півсібсових потомств буської ценопопуляції знаходиться від 1 до 7 алелей. Генетична мінливість материнських дерев та їх півсібсових потомств за більшістю локусів є слабкою. У 296 модельних дерев чотирьох потомств трьох репродукцій сосни буської ценопопуляції виявлено 169 гаплотипів, з яких 119 є унікальними і трапляються лише в одному потомстві, 25 – у двох і 9 – у трьох. Гаплотична структура півсібсових потомств різних років репродукції є різною, що зумовлено зміною запилювачів. Аналіз гаплотипів модельних потомств дерев буської ценопопуляції показав, що процеси запилення в насадженні носять стохастичний характер. Переміщення пилку в основному відбувається з північного сходу на південний захід. Впливу запилювачів на інтенсивність росту дерев у півсібсових потомствах не виявлено. 

9 Встановлено наявність тільки одного гаплотипу (a( в рівнинних та гірських ценопопуляціях сосни звичайної заходу України, в слов(яногірській ценопопуляції сосни у Донецькій області та в кліматичних екотипів географічних культур сосни. Частота гаплотипу (a( у всіх ценопопуляцій заходу України і кліматичних екотипів сосни становила 1,00. Відсутність поліморфізму за даною ділянкою мтДНК очевидно свідчить про низький рівень потоку генів між ізольованими гірськими ценопопуляціями та ценопопуляціями основного ареалу сосни звичайної або про його відсутність.
10. Енергія проростання насіння (сьомий день) сосни замоченого на 24 год. в різних гормональних речовинах, становила 64-79 %. На контролі цей показник виявився 69 %. Низькими показниками енергії проростання характеризується насіння оброблене 0,01%-им розчином триману-1 у поєднанні з 1%-им ПЕГ-6000 (64 %), та 1% розчином сахарози (64 %). Стимулювання енергії проростання проявляє 0,01%-ий розчин триману-1+1%-ого фодексу (79 %). Технічна схожість насіння (десятий день) сосни у дослідних варіантів становила 76-83 %. Найбільший стимулюючий ефект на схожість насіння сосни проявився у дії 0,01%-ого триману-1+1%-ої сахарози (83 %). 

11. Загалом майже всі нові українські ростові речовини (триман-1, емістим С, агростимулін, івін, зеастимулін, біостимулін) стимулюють ріст сіянців сосни звичайної за висотою і діаметром. При досягненні сіянцями дворічного віку загальні тенденції їх росту зберігаються. Найбільший стимулюючий ефект на ріст дворічних сіянців за діаметром простежується при дії триману-1. За його участю надземна фітомаса дворічних сіянців переважала контроль на 13,1-37,2 % , а при дії емістиму С – на 6,7-29,4 %.
12. Запасні білки насіння представлені поліпептидами із молеку​лярними масами 46-49, 36-38, 27-29, 25-27, 22-23 та 11-16 кДа і складають біля 80 % від загального вмісту протеїнів у мегагаметофіті і 50 % – у зародках. При проростанні насіння протеоліз запасних білків зародка проходить швидше, ніж мегагаметофіта. Помітне зменшення резервних білків у мегагаметофіті сосни спостерігається лише на сьому добу проростання. 

13. Дослідженнями вмісту резервних білків у мегагаметофітах насіння сосни звичайної на сьому добу його проростання за дії різних стимуляторів росту виявлено, що триман-1, емістим С та зеастимулін, суттєво підвищували швидкість протеолізу тритон-розчинних запасних білків альбумінової групи з молекулярною масою 24-25 та 27-29 кДа і не впливали на білки глобулінової групи. Гальмівний ефект на утилізацію запасних білків мегагаметофіта спостерігався за дії ауксину в концентрації 4х10-5 М та абсцизової кислоти. 

Білки з молекулярною масою 32 та 75 кДа характерні тільки для зародка та початкових стадій проростання насіння. На 5-й день проростання суттєво зменшується рівень експресії білків із молекулярною масою 15, 17, 26, 30 кДа. Натомість на третій день проростання насіння зростає експресія білка з молекулярною масою 52 кДа і підтримується на високому рівні протягом наступних днів проростання. Виявлені відмінності у білкових спектрах проростків зумовлені як деградацією запасних білків, так і змінами у диференціальній експресії генів у клітинах.

14. У клітинах проростків сосни методом Вестерн-блотингу з використанням високоспецифічних антитіл рTyr-99 та методом преципітації фосфотирозинвмісних білків із рекомбінантними формами SH2-доменів виявлено широкий спектр рТуr-білків від низькомолекулярних (<10 кДа) до високомолекулярних (250 кДа), причому профілі цих білків змінюються у процесі проростання насіння. Спостерігаються значні відмінності у спектрах фосфорильованих за тирозином білків на початковій стадії росту зародка, коли відбувається інтенсивний поділ клітин, та на сьомий день проростання у фазі розтягування клітин, що дає підстави припустити залучення фосфотирозинового сигналювання у ці процеси.

15. У складі фосфотирозинзв'язувальних білків із проростків сосни знайдено два білки із молекулярною масою 10 та 42 кДа, які за допомогою мас-спектрометричного аналізу ідентифіковано як дефензин та альдозо-1-епімеразоподібний білок. 

16. Із проростків сосни звичайної за використанням розробленої нами методики уперше очищено низькомолекулярний білок, який належить до рослинних дефензинів. Препарат цього білка за концентрації <1 мкМ пригнічує ріст широкого спектра фітопатогенних грибів, викликаючи морфологічні зміни їхніх гіфів. Антибактеріальних властивостей у дефензину сосни за концентрації <10 мкМ не виявлено. За функціональними властивостями цей білок належить до морфогенної групи рослинних дефензинів.

17. На основі виділеної із проростків сосни матричної РНК створено бібліотеку к ДНК генів, які експресуються у клітинах семиденних проростків сосни звичайної. Отримана бібліотека характеризується інформативністю (титр первинних фагів склав 1,2х106 БУО/мл) і високою якістю (наявні лише 1,5 % нерекомбінантних фагів). Секвеновано 25 клонів і подано їхні нуклеотидні послідовності до dbEST GenBank (Нью-Йорк, США) під номерами EG418144-51 та EL342377-393. З цієї кДНК бібліотеки ампліфіковано дві нуклеотидні послідовності, які кодують структуру двох дефензинів сосни PsDef1 і PsDef2. При цьому кДНК цих білків депоновано в GenBank (Нью-Йорк, США) під номерами EF455616.1 та EF455617.1. 

18. Для науково-методичного і практичного використання: 

- здійснено успішну експресію дефензину 1 сосни звичайної у бактеріальній системі Escherichia colі та отримано рекомбінантний білок, що дозволяє створювати на його основі фунгістатичні препарати із високою антифунгальною активністю; 

- розроблено методики виділення дефензину з рослинного матеріалу та отримання рекомбінантного дефензину сосни в біологічно активній формі;

- отримано поліклональні антитіла (анти-дефензин 1), які специфічно розпізнають ендогенний і рекомбінантний дефензин при застосуванні методу Вестерн-блот та імуноензимному аналізах і виявляють його в насінні сосни, що дозволяє сформувати нові уявлення про механізми захисту останнього від фітопатогенів;

- виявлено значне зростання рівня експресії дефензину в проростках сосни звичайної при ураженні їх патогенним грибом Heterobasidion annosum, що свідчить про антифунгальну дію цього білка і можливість з його допомогою підвищувати стійкість хвойних рослин до грибних інвазій;

- опрацьовано концептуальні засади створення тест-систем для оцінки стійкості хвойних видів (зокрема сосни звичайної) до фітозахворювань при застосуванні поліклональних антитіл (анти-дефензину 1).
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Дисертація присвячена вивченню генетичного потенціалу ценопопуляцій сосни звичайної на заході України та впливу гормональних речовин на ріст і розвиток сіянців сосни, а також молекулярних механізмів, які забезпечують  стійкість останніх до дії фітопатогенів. Досліджено багаторічну динаміку і циклічність радіального приросту сосни звичайної різних селекційних категорій у ценопопуляціях заходу України протягом останнього століття (1925-2004 роки) в зв'язку із коливаннями опадів та температури. Досліджено внутріпопуляційну та міжпопуляційну мінливість у рівнинних та гірських ценопопуляціях сосни звичайної заходу України за допомогою мікросателітного анализу хлоропластної ДНК (сpSSR). Cуттєвих відмінностей між рівнинними і гірськими ценопопуляціями сосни за частотою алелей в локусах хлоропластної ДНК не виявлено. Встановлено наявність тільки одного гаплотипу (a( в рівнинних та гірських ценопопуляціях сосни звичайної заходу України, в слов(яногірській ценопопуляції сосни у Донецькій області і в кліматичних екотипів географічних культур сосни. Проаналізовано зміни білкового складу насіння сосни у процесі його проростання під дією стимуляторів росту, також вплив останніх на морфометричні та фізіолого-біохімічні показники у сіянців. Знайдено захисний білок − дефензин сосни (PsDef1), який очищено із проростків, досліджено його антимікробні властивості, клоновано його ген та отримано рекомбінантний білок. Отримано антитіла проти дефензину, які використано для дослідження рівня експресії дефензину в проростках сосни звичайної при ураженні їх патогенним грибом Heterobasidion annosum. 

Ключові слова: сосна звичайна, півсібсове потомство, генетична мінливість, фітогормони, дефензин

Гут Р.Т. Морфогенетическая изменчивость и биохимические механизмы стойкости сосны обыкновенной в ценопопуляциях запада Украины. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 06.03.03 – лесоведение и лесоводство. ­ Национальный лесотехнический университет Украины. − г. Львов, 2009.

Диссертация посвящена изучению генетического потенциала ценопопуляций сосны обыкновенной на западе Украины и влияния гормональных веществ на рост и развитие сеянцев сосны, а также молекулярных механизмов, которые обеспечивают стойкость последних к действию фитопатогена. 
Для проведения морфо-генетических исследований в плюсовых насаждениях бусской и лопатинской ценопопуляциях и в нормальном насаждении страдчанской ценопопуляции отобрано по 30 модельных деревьев сосны обыкновенной разных селекционных категорий, которые характеризуют генофонд этих популяций. Результаты двадцатилетних наблюдений за ростом полусибсовых потомств модельных деревьев показали, что наряду с высокой интенсивностью роста у большинства семейств не только плюсовых, но и нормальных и минусовых деревьев существуют определенные особенности в унаследовании ростовых процессов от материнских деревьев. Установлено, что реализация генетического потенциала полусибсовых потомств сосны обыкновенной проявляется до 20–30-летнего возраста, то есть в периода, когда под влиянием фитоценотических факторов проявляются их конкурентные свойства. 

Дендрохронологические индексы годового прироста деревьев сосны обыкновенной в исследуемых ценопопуляциях на протяжении 1925-2004 годов изменялись в пределах 0,86-1,34, отличий в динамике индексов прироста деревьев сосны разных селекционных категорий на протяжении вышеуказанного периода не выявлено. Индивидуальная изменчивость деревьев сосны по реакции индекса радиального прироста на изменение температуры и осадков оказалась слабой и умеренной.

Изучено внутрипопуляционную и межпопуляционную изменчивость в равнинных и горных ценопопуляциях сосны обыкновенной запада Украины с помощью микросаттелитного анализа хлоропластной ДНК (сpSSR). В ценопопуляциях реликтовой сосны обыкновенной Украинских Карпат обнаружено 52 аллели в 10 локусах хлоропластной ДНК, в равнинных ценопопуляциях − 50 аллелей в 9 локусах. Существенных отличий по частоте аллелей в локусах хлоропластной ДНК между равнинными и горными ценопопуляциями сосны не выявлено. 

Исследование особенностей опыления материнских деревьев сосны обыкновенной бусской ценопопуляции и влияния опылителей на рост полусибсовых потомств показало, что процессы опыления в насаждениях носят стохастический характер и перемещение пыльцы, в основном, происходит с северо-востока на юго-запад. Генетическая изменчивость материнских деревьев и их полусибсовых потомств по большинству локусов слабая. Влияния опылителей на интенсивность роста деревьев в полусибсовых потомствах не выявлено. 

Исследовано полиморфный участок интрона (екз. В/С) гена nad 1 (NADH дегидрогеназа) митохондриальной ДНК у деревьев сосны обыкновенной горных карпатских ценопопуляций, Малого Полесья, Волынского Полесья, Донецкого кряжа, а также у климатических экотипов географических культур Расточья с помощью полимеразно-цепной реакции со специфическими праймерами. Установлено наличие только одного гаплотипа (а (во всех популяциях.

Выявлено стимулирование энергии прорастания семян сосны растворами новых украинских регуляторов роста (тримана-1, емистима С, агростимулина, зеастимулина). Положительный эффект эти вещества оказывали и на рост сеянцев сосны обыкновенной в высоту и в диаметре. При достижении сеянцами двухлетнего возраста общая тенденция к увеличению накопления фитомассы, обнаруженная в однолетних сеянцев, сохранялась. 

Показано, что запасные белки семян сосны представлены полипептидами с молекулярными массами 46-49, 36-38, 27-29, 25-27, 22-23 та 11-16 кДа и составляют около 80 % общего содержания протеинов мегагаметофита и 50 % – зародыша. Обработка семян сосны зеастимулином, емистимом С или триман-1 существенно ускоряла скорость протеолиза запасных белков альбуминовой группы. В экстрактах из тканей проростков сосны обнаружен широкий спектр фосфорилированных по остаткам тирозина белков, который изменялся в процессе их роста и развития, что позволило предположить наличие фосфотирозиновой сигнализации у сосны. Методом аффинной хроматографии из проростков сосны выделено два фосфотирозинсвязывающих белка, идентифицированных как альдозо-1-епимераза и дефензин.

Разработано методику очистки дефензина из проростков сосны обыкновенной. Очищенный белок обладает высокой активностью против фитопатогенных грибов (Fusarium oxysporum, F. solani, Heterobasidion annosum и Botrytis cinerea, Alternaria alternatae). Ген дефензина сосны (PsDef1) клонировано и секвенировано, кодирующую нуклеотидную последовательность депонировано в GenBank (Нью-Йорк, США) под номером EF455616.1. Путем экспрессии кДНК PsDef1 в бактериальной системе получен рекомбинантный дефензин сосны в фунционально активной форме. Получены специфические поликлональные антитела против дефензина, с помощью которых обнаружено усиление экспрессии этого белка в проростках сосны при прорастании семян, а также после их инокуляции грибом Heterobasidion annosum, что указывает на возможность его использования для повышения стойкости сосны к грибным инвазиям.

Ключевые слова: сосна обыкновенная, полусибсовое потомство, генетическая изменчивость, фитогормоны, дефензин
Gout R.T. Morphogenic variability and biochemical mechanisms of the resistance of Scots pine at cenopopulations of the West Ukraine. – Manuscript.
Thesis for a Doctor’s degree in biological sciences on speciality 06.03.03 − silviculture and forestry. − The National Forestry University of Ukraine. − Lviv, 2009.
The main objective of the thesis is to study genetic potential of cenopopulations of Scots pine in the Western Ukraine and the influence of phytohormones on the growth and development of Scots pine seedlings, as well as molecular mechanisms of their resistance to phytopathogens. Correlations between the radial growth of Scots pine from various plant-breeding categories in cenopopulations in the western Ukraine and annual variations in temperature and precipitation had been investigated between 1925 and 2004. To characterize inter- and intrapopulation genetic variations of Scots pine, grown in the valleys and mountains in western Ukraine, the analysis of chloroplastic and mitochondrial DNA markers has been carried out with the use of сpSSR methodology. No significant differences were observed in allels of the chloroplast DNA between cenopopulations of Scots pine grown in the valleys and mountains. The study has revealed the existence of one haplotype “a” in cenopopulations grown in the valleys and mountains in western Ukraine, Donezk region and various geographic ecotypes of Scots pine. The changes in the protein expression profile were investigated at various stages of Scots pine seeds germination in response to exogenous phytohormones. Moreover, the effect of phytohormones on morphometric, physiological and biochemical parameters of germinating seeds was studied. A novel antimicrobial protein, termed PsDef1, was discovered in Scots pine germinating seeds and its antifungal and antibacterial properties investigated. This study has provided the base for molecular cloning of a corresponding cDNA clone, expression of a recombinant protein in bacteria and generation of polyclonal antibodies specific towards PsDef1. The availability of generated antibodies allowed the investigation of PsDef1 expression in Scots pine seedlings infected with pathogenic fungi, such as Heterobasidion annosum.
Keywords: Scots pine, half-sib progeny, genetic variations, phytohormones, defensin.
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Рис. 1. Діаграма генетичних відстаней Nei між ценопопуляціями сосни звичайної в Карпатах: 


1 –"Високий Камінь"; 2 –"Клива"; 


3 –"Лютошари"; 4–"Мшана"; 


5 –"Турова дача"; 6 –"Сокіл"; 


7 –"Ширковець"; 8 –"Осій"; 


9 –"Джурджі"; 10–"Піги".








Рис. 2. Дендрограма розподілу материнських дерев та півсібсових потомств за генетичною відстаню Нея.





Рис. 3. Нагромадження фітомаси сіянцями сосни звичайної під впливом регуляторів росту:


1 – контроль – H2O; 2 – гетероауксин (ГА); 3 – ГА + сахароза; 4 – ГА + ОП-10; 5 – ГА + ПЕГ-6000; 6 – гібберсіб (ГБ); 7 – ГБ + сахароза; 8 – ГБ + ОП-10; 9 – ГБ + ПЕГ-600; 10 – нафтилоцтова кислота (НОК)-100; 11 -  НОК-200; 12 - НОК-500; 13 – гумат Na.








Рис. 4. Електрофореграма білків проростків (А) і мегагаметофітів (Б) сосни звичайної, фракціонованих у 5–20 % ПААГ за присутності 0,1 % ДСН:


0 – зародки сухого насіння, 


1-4 – 1-а, 3-я, 5-а, 7-а доба проростання.





Рис. 5. Електрофоретичні спектри тритон-розчинних білків мегагеметофітів на сьому добу проростання насіння сосни звичайної за умов дії регуляторів росту рослин:


 1 – необроблене насіння; 2 – насіння, оброблене зеастимуліном (1 мл/л); 3 – івіном (1 мл/л), 4 – ауксином (10 5 М); 5 – ауксином (4х10-5 М); 6 – емістимом С (1 мл/л); 7 – абсцизовою кислотою (0,001 %); 8 – триманом (0,01 %); 9 –агростимуліном (1 мл/л), К- маркери молекулярної маси білків. 





Рис. 6. Електрофореграми білкових екстрактів із проростків сосни звичайної: 


А – електрофореграма фракціонування білків у 5–20% ПААГ за присутності 0,1 % ДСН; Б – імуноблотинг із використанням анти-рTyr-99 антитіл. М – маркери молекулярної маси; доріжка 0 – зародки насіння у стані спокою; доріжки 1, 2, 3, 4 – 1-а, 3-я, 5-а, 7-а – доба проростання насіння. Стрілками зліва вказано молекулярні маси маркерів, справа – білкових смуг, рівень фосфорилювання яких змінюється.





Рис. 7. Електрофореграма дефензину сосни та його антифунгальна дія:


 А – електрофореграма дефензину сосни звичайної (PsDef1) у 15 %-ному ПААГ в трис-трициновому буфері за присутності 0,1 % ДСН-Na. Стрілкою вказано положення на гелі очищеного білка; Б– вплив препарату дефензину сосни звичайної в концентрації 1, 5, 10 мкг/мл на ріст міцелію гриба Fusarium sр.; контроль – дистильована вода.





Рис. 8. Електрофореграма рекомбінантного дефензину сосни та його антифунгальна дія:


 А − електрофореграма протеолітичного розщеплення GST-РsDef1 сериновою протеїназою – фактором Ха: 1, 2 – білки, імобілізовані на глутатіон-сефарозі до протеолізу і після відповідно; 3 – препарат рекРsDef1. Розділення в 15 %-ному ДСН-ПААГ у трис-трициновій буферній системі; Б − вплив препарату рекомбінантного дефензину сосни звичайної на ріст міцелію грибів Alternaria alternatа (а) та Fusarium solani (б): К – дистильована вода, 1, 2 – 5 і 10 мкг препарату відповідно.





Рис. 9. Експресія дефензину в тканинах проростків сосни звичайної (Вестерн-блот аналіз (зверху) і денситометрія (знизу)):


 А - в динаміці проростання насіння (1 – зародки насіння; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 – 1-ша, 2-а, 3-я, 4-а, 5-а, 6-а, 7-а доба проростання насіння); Б – у тканинах восьмиденних проростків (1 – неінфіковані проростки; 


2 – проростки, інокульовані H annosum)
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