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РЕФЕРАТ

Есеп 39 беттен, 12 сурет, 7 кестеден, 71 әдебиет көздерінен, 3 қосымшадан тұрады.
ФИТОПАТОЛОГИЯ,  BRACHYPODIUM, ҚОҢЫР ТАТ, ТҰРАҚТЫЛЫҚ, ЖҰМСАҚ БИДАЙ.
Зерттеу объектісі – Brachypodium distachyonның 3 түрлі инбредті линиясы (Bd 1-1, Bd 3-1, Bd21), Қазақстан селекциясының жұмсақ бидайдың сорттары.
Бұл зерттеу жұмысында биохимиялық, физиологиялық, морфометриялық және статистикалық зерттеу бойынша әдістер қолданылды.
2019 жылына қойылған негізгі мақсат: Зерттеуде Puccinia recondita патогенінің зақымдану кезіндегі туа пайда болған иммунитетінің қалыптасу механизмдерінің белсенді қосылыстарын анықтау. 2019 жылға қойылған барлық міндеттер орындалды. Зерттеу барысында алынған нәтижелер бойынша келесідей қорытынды жасауға болады: 
1 Bd21 тұрақты өсімдіктерінде ИСҚ құрамының жоғарылауы сезімтал Bd1-1 өсімдігімен салыстырғанда тез және инфекциядан кейінгі 3-ші күні максимумға жеткені анықталды.
2 Bd21 тұрақты өсімдіктерінде лигниннің белсенді жинақталуы инфекциялау кейінгі 3-ші күні, сондай-ақ салыстырмалы түрде тұрақты Bd3-1 жолында байқалды. Bd1-1 сезімтал желісінің 3-ші күнінде лигнин мөлшері 1,5 есе төмен болды және Bd21-дегі құрғақ салмағы 115 мг/г және Bd3-1-де 93 мг/г құрғақ салмаққа қарағанда 68 мг/г құрғақ салмақ болды.
3 B. distachyon қоңыр татпен жұқтыру жапырақтың ішкі анатомиялық құрылымының барлық сандық көрсеткіштерінің өзгеруіне әкелетіні анықталды: эпидермистің қалыңдығы, жапырақтың дамуы, сонымен қатар бақылауға қарағанда өткізгіш ұлпалардың мөлшері.
4 Барлық зерттелген B. distachyon линиялардағы қоңыр тат инфекциясы кезіндегі төмен белсенділік байқалды. Лектиндердің жинақталуы Bd1-1 сезімтал линияның 3-ші және 5-ші күндері және Bd3-1-дің орташа сезімтал линиясында байқалды.
5 Bd21 линияндағы фенолдық фитоалексиндердің құрамы Bd1-1 сезімтал линиясына қарағанда 38% жоғары екендігі анықталды.
6 Патоген зерттелген бидай өсімдіктерінің барлық өнімділік элементтеріне едәуір дәрежеде әсер ететіні, ал B. distachyon P. recondita қоздырғышына айтарлықтай тұрақтылық көрсетті. P. recondita қоздырғышы жұқтырған кезде B. distachyon линиялардағы және бидай сорттарындағы ақуыз мөлшері өзгермейді. 
Қолдану аясы: бидайдың практикалық селекциясы және генетикасы.
[bookmark: _GoBack]Жүмыстын ғылыми-ұйымдастырушылығы: жүргізілген зерттеу нәтижесі бойынша бір мақала, бір тезис, бір әдістемелік ұсыным жарық көрді.

РЕФЕРАТ

Отчет 39 с., 12 рис., 7 табл., 71 ист., 3 прил.
ФИТОПАТОЛОГИЯ, BRACHYPODIUM, БУРАЯ РЖАВЧИНА, УСТОЙЧИВОСТЬ, МЯГКАЯ ПШЕНИЦА.
Объект исследования – три инбредные линии Brachypodium distachyon (Bd 1-1, Bd 3-1, Bd21), сорта мягкой пшеницы казахстанской селекции.  
В работе использованы методы биохимии, физиологии, морфометрии, статистики.
Основная цель 2019 года: определение активности соединений, формирующих механизмы врожденного иммунитета при инфицировании патогеном Puccinia recondita.
Задачи, поставленные в 2019 году, решены полностью. Полученные в ходе исследования результаты позволяют сделать следующие выводы: 
1 Установлено, что у растений устойчивой линии Bd21 повышение содержания ИУК было быстрым по сравнению с растениями восприимчивой линии Bd1-1 и достигло максимума на 3-и сутки после инфицирования.
2 Активное накопление лигнина наблюдали у устойчивой линии Bd21 на 3 сутки после инокуляции также, как и у относительно устойчивой линии Bd3-1. У восприимчивой линии Bd1-1 на 3 сутки содержание лигнина было в 1,5 раза ниже и составило 68 мг/г сухого веса по сравнению с 115 мг/г сухого веса у Bd21 и 93 мг/г сухого веса у Bd3-1.
3 Установлено, что инфицирование B. distachyon бурой ржавчиной приводит к изменению всех количественных показателей внутренней анатомической структуры листа: толщины эпидермиса, общего развития листовых пластинок, а также размеров проводящих тканей по сравнению с контролем.
4 Показана низкая активность лектинов у всех изученных линий B. distachyon при инфицировании бурой ржавчиной. Накопление лектинов отмечено на 3-и и 5-е сутки у чувствительной линии Bd1-1 и среднечувствительной линии Bd3-1.
5 Установлено, что у устойчивой линии Bd21 содержание фенольных фитоалексинов в контрольном варианте было на 38% выше, чем у чувствительной линии Bd1-1. 
6 Показано, что заражение патогеном в большой степени влияет на все элементы про-дуктивности изученных растений пшеницы, в то время как B. distachyon проявляет значи-тельную устойчивость к патогену. Установлено, что при инфицировании патогеном, содержание белка в зерне линий B. distachyon и сортов мягкой пшеницы практически не изменяется.
Область применения: практическая селекция и генетика пшеницы. 
Научно-организационная работа: по результатам проведенного исследования опубликованы одна статья, один тезис, одни методические рекомендации.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

B.distachyon – Brachypodium distachyon
Bd 21 – Brachypodium distachyon, инбредная  линия 1-1
Bd 3-1 – Brachypodium distachyon, инбредная линия 3-1
Bd 1-1 – Brachypodium distachyon, инбредная линия 21
P.recondita – Puccinia reconditа, бурая листовая ржавчина
T.aestivum – Triticum aestivum, мягкая пшеница
rpm (revolutions per minute) – диапазон вращающего момента
t комн. – комнатная температура
t – температура
ГК – галловая кислота
ИУК – индолилуксусная кислота
К – контроль
Каз.19 – Казахстанская 19
Каз.ран – Казахстанская раннеспелая
мг экв. ГК/ г сух. веса – мг эквивалент галловой кислоты/ г сухого веса 
НИИ ПББ – Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности 
О – опыт
об/мин – оборотов в минуту
РГА – реакция гемагглютинации
ТХУ – трихлоруксусная кислота 
ФМСФ – фенилметилсульфонилфторид
ФСБ – фосфатно-солевой буфер


ВВЕДЕНИЕ

Ожидается, что к 2020 году потребность в годовом производстве зерна пшеницы будет достигать уровня от 840 млн до 1 млрд тонн. Удовлетворение данной потребности – довольно сложная задача при учете того, что посевные площади в мире уменьшаются, а урожайность пшеницы в большинстве развитых стран уже достигла предельного уровня [1].
Эволюция фитопатогенов опережает возможности практической селекции, поэтому создание устойчивых к патогенам сортов растений опаздывает с их внедрением в производство. В связи с этим одной из первоочередных задач сельского хозяйства и современной селекции является выявление и разработка мобильных методов и путей формирования устойчивости растений к патогенам [2, 3], что требует также исследования физиолого-биохимических механизмов, вносящих суммарный вклад в формирование неспецифической устойчивости. Изучение данного аспекта у модельного объекта Brachypodium distachyon проводилось сравнительно с тремя сортами мягкой яровой пшеницы, с разной степенью устойчивости или чувствительности к бурой ржавчине.
Устойчивость растений обусловлена комплексным действием разных факторов. Механизмы быстрого ответа растений на проникновение инфекционного агента разнообразны и включают в том числе образование активных форм кислорода, утолщение клеточной стенки растения-хозяина, образование антимикробных веществ и ферментов-ингибиторов [4]. 
Целью этапа 2019 года явилось определение активности соединений, формирующих механизмы врожденного иммунитета при инфицировании патогеном Puccinia recondita.
Задачи исследования:
1.1 Определение содержания индолилуксусной кислоты (ИУК) при инфицировании патогеном. Определение лигнина и морфо-анатомических особенностей листа при инфицировании патогеном;
         1.2 Определение содержания лектинов и фитоалексинов фенольной природы при инфицировании патогеном.
Работа выполнена на современном оборудовании, прошедшем метрологическую поверку.  В отчетном году приобретено следующее оборудование:
1. Центрифуга – MiniSpin plus Eppendorf, Германия;
2. Шейкер – Sunflower Mini Shaker, ВioSan, Латвия; 	 
3. Термостат ТС – 1/80 СПУ, Россия.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ


1 Выбор направления исследования

1.1 Модельный организм Brachypodium distachyon
Brachypodium distachyon (L.) Beauv. (трахиния двуколосковая или коротконожка пурпурная) – единственный однолетний дикий злак, филогенетически наиболее близкий к таким значимым культурным злакам, как пшеница, ячмень, рис.  
 Сравнительный анализ основных характеристик трахинии представлен в таблице 1.

Таблица 1 – Сравнительный анализ Brachypodium со злаковыми и Arabidopsis [5]

	Пара-метры
	B. distachyon
	Arabidopsis thaliana
	Triticum aestivum
	Zea mays
	Oryza sativa
	Hordeum vulgare

	Число хромосом
	10 (2n)
	10 (2n)
	42 (2n)
	20 (2n)
	24 (2n)
	14 (2n)

	Размер генома
	300 Mb
	164 Mb
	16 700 Mb
	2 400 Mb
	441 Mb
	5 000 Mb

	Способ размно-жения
	самоопыле-ние
	самоопыле-ние
	самоопыле-ние
	перекрес-тное опыление
	самоопы-ление
	самоопы-ление

	Жизнен. цикл (недель)
	10-18
	10-11
	12 (яровая), 40 (озимая)
	10+
	20-30
	16+

	Высота, (м)
	0,3
	0,2
	до 1
	до 2
	1,2
	до 1,2

	Условия роста
	очень простые
	очень простые
	простые
	простые
	особые
	простые



В 2010 году международный консорциум ученых, состоящий из более 100 участников консорциума International Brachypodium Initiative из стран Европы, Америки и Азии, впервые расшифровал генетический код растения, тем самым открывая дорогу к созданию новых зерновых культур и способствуя укреплению продовольственной и энергетической (получение биотоплива) безопасности планеты [6]. B. distachyon стал четвертым в списке просеквенированных геномов, после риса, сорго и кукурузы, а также первым из подсемейства Pooideae. 99,6% его генома расшифрованы полностью [7]. 
B. distachyon имеет относительно небольшой размер генома, который состоит из пяти хромосом емкостью около 300 миллионов пар оснований, что делает его удобным объектом для молекулярно-генетического анализа и сельскохозяйственной генетики, включая изучение механизмов ответа на неблагоприятные воздействия факторов окружающей среды. 
Также преимуществами B. distachyon является короткий цикл онтогенеза, способность к самоопылению, простота культивирования в лабораторных условиях и размер растения   (15-20 см в высоту). Это способствует его применению для фундаментальных и инновационных прикладных исследований в области клеточной биологии, биохимии, молекулярной генетики и сельскохозяйственной биотехнологии. 
Развитию его ресурсов и исследовательских инструментов способствовали ведущие ученые со всего мира, в частности, проект BrachyTAG, с целью определения ключевых генов развития, размножения, биоэнергетики, адаптации к факторам среды, включая устойчивость культурных злаков к наиболее вредоносным и распространенным заболеваниям. Помимо ржавчины заражается фузариозом и септориозом [8-11]. 
Рост B. distachyon (линия 3-1) в полевых условиях представлен на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Рост Brachypodium distachyon (линия 3-1) в полевых условиях 

Фундаментальные исследования в области иммунитета растений, в особенности модельных растений, вносят свой вклад в понимание механизмов устойчивости растений и оптимизации контроля ущерба, наносимого фитопатогенами [12].  Механизмы защитного ответа растений на воздействие фитопатогенов весьма сложны. Это физические ответы, когда клеточная стенка является ключевым элементом защиты растения; химические, в их числе образование реакционноспособных форм кислорода, защитных соединений, как вторичные метаболиты и родственные патогенезу белки [3, 4]. 
Дикий злак B.distachyon является в настоящее время идеальным модельным объектом для воздействия фитопатогенов, поражающих культурные злаки. В Казахстане встречается два других вида Brachypodium, а именно Brachypodium pinnatum subsp. pinnatum (L.) Beauv. и Brachypodium sylvaticum (Huds.) Beauv, в частности в Маркакольском государственном природном заповеднике, национальных парках Алтын-Эмель, Катон-Карагай, а также в лесах северного Казахстана.

1.2 Особенности биотрофного патогена Puccinia recondita
Грибы Puccinia recondita Rob. ex Desm f. sp. tritici или бурая листовая ржавчина пшеницы – относятся к облигатным паразитам растений, представлены 7000 видами из более чем 100 родов, самым распространенным из которых является род Puccinia, включающий в себя наиболее экономически разрушительные биотрофные грибы. Потери мирового урожая, ассоциированные с бурой ржавчиной, оцениваются в соответствующем эквиваленте в порядке 2 миллиардов долларов США [13]. 
В отличие от большинства грибных патогенов, представители рода Puccinia имеют сложный жизненный цикл, являясь двухозяйным паразитом с полным жизненным циклом, имеет пять типов спороношения.  Проявляется главным образом на листьях, реже на листовых влагалищах и очень редко на стеблях.  В вегетативной фазе жизненного цикла существует в виде дикариотического мицелия, эциоспор, телиоспор и урединиоспор. Каждая специализированная форма состоит из разных физиологических рас, различающихся друг от друга рядом физиологических и биохимических признаков, а также способностью заражать лишь определенные сорта растения-хозяина. Так, у возбудителя стеблевой ржавчины пшеницы насчитывается более 200 рас, которые отличаются своей агрессивностью, то есть способностью вызвать массовое поражение восприимчивых растений и вирулентностью [14].
Вредоносность бурой ржавчины проявляется в снижении ассимиляции растений, усилении транспирации, дыхания и нарушении других физиологических и биохимических процессов с полным нарушением водного баланса, что является причиной преждевременного отмирания листьев. Болезнь подавляет синтез и отложение крахмала, а также протеина в эндосперме, в результате чего формируется щуплое зерно. При сильном поражении растений в колосьях образуется меньше зерен, они имеют низкое качество, легковесны, что является основной причиной недобора урожая. Недобор урожая зависит также и от патогенности возбудителя, устойчивости сорта, погодных условий и других параметров.  На интенсивность поражения и реакцию растения-хозяина в частности влияют стадия развития растений, степень устойчивости сортов и вирулентности патогена, количество инокулюма и факторы окружающей среды [15].

1.3 Индолилуксусная кислота как регулятор устойчивости растений
3-индолилуксусная кислота (ИУК) – один из основных фитогормонов роста и развития растений из группы ауксинов, компонентом гетероауксина. Она встречается во многих бактериях и грибах. Синтез ИУК происходит в активно делящихся клетках верхушечной меристемы и в прилегающих к ней молодых листьях, в растущих зародышах, семязачатках, семядолях, из которых затем она транспортируется в другие органы и ткани растения. ИУК запасается в виде неактивных комплексов с аминокислотами, сахарами. ИУК – слабая органическая кислота. Она растворима в этаноле, метаноле, ацетоне, этилацетате, серном эфире, хлороформе. Нерастворима в петролейном эфире, толуоле и других неполярных растворителях. В воде ИУК растворяется слабо, ее растворимость возрастает при увеличении рН и нагревании. В растворе при рН ниже 5, ИУК находится в виде недиссоциированных молекул и в этом состоянии легко переходит из воды в органические растворители. При рН более 7 она диссоциирует, в форме аниона ее переход из воды в органические растворители затруднен. На этих свойствах основаны первоначальные этапы выделения и очистки ИУК. Количество содержащейся в органах растений ИУК может меняться, что зависит от скорости синтеза ИУК и от наличия фермента ИУК-оксидазы, участвующей в её инактивации. ИУК стимулирует такие процессы как клеточное деление, образование корней, фотосинтез, дыхание; ускоряет рост и развитие растений за счёт удлинения клеток [16-19].
В настоящее время известно, что многие патогены могут продуцировать ИУК, способствующую их проникновению в растения за счет «разрыхления» межклеточного пространства путем активации биосинтеза экспансинов, ассоциированных с клеточной стенкой, что также наблюдалось при искусственном внесении ИУК [20]. Ауксины индуцируют восприимчивость растений к болезням опосредованную негативным влиянием на экспрессию генов, индуцируемых поранением, что лимитирует восстановление целостности растительной клетки, способствуют аттракции питательных веществ пораженного растения к месту локализации гриба и стимулирования его спороношения [21, 22].  Репрессия сигнального пути ауксинов может привести к увеличению устойчивости растений, что было в частности показано на Arabidopsis thaliana при помощи микроРНК [23], а способность устойчивых растений инактивировать этот гормон характеризует один из действенных механизмов их защиты от биотрофного патогена [24].

1.4 Роль лигнина при стрессовых воздействиях
Лигнин – cложное полимерное соединение, содержащееся в клетках сосудистых растений и некоторых водорослях, второй наиболее распространенный органический полимер после целлюлозы, который составляет порядка 30% от всего органического углерода на нашей планете. Лигнин необходим для структурной стабильности растений и для водного транспорта. При значительном количестве способствует одревеснению стволов, стеблей и опробковению корней.  Отсутствует четкая структурная формула, поскольку он не является самостоятельным веществом, а представляет собой смесь ароматических полимеров родственного строения, которые могут отличаться у представителей различных семейств растений. В то же время зачастую известно, из каких структурных единиц он состоит и какими типами связей эти единицы объединены в макромолекулу.  Представляет трудности при производстве биотоплива, поскольку данный гетерополимер обычно тесно переплетен в клеточных стенках с целлюлозой и гемицеллюлозой, что ограничивает доступ гидролитических полимеров к данным полисахаридам [25, 26]. 
Факторы биотического и абиотического стресса индуцируют экспрессию генов фенилпропаноидного пути в различных тканях и клеточных культурах растений, приводя к усиленному накоплению соответствующих ферментов, увеличенной ферментативной активности и лигнификации клеточной стенки [27].
Накопление и отложение лигнина рассматривается как один из основных механизмов защиты растений при взаимодействии их с патогенами [28]. Большинство патогенов не способно расщеплять лигнинсодержащие структуры растительных клеток. Поэтому лигнифицированные клетки образуют вокруг внедряющегося фитопатогена своеобразный физический и химический барьер, препятствующий его продвижению и развитию, а также ограничивает диффузию, выделяемых им токсинов [29, 30].  Более ранее исследование также показало, что лигнификация вокруг инфекционного сайта ограничивает транспорт воды и питательных веществ к патогену, тормозя его рост [31].

1.5 Защитная функция лектинов
Лектины – это сборная группа белков, обладающих способностью обратимо и избирательно связывать углеводы, не вызывая их химического превращения. Они взаимодействуют как со свободными моно- и олигосахаридами, так и с остатками углеводов в составе гликопротеидов, полисахаридов и гликопротеидов. В наиболее простой форме взаимодействие лектинов с углеводами проявляется в виде реакции агглютинации частиц и клеток, например, эритроцитов, или преципитации полисахаридов и гликопротеидов, поскольку лектины, подобно антителам, являются многовалентными лигандами, в их молекуле находится, как правило, два или четыре центра связывания углеводов. Поскольку в состав клеточных стенок фитопатогенов входят углеводные компоненты, то это свойство лектинов может обеспечивать организмам способность распознавать целый ряд фитопатогенов даже по слабым отличиям в углеводной структуре их поверхностей, что может играть важную роль в цепи формирования защитных реакций растений при инфицировании, в том числе, в первой стадии взаимоотношения растение-патоген [32].
В литературе имеются данные об индукции под влиянием различных лектинов двудольных растений (гороха, клещины, арахиса, фасоли) образования фитоалексина гороха – пизатина, свидетельствующие о возможности действия растворимых лектинов в качестве элиситоров [33]. 
Специфичность взаимодействия лектинов с молекулами определяется характерной углеводной группой, например, терминальным остатком галактозы, маннозы и других углеводов. В связи с этим один и тот же лектин может взаимодействовать с различными гликопротеидами, содержащими данную углеводную группу, к примеру, тиреоглобулин, муцины слюны или желудочного сока, макроглобулин или иммуноглобулины сыворотки крови. Сродство антител к антигену на несколько порядков выше, чем у лектинов. Константа ассоциации Ка для лектинов находится в пределах 106-107 М-1, Ка для антител составляет примерно 1011 М-1. Первое научное сообщение о наличии токсических экстрактивных веществ в семенах клещевины обыкновенной было сделано в 1879 г. [34].  Сейчас лектины используются в научных исследованиях структуры и функции клеточных мембран, группоспецифических антигенов эритроцитов, изучении агглютинации вирусов и микроорганизмов, исследовании их поверхностных рецепторов. В растениях функция лектинов не совсем ясна. Например, лектины бобовых рассматриваются как возможные лиганды, прикрепляющие клубеньковые бактерии к корневым волоскам. Исходя из свойства лектинов связывать углеводы, М. Крюпе предположил, что их значение для растений заключается в транспорте, накоплении и иммобилизации углеводов [35].
 Защитная функция лектинов была показана на примере угнетения роста грибов Trichoderma virida и Fusarium solani в присутствии агглютинина зародышей пшеницы. Защитное действие лектинов предполагается у растений семейства тыквенных, у которых обнаружен лектин в эксудате, выступающем после повреждения кожицы плода [36, 37]. Было также показано, что содержание агглютинина зародыша пшеницы в несколько раз возрастает при инфицировании возбудителями разных грибных болезней, засолении среды, тепловом шоке, дефиците влаги, осмотическом стрессе, чему предшествует увеличение содержания абсцизовой кислоты [38].

1.6 Фитоалексины фенольной природы
Синтез фитоалексинов – широко распространенная защитная реакция у растений. Фитоалексины (греч. phyto(n) – растение, alexo – охранять, защищать) – это низкомолекулярные антимикробные вещества, которые накаливаются в растениях в ответ на инфекцию или стресс (повреждение, воздействие других раздражителей, например, таких как перепады температуры, освещения, наличия питательных веществ). В здоровых тканях, они как правило отсутствуют или присутствуют в очень малых количествах. По химической природе фитоалексины относятся к разным классам соединений вторичного обмена и представлены преимущественно фенольными соединениями (около 80%), а также терпеноидами, индольными и ацетиленовыми производными. Из растений разных ботанических семейств выделено и идентифицировано более 300 фитоалексинов, из бобовых и пасленовых – более 130, меньше всего их обнаружено у злаковых. Основная часть фенилпропаноидных фитоалексинов идентифицирована у растений класса двудольные, но они обнаружены также у ряда видов класса однодольные.  Фитоалексины растений близких таксонов сходны по своей химической структуре. Наиболее известные фитоалексины фазеолин (С20Н18О4) из фасоли (его индукторы Botrytis cinerea, Monilia fructigena, Uromyces phaseoli, Colletotrichum spp.), пизатин (С17Н14О6) из гороха (его индукторы Fusarium solani), ришитин (С14Н22О2) из томата, клубней картофеля (их индукторы Fulvia fulva, Phytophora infestans) и других [39, 40]. 
Cпособность растительных тканей образовывать в ответ на инфекцию антибиотические вещества, подавляющие развитие патогена была впервые экспериментально показана Мюллером и Бергером в 1940 году на зернобобовых, которые были выбраны в качестве объекта в связи с тем, что наличие бобов позволяло проводить эксперимент с максимальной чистотой без механического повреждения тканей и без применения химических методов экстракции. Бобы открывали стерильным ножом, семена удалялись и внутренность плода при соблюдении стерильности заполнялась  суспензией спор. Через 12-24 час собирались капли диффузата, который освобождался от спор и мицелия и использовался в целях изучения токсичности и выделения активного начала. Внося в створки бобов фасоли взвесь спор непатогенных для нее грибов Sclerotinia fructicola и Phytophtora infenstans, Мюллер выделил активное начало диффузата, вызывающее на внутреннем эпидермисе створок боба некротические пятна и подавляющее прорастание опор многих грибов. Это вещество получило название фазеолина [41].
В некоторых случаях фитоалексины, несомненно, играют существенную роль в защитных реакциях. Так, при заражении листьев овса корончатой ржавчиной устойчивость растений зависела от интенсивности накопления фитоалексина авеналумина.  Его накопление происходило через 36-72 часа после заражения, а максимальная концентрация в тканях отмечалась через 4 сутки, что совпадало с подавлением роста гриба. Одновременно клетки растений отмирали в результате реакции сверхчувствительности, и фитоалексины концентрировались в зоне некроза [42, 43].  
При взаимодействии патогена с растением может синтезироваться несколько фитоалексинов. Например, при заражении Phytophora infestans в клубнях картофеля образуются три фитоалексина (ришитин, любимин и фитуберин), а после инфицирования бобов вирусом некроза табака – четыре. Способность растения продуцировать не один, а несколько фитоалексинов позволяет ему успешно противостоять разным патогенам. Показано также, что грибы, паразитирующие на растении, более устойчивы к фитоалексинам, вырабатываемым данным растением, чем непатогенные виды. Так, гриб Ascochyta pisi, паразитирующий на горохе, менее чувствителен к пизатину и более чувствителен к фазеолину из фасоли, на которой он не паразитирует [44].


2   Объекты и методы исследований

2.1 Объекты исследования
Объектом исследования явились инбредные линии Brachypodium (В.) distachyon: Bd 1-1, Bd 3-1, Bd 21 с различной степенью устойчивости к бурой листовой ржавчине. 
Cемена инбредных линий предоставлены Dr. Matthew Moscou, Sainsbury Laboratory, Норидж, Великобритания.  
Bd1-1 – линия характеризуется длительным онтогенезом, в связи с чем требует дополнительной вернализации (наступление цветения – 5 месяцев), имеет большую биомассу и повышенную кустистость по сравнению со стандартной линией Bd21, семена мелкие, 2n=10, место происхождения – Турция.  Bd3-1 не требует вернализации, семена среднего размера, используют для картирования популяций гомозиготных мутантов, 2n=10, место происхождения – Ирак. Bd21 – линия характеризуется относительно быстрым цветением, не требует вернализации (наступление цветения – 2 месяца), требовательна к световым условиям, семена крупные, 2n=10, место происхождения – Ирак.
Поскольку модельный объект B. distachyon филогенетически близок к пшенице и основной задачей проекта является изучение устойчивости к бурой ржавчине для повышения ее урожайности, нами проведен посев семян не только B. distachyon, но и сортов мягкой пшеницы местной селекции (Самгау, Казахстанская 19, Казахстанкая раннеспелая).
Самгау. Сорт мягкая яровая пшеница среднеспелого типа развития. Разновидность – лютесценс. Средняя урожайность – 40,5 ц/га. Высокая засухоустойчивость. Поражается бурой ржавчиной, а также септориозом, пыльной головней, на уровне стандарта. По качеству зерна относится к особо ценной пшенице. Казахстанская 19. Сорт среднеспелый, засухоустойчивый. По технологическим показателям зерна внесен в список сильных пшениц. Устойчив к поражению бурой ржавчиной, до 15%.  Казахстанская раннеспелая. Относительно раннеспелый. По технологическим показателям зерна внесен в список сильных пшениц. Раннеспелый сорт. Разновидность лютесценс. Средняя урожайность 25-30 ц/га. Поражается бурой ржавчиной, до 40% [45].
Посев семян был проведен в период 02-04 апреля в КХ «Маншук» Енбекшиказахского района Алматинской области, вручную на делянках шириной 1 м (ширина междурядий 15 см). В каждый ряд высаживали по 12 семян B. distachyon, семена пшеницы по 20 шт. Семена B. distachyon и пшеницы были посеяны в одни календарные сроки, как и контрольные. В полевых условиях растения выращивали по общепринятым агротехническим приемам [46].  
Растения B. distachyon и пшеницы в фазе роста «кущение» заражали урединиоспорами казахстанской популяции Puccinia (P.) recondita, контролем явились необработанные растения. Инокулюм P. recondita был предоставлен по договору НИИ ПББ МОН РК (Жамбылская область, 40 база Отар). Инокулюм активировали 30 мин при t 37-40 oC, для прорастания гифов гриба условия влажности создавали в эксикаторе в течение 4-х часов. Растения B. distachyon и пшеницы опрыскивали водной суспензией урединиоспор, которая содержала 0,001% твин 80.  Инфекционная нагрузка спор патогена – 20 мг/м2 [47].  Растения перед инфицированием увлажняли, обработку проводили в вечернее время суток, покрывали полиэтиленовой пленкой для создания условий повышенной влажности. Контроль – необработанные растения.  У растений симптомы заражения P. reconditа проявлялись в виде бурых пустул диаметром 0,5-2,0 мм на верхней стороне листьев (редко на листовых влагалищах). Их регистрировали на 7-11 сутки, в зависимости от погодных условий. В мае-июле сотрудники лаборатории выезжали в экспедиции: для проведения ухода за посевами, инфицирования патогеном растений на фазе кущения, забора растительного материала для проведения исследований. 

2.2 Определение содержания индолилуксусной кислоты при инфицировании патогеном
Для определения содержания ИУК, образцы растительной ткани (50 мг) замораживали в жидком азоте, гомогенизировали на холоде, помещали в пробирки и заливали для экстракции холодным 80%-м этанолом из расчета 10 мл на 1 г сырого веса.  Определение ИУК осложняется тем, что она, в отличие от цитокининов, обладает химической неустойчивостью при низких рН в присутствии следовых количеств железа. В чистом виде легко окисляется на воздухе и на свету, особенно в присутствии желтых пигментов. В связи с этим на стадии гомогенизации и экстракции добавляли антиокислитель (β-меркаптоэтанол). Экстракцию проводили при температуре 2-4°С в течение 12 часов при периодическом встряхивании пробирок на орбитальном шейкере KS 260 basic (IKA®, Германия) при 50 rpm и 10 минут при 300 rpm. Гомогенизацию, экстракцию и все последующие процедуры проводили на рассеянном свету, защищая образцы от прямого воздействия света, который ускоряет деградацию фитогормонов.  Центрифугировали на холоде при 13 тысячах об/мин в течение 10 минут.  Супернатант сливали в маленькие фарфоровые чашки, осадок растительного материала дважды промывали 5 мл этанола и центрифугировали, объединив супернатанты с первой порцией. Полученный спиртовой экстракт упаривали до водного остатка в токе холодного воздуха.  Содержание ИУК определяли при длине волны 492 нм [48]. 
2.3 Определение содержания лигнина при инфицировании патогеном
Лигнин определяют разными методами, в зависимости от выбора которых может меняться конечный результат.  Для удаления экстрактивных веществ всегда необходимо предварительное экстрагирование, но любой растворитель (диметилформамид, диоксан, пиридин, дихлорэтан, диметилсульфоксид, кислоты, гексафлюоропропанал, этанол и другие) вызывает потери лигнина. Основное требование к методам кислотного гидролиза – полное удаление полисахаридов при минимальном воздействии на лигнин.  Точность результатов определения лигнина в значительной мере зависит от условий гидролиза: вида кислоты, ее концентрации, температуры и продолжительности обработки, однако, чем жестче условия экстрагирования, тем больше потери лигнина [49]. 
Одной из самых эффективных методик является определение содержания лигнина ацетилбромидным методом с модификациями [50]. 
Растительный материал смешивают с 1,5 мл уксусной кислоты (990 г/кг), добавляют 10 мл свежеприготовленного ацетилбромида, растворенного в уксусной кислоте (250 г/кг). Образцы нагревают 60 минут при 120 оС, охлаждают во льду и добавляют по 20 мл уксусной кислоты. После перемешивания и фильтрации, 5 мл фильтрата добавляют в пробирки, содержащие 5 мл уксусной кислоты и 5 мл 0,3 М NaOH. После перемешивания к каждой пробирке добавляют 1 мл 0,5 М гидроксиламин гидрохлорида и доводят объем уксусной кислотой до 25 мл. После перемешивания образцы оставляют на 45 минут при комнатной температуре. Замеры проводят на спектрофотометре при длине волны 280 нм.

2.4 Определение морфо-анатомических особенностей листа при инфицировании патогеном 
Изучение анатомической структуры проводилось в соответствии с общепринятыми методиками ботанических исследований [51]. Анатомические препараты были изготовлены с помощью микротома с замораживающим устройством ТОС-2 (Инмедпром, Россия). Для количественного анализа проведено измерение морфометрических показателей с помощью окуляр-микрометра МОВ-1-15 (при увеличении 100х). Микрофотографии анатомических срезов были сделаны на микроскопе MC 300 (Micros, Австрия) с видеокамерой CAMV400/1.3M (jProbe, Япония) (при увеличениях 100х, 400х). 
Статистическая обработка морфометрических показателей проводилась с помощью программы Microsoft Office Excel 2013.  В ходе исследования были даны описания внутреннего строения листьев исследуемых линий B. distachyon, дана сравнительная характеристика контрольных и опытных образцов. 

2.5 Определение содержания лектинов при инфицировании патогеном
К 0,5 мл растительного экстракта добавляли 1 мл ацетона, охлажденного до t -20 оС. Инкубацию проводили в течение 90 минут при 4 оС. Белки осаждали центрифугированием при 5000 g, 15 минут с охлаждением до 4 оС. Надосадочную жидкость удаляли и осадок растворяли в 1 мл фосфатно-солевого буфера (ФСБ) рН 7,4. Эритроциты человека («Городской центр крови», Алматы) осаждались из крови стабилизированной антикоагулянтом цитратом натрия и промывались трижды ФСБ с последующим центрифугированием при 400g, 15 мин при температуре 10 оС. Осажденные эритроциты хранились в холодильнике при температуре 4 оС в течение 3 дней.
Для концентрирования белков в экстрактах использовали методику осаждения охлажденным ацетоном до t -20 оС [52].  К 0,5 мл экстракта добавляли 1 мл ацетона. Процедуры выполняли на льду. Инкубацию проводили в течение 90 минут при 4 оС. Белки осаждали центрифугированием при 5000g, 15 минут с охлаждением до 4 оС. Надосадочную жидкость удаляли и осадок растворяли в 1 мл ФСБ.
В лунки иммунологических U-образных планшет на 96 лунок (BD, США), содержащих 50 мкл ФСБ и двукратные разведения исследуемых образцов, добавляли 50 мкл 2% раствора эритроцитов в ФСБ. Инкубацию проводили при t комн. 20 оС в течение 1,5 часов. Результаты определяли визуально. В качестве положительного контроля использовали раствор фитогемагглютинина (ФГА) из сои (Sigma, США) в концентрациях 5 и 10 мкг/мл. 
Наличие лектиновой активности белковых образцов в количестве 50 проб оценивали полуколичественным методом агглютинации эритроцитов (РГА) [53].

2.6 Определение содержания фитоалексинов фенольной природы 
Содержание полифенольных соединений в пересчете на галловую кислоту определяли спектрофотометрическим методом по реакции с коммерческим реактивом Фолина-Чокальтеу (Sigma-Aldrich, Германия).  500 мг растительного материала подвергали экстракции в 10 мл растворителя: этанол/вода в пропорции 70:30 (объем/объем).  Экстракция проводилась в колбе Эрленмейера, закрытой шлифованной пробкой. Колбу выдерживали в ультразвуковой ванне в течение 30 мин. при температуре 40ºC. Смесь центрифугировали при 5000 об/мин в течение 10 мин. и полученный экстракт декантировали с осадка и высушивали.  Сухой остаток растворяли в 10 мл растворителя, фильтровали и доводили до объема 10 мл этим же растворителем.  К 1 мл анализируемого раствора, разбавленного в соотношении 1:10, добавляли 1 мл реактива Фолина-Чокальтеу, разведенного в соотношении 1 часть реактива и 9 частей дистиллированной воды, 15 мл дистиллированной воды и 2 мл водного раствора Na2CO3 (7,5%).  Приготовленную смесь встряхивали 10 минут, затем выдерживали в водяной бане при температуре 40 ºC в течение 20 минут.  Раствор охлаждали и измеряли оптическую плотность полученного раствора при 760 нм.  Для построения калибровочной кривой от 1 до 5 мг галловой кислоты растворяли в 10 мл 80%-ного этанола. Концентрацию общих полифенолов в анализируемой пробе выражали в мг галловой кислоты на 100 мг растительного продукта [54].

Таблица 2 – Соотношение реактивов для построения калибровочной кривой

	Концентрация, мг/л
	Объем сток-раствора галловой кислоты для приготовления пробы, мкл
	Объем 80% этанола для приготовления пробы, мкл

	Контроль, 0
	0,0
	250

	25
	12,5
	237,5

	50
	25
	225

	100
	50
	200

	150
	75
	175

	200
	125
	125




Рисунок 2 – Калибровочная кривая общих полифенолов по Фолина-Чокальтеу (А=0,0057·конц-0,0107; R2=0,9986)

2.7 Определение элементов продуктивности растений Brachypodium distachyon и Triticum aestivum и содержания белка в их семенах
Cтруктурный анализ элементов продуктивности проводили по следующим параметрам: высота растений, продуктивная кустистость, длина, число и масса зерен главного колоса, масса 1000 зерен, которые выращены  в полевых условиях (контроль) и в условиях искусственного инфицирования спорами P. reconditа (опыт) [46].
Определение содержания белка (% к сухой массе) у B.distachyon проводили на 50 зернах, у пшеницы на 25 зернах при помощи анализатора зерна по белку и влажности GrainAZX-50, Zeltex (США). Автоматическая калибровка осуществлялась с помощью программного обеспечения. Для калибровки ближнего инфракрасного спектрофотометра использовали стандартный аналитический метод определения белка по содержанию азота. 
Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью программы Excell и согласно П.Ф. Рокицкого [55].
На рисунке 3 показан рост и развитие B. distachyon, подготовка спор P. recondita к прорастанию и заражение растений в полевых условиях.
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Рисунок 3 – Рост и развитие Brachypodium distachyon в лабораторных условиях (А), подготовка спор Puccinia recondita к прорастанию (Б), инфицирование листьев (В)


3 Обобщение и оценка результатов исследований

3.1 Определение активности соединений, формирующих механизмы врожденного иммунитета при инфицировании патогеном Puccinia recondita
Растения имеют достаточно эффективную систему врожденного иммунитета, которая основана на активном обнаружении фитопатогенов и быстрой индукции защитных реакций.

3.1.1 Определение содержания индолилуксусной кислоты (ИУК) при инфицировании патогеном Puccinia recondita
Для преодоления защиты растений патогены разработали многоуровневые молекулярные механизмы нарушения гормональных путей растений. Повышения уровня ИУК в инфицированных растениях совпадает, но времени с максимальной скоростью накопления в них грибной биомассы, а искусственное устранение избыточного ауксина приводит к заметному снижению интенсивности заболевания, свидетельствуя об участии ИУК в создании благоприятных условий для внедрения и дальнейшего развития паразита в тканях растения-хозяина [56-58].  Определение содержания ИУК в листьях B. distachyon проводили методом иммуноферментного анализа при длине волны 492 нм [48].
Изменение содержания ИУК возможно связано с увеличением общей активности обменных процессов в клетках растения-хозяина под влиянием патогена, в частности, с действием патогена на гормональные сигнальные пути с целью его быстрого роста и развития Уровень ИУК различен в разных органах и меняется с возрастом проростков [59, 60]. 
На 3-и сутки у растений B. distachyon с различной степенью устойчивости наблюдалось повышение содержания ИУК.  У растений устойчивых линий это повышение было более существенным (быстрым и ранним), по сравнению с растениями восприимчивой линии Bd1-1, и составило 154 нг/г сырой массы (А, рисунок 4).  
Важно также отметить, что после незначительного, статистически недостоверного, повышения на 3-и сутки после заражения содержание ИУК в инфицированных растениях к 7-м суткам оказывалось ниже контрольных, а впоследствии, на протяжении всего вегетационного периода, удерживалось на уровне контроля. Транзитное и многократное накопление ауксинов в начальный период опыта в устойчивых растениях, может являться условием последующей стабилизации их уровня и сдерживания, индуцируемого патогеном накопления ИУК в растениях. В тканях восприимчивой линии Bd1-1 уровень ИУК повышался с определенным запаздыванием и на 7-е сутки был в 1.5 раза выше, чем в контроле (А, рисунок 4).  Это вероятно, свидетельствует о том, что накопление ауксинов необходимо для развития гриба в тканях растений восприимчивой линии Bd1-1, является одним из условий успешного развития этой болезни в растениях и коррелирует с литературными данными: ауксины могут способствовать ускорению быстрой деградации клеточных стенок растения ферментами фитопатогенов, снижению активности некоторых защитных белков, аттракции питательных веществ пораженного растения к месту локализации гриба и стимулирования его спороношения.  Невозможно утверждать с полной вероятностью растительного или инфекционного характера ИУК преобладает на начальной и дальнейшей стадиях заражения бурой ржавчиной, в связи с тем, что данное соединение является составной частью метаболизма растений. Стартовое повышение уровня ИУК по всей видимости связано с неспецифической устойчивостью растений B. distachyon, поскольку повышение содержания ИУК на 3-й день заражения наблюдается у всех линий     B. distachyon.

3.1.2 Определение содержания лигнина в линиях Brachypodium distachyon при инфицировании патогеном Puccinia recondita
Еще в начале 1960-х гг. было установлено, что лигнификация тканей растений является фактором устойчивости к грибным патогенам. Защитный эффект может выражаться в механической преграде распространению гифов гриба, а также в токсическом действии ароматических метаболитов на патоген [61, 62].
Морфологические изменения, а также изменение содержания лигнина в листьях инбредных линий B. distachyon при инфицировании патогеном P. recondita представлены на рисунках 5, 6 (А).  До инфицирования патогеном P. recondita у инбредных линий           B. distachyon не наблюдалось существенных отличий в содержании лигнина. Активное накопление лигнина наблюдали у растений устойчивой линии Bd21 на 3 сутки после инокуляции также, как и у относительно устойчивой линии Bd3-1. У восприимчивой линии Bd1-1 на 3 сутки содержание лигнина было в 1,5 раза менее интенсивным и составило 68 мг/г сухого веса по сравнению с 115 мг/г сухого веса у растений устойчивой линии Bd21 и 93 мг/г сухого веса у Bd3-1. Активация образования лигнина связана с повышением устойчивости растений к фитопатогенам, поскольку лигнификация клеточных стенок создает механическую преграду к проникновению инфекции.

3.1.3 Определение морфо-анатомических особенностей листа Brachypodium distachyon при инфицировании патогеном 
Особенности анатомического строения вегетативных органов растения, в их числе и строение листа, хорошо отражает адаптацию растений к условиям произрастания. Поскольку, формирование анатомической структуры растений является ростовым процессом на который влияют условия окружающей среды, адаптация растений к биотическим факторам среды, в частности к различным фитопатогенам, играет важную роль. 
Целью исследования явилась оценка влияния заражения бурой ржавчиной на количественные показатели внутренней анатомической структуры листьев линий B. distachyon. 
Опытные растения были инфицированы спорами P. recondita в фазе роста «кущение». Для изучения анатомического строения были зафиксированы флаговые листья растений, которые располагаются непосредственно под колосом, поскольку ярусы растений злаковых имеют разнокачественность листьев. С повышением яруса листа увеличивается степень его ксероморфности, увеличивается густота жилок, усиливается опушенность листьев, а клетки становятся мельче [63].
Листовая пластинка – основная фотосинтезирующая часть листа, у большинства злаков имеет линейную или ланцетнолинейную форму и почти параллельное расположение проводящих пучков. У ксерофильных и криофильных злаков листья узкие, сложенные или свёрнутые вдоль, что определяется положением листа в почке и является систематическим признаком. У растений B. distachyon листья в почке обычно вдоль свернутые [64]. 
Изучение анатомического строения флаговых листовых пластинок B. distachyon пока-
зало, что они плоские, слаборебристые с нижней стороны. С верхней стороны листовой пластинки каждая жилка образует небольшой выступ – киль. Благодаря этому на поперечных срезах видна ребристость листа. Наружная поверхность клеток верхнего и нижнего эпидермисов кутинизирована за счет наличия воскового налета. С обеих сторон листовой пластинки видны короткие одноклеточные шиповидные волоски, реже встречаются одиночные длинные одноклеточные шиповидные выросты. У опытных растений на верхней стороне эпидермиса имеется длинный одноклеточный шиповидный вырост.       
           На поперечных срезах со стороны верхнего эпидермиса на дне ложбинок между ребрами хорошо видны пузыревидной формы клетки – это моторные клетки, отличающиеся от обычных покровных клеток более крупными размерами и способствующие свертыванию листа в сухую погоду (рисунки 7-9). 
Мезофилл однородный по всей толщине листовой пластинки, состоит из слегка складчатых клеток. Проводящие пучки сосудисто-волокнистые, расположены в один ряд.   Листовая пластинка фестукоидного типа, закономерности в расположении клеток мезофилла отсутствуют. По всей окружности сосудисто-волокнистых проводящих пучков механические клетки образуют склеренхимную обкладку. Основная масса этих клеток расположена преимущественно с нижней стороны листовой пластинки, укрепляя крупные и средние сосудистые пучки снизу в виде подставки. В верхней части сосудистые пучки укреплены тяжами склеренхимы, отделенными от сосудистых пучков бесцветной паренхимой. Между сосудистым пучком главной жилки и верхним эпидермисом бесцветная паренхима образует широкую подставку (рисунок 7-9).
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Рисунок 7 – Анатомическое строение листа Brachypodium distachyon линии 1-1:
в.э – верхний эпидермис, н.э – нижний эпидермис, тр – трихома, 
мф – мезофилл, пр.п – проводящий пучок, кс – ксилема

Сравнение морфометрических данных листьев контрольных и опытных растений линии Bd 1-1 показало, что опытные растения отличаются более утолщенной листовой пластинкой и развитостью проводящих пучков. Листья растений линии Bd 1-1, пораженные бурой листовой ржавчиной в области средних сосудисто-волокнистых пучков имеют толщину листовой пластинки на 29,80% больше (583,100,02 нм) по сравнению с листовыми пластинками контрольных растений (449,200,03 нм). Следует отметить также изменение высоты эпидермальных клеток. Толщина верхнего эпидермиса листьев опытного варианта линии 1-1 уменьшается на 57,0 % (55,700,01 нм), по сравнению с контрольными растениями – 97,600,04 нм. А высота нижнего эпидермального слоя клеток листа увеличивается на 12,4%, возможно за счет образования более плотного воскового налета (таблица 3).

Таблица 3 – Влияние патогена на морфометрические показатели листьев линии Bd1-1 
	Варианты

	Толщина эпидермиса, нм
	Толщина листовой пластинки, нм
	Диаметр проводящих пучков, нм

	
	верхний
	нижний
	
	

	Brachypodium distachyon, линия 1-1

	контроль
	97,600,04
	59,60,01
	449,200,03
	 263,00 0,03

	опыт
	55,700,01
	67,00,01
	583,100,02
	328,400,09



Как видно из данных таблицы 3, увеличение проводящих пучков в диаметре на 24,86% можно объяснить наличием более широкопросветных сосудов, отвечающих за транспорт воды с растворенными в ней веществами из почвы в надземную часть растений (опыт – 328,400,09 нм, контроль составляет 263,0 0,03 нм.
Анализ морфометрических данных линии Bd 3-1, показал, что инфицированные спорами ржавчины листья растений, имеют увеличенные показатели внутренних анатомических структур, по сравнению с аналогичными показателями контрольных растений (таблица 4, рисунок 8).

Таблица 4 – Влияние патогена на морфометрические показатели листьев линии 3-1 
	Варианты
	Толщина эпидермиса, нм
	Толщина листовой пластинки, нм
	Диаметр проводящих пучков, нм

	
	верхний
	нижний
	
	

	Brachypodium distachyon, линия 3-1

	контроль
	65,100,03
	59,050,02
	451,000,03
	197,300,01

	опыт
	67,200,02
	64,000,01
	458,400,07
	284,000,06



Согласно данным таблицы 4 изменяется высота покровных клеток как верхнего, так и нижнего эпидермисов в поперечном сечении. Толщина верхнего эпидермиса опытных расте-
ний составляет 67,200,02 нм, что незначительно выше (3,20%) этого показателя у неинфицированных   растений – 65,100,03 нм. Наблюдается также утолщение на 7,5% нижнего эпидермиса инфицированных листьев (опыт 64,000,01 нм, у контрольных листьев 59,050,02нм).
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Рисунок 8 – Анатомическое строение листа Brachypodium distachyon линии 3-1:
в.э – верхний эпидермис, н.э – нижний эпидермис, тр – трихома, мф – мезофилл, пр.п – проводящий пучок, кс – ксилема

Инфицированные растения имеют незначительное утолщение листовой пластики –  458,400,07 нм, по сравнению с контролем 451,000,03 нм. Однако отмечено значительное увеличение на 43,94%, размеров диаметра проводящих тканей инфицированных растений, в сравнении контрольными (контроль – 197,300,01 нм, опыт – 284,000,06 нм, что соответствует данным в таблице 4). 
Гистологические срезы листовых пластинок опытных и контрольных растений линии Bd21 показали следующее. Растения, пораженные бурой ржавчины, имеют более утолщенную листовую пластинку, по сравнению с контрольными, характеризуются сокращением толщины эпидермальных клеток и диаметра проводящих пучков (таблица 5, рисунок 9). 

Таблица 5 – Влияние патогена на морфометрические показатели листьев линии 21
	Варианты

	Толщина эпидермиса, нм
	Толщина листовой пластинки, нм
	Диаметр проводящих пучков, нм

	
	верхний
	нижний
	
	

	Brachypodium distachyon, линия 21

	контроль
	61,30,023
	71,80,039
	508,000,04
	259,60,083

	опыт
	60,00,027
	60,50,019
	609,300,07
	229,10,087



В результате исследований по изучению анатомической структуры листьев Bd 21, установлено, что толщина листа у пораженных бурой ржавчиной растений, составляет 609,300,07 нм, и превышает на 19,94 % листовые пластинки контрольных растений – 508,000,04 нм. Утолщение листовой пластинки, возможно, вызвано наличием налета мицелия гриба.
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Рисунок 9 – Анатомическое строение листа линии Bd 21
в.э – верхний эпидермис, н.э – нижний эпидермис, тр – трихома, 
мф – мезофилл, пр.п – проводящий пучок, кс – ксилема
Морфометрический анализ листовых пластинок разных линий B. distachyon показал, что у инфицированных растений изученных линий наблюдается изменение количественных показателей внутренних структур: толщины эпидермиса, общего развития листовых пластинок, а также размеров проводящих тканей по сравнению с аналогичными показателями контрольных растений.  Показано значительное утолщение – на 29,80% листовой пластинки чувствительной к P. recondita линии Bd1-1 и на 19,94 % устойчивой линии Bd21. Толщина верхнего эпидермиса листьев опытного варианта чувствительной линии Bd1-1 уменьшается на 57,0 % относительно контроля (таблица 5).

3.2 Определение содержания лектинов при инфицировании патогеном
Растительные лектины обладают многофункциональной ролью: участвуют в защитных реакциях клеток против патогенов и растительноядных насекомых, а также оказывают влияние на симбиоз с микроорганизмами, играя ключевую роль в установлении симбиотических отношений с клубеньковыми бактериями [65].  
Нами был проведен анализ геммаглютинирующей активности экстрактов листьев инбредных линий B. distachyon на 1, 3 и 5 дни после инфицирования патогеном P. recondita. Для концентрирования белков была использована методика осаждения ацетоном [52].  Было показано, что осаждается большая часть белков, включая лектины.  Наличие лектиновой активности белковых образцов в количестве 50 проб оценивали полуколичественным методом реакции гемагглютинации (РГА) [53].  
На рисунке 10 представлен планшет с результатами РГА для проб контрольных вариантов трех линий B. distachyon на 1-й день инфицирования (проба 1-8).
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Рисунок 10 – Реакция гемагглютинации с белковыми концентратами

Как видно из рисунка 10, во всех образцах эритроциты осели на дно ячеек. РГА видна только в ячейках с ФГА. Такие же результаты были получены для всех 50 образцов. Это можно трактовать как отсутствие лектиновой активности, в контрольных и опытных вариантах листьев инбредных линий в первые дни после инфицирования. С другой стороны, отсутствие лектиновой активности может быть связано с малым количеством лектинов – менее 5 мкг/мл по реакции с ФГА.  
Для проверки этой гипотезы РГА была поставлена для экстрактов из растений до концентрирования белков, результаты которого представлены на рисунке 11.
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Рисунок 11 – Реакция гемагглютинации с грубыми экстрактами из растений

Проведенные исследования показывают низкую лектиновую активность исследуемых образцов.  При разведении в 2 и 4 раза наблюдали положительную РГА у экстрактов под №14 (Bd3-1, 1 сутки после заражения), №33 (Bd1-1, 3 сутки после заражения) и у №44 (Bd1-1, 5 сутки после заражения) при разведении в 8 раз. Накопление лектинов отмечено на 3 и 5 сутки у чувствительной линии Bd1-1 и среднечувствительной линии Bd3-1. При этом концентрирование белков ацетоном не приводит к увеличению этой активности. Вероятно, заражение растений приводило к повышению активности лектинов клеточной стенки и параллельному ингибированию активности растворимых лектинов, что коррелирует с литературными данными [66].  

3.3 Определение фитоалексинов фенольной природы при инфицировании патогеном
Фитоалексины обладают высокой биологической активностью. Их основная особенность – синтез в процессе развития грибной инфекции. Спектр фитоалексинов увеличивается по мере увеличения их количественного содержания.  В зависимости от состава содержание фитоалексинов коррелирует с болезнеустойчивостью сорта, а также возрастает до уровня, который приводит к значительному ограничению или полному подавлению фитопатогена. Так, при развитии септориоза фитоалексины ингибировали прорастание спор от 6 до 73% и растяжение ростковых трубок от 7 до 83% [67]. 
     

Рисунок 12 – Изменение содержания фенольных фитоалексинов при инфицировании

Анализ полученных данных показал, что у устойчивой линии Bd21 содержание фенольных соединений в контрольном варианте было на 38% выше, чем у чувствительной Bd1-1. На 3 сутки после инфицирования содержание фенолов у Bd21 увеличилось в 1,6 раза по сравнению с 1-ми сутками и составило 15,69 мг эквивалент галловой кислоты/ г сухого веса (мг экв. ГК/ г сух. веса), а на 7-е сутки в 3,4 раза и составило 33,56 мг экв. ГК/ г сух. веса. В то же время у Bd1-1 произошло значительное снижение общего содержания фенольных соединений на 3-и сутки, что вероятно связано с подавлением накопления фенолов у чувствительных растений патогеном. У линии Bd3-1 отмечено постепенное повышение содержания фенолов: 1-е сутки (8,35 – опыт, 6,5 – контроль мг экв. ГК/ г сух. веса), 7-е сутки (7,8 – опыт, 26,7 – контроль мг экв. ГК/ г сух. веса). 
Следует отметить, что литературных данных по исследованию фитоалексинов модельного растения Brachypodium distachyon немного. В частности, было показано, что при поражении фузариозом большая часть индуцируемых генов относилась к метаболическим путям биосинтеза фенольных соединений (фенилпропановому или феноламидному) [68]. Также, 5% состава защитного воска кутикулы в норме составляют алкилрезорцины – липиды фенольного типа, которые обеспечивают первую линию защиты от патогенных микроорганизмов [69]. Brachypodium не производит основных индол-производных фитоалексинов, ассоциированных с пшеницей и ячменем, бензоксазалинон, грамин, секологанин, способен к синтезу фенилпропаноидов, триптамина и серотонина [70].

3.4 Определение элементов продуктивности и содержания белка в семенах растений Brachypodium distachyon и сортов мягкой пшеницы
Одним из основных элементов урожая у пшеницы является продуктивность колоса. Продуктивность зависит от ряда признаков: длина колоса, плотность, число зерен в колосе. Анализ продуктивности проводят для морфологического контроля за растениями и возможности целенаправленного влияния на формирование элементов структуры урожая [71].
Сравнительный анализ элементов продуктивности показал, что заражение P. recondita статистически достоверно снижает все элементы продуктивности. Изменяются основные признаки главного колоса: длина, число зерен и масса зерен: длина главного колоса линии Bd1-1 уменьшается до 43% (1,04±0,45 см – опыт, 1,80±0,65 см – контроль). У линии Bd3-1 статистически достоверно на 25%, относительно контроля (4,12±0,12 г) уменьшается основной показатель – масса 1000 зерен (3,11±0,18 г). У линии Bd21 признак «продуктивная кустистость» при инфицировании снижается до 4,3±0,56 шт по сравнению с 5,4±0,55 шт в контроле; признак «число зерен» статистически достоверно уменьшается на 10%.
Установлено статистически достоверное снижение всех показателей продуктивности у сортов мягкой пшеницы при действии бурой листовой ржавчиной (А, таблица 6). 
Результаты влияния P. recondita на содержание белка в зерне инбредных линий модельного растения и мягкой пшеницы показаны в таблице 7 (А).
Заражение бурой ржавчиной практически не влияло на содержание белка в зернах инбредных линий как модельного растения B. distachyon, так и сортов пшеницы местной селекции. Так, у линии Bd 3-1 содержание белка в зернах практически не меняется – контроль 12,00±0,10%, опыт 11,7±0,10%, у линии Bd1-1 содержание белка составляет: 11,53±0,46 % в контрольном варианте и 10,86±0,11 % в опыте, а у линии у Bd21 11,35±0,06 % в контроле, 11,03±0,06 % в опытном варианте (А, таблица 7).


ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Известно, что растительные организмы имеют различные системы регуляции защиты. Инфицирование патогенами вызывает у устойчивых растений каскад защитных реакций, которые приводят не только к локализации очага инфекции, но и возникновению у растений системной приобретенной устойчивости.  Формирование устойчивости связано с продукцией сигнальных молекул в инфицированных тканях и их транслокацией к неинфицированным частям растения, где они индуцируют защитные реакции и способствуют повышению устойчивости. Иммунитет, основанный на неспособности фитопатогенов вызывать заражение растений определенного вида, называется неспецифическим.
Основная цель 2019 года: оценка активности соединений, формирующих механизмы врожденного иммунитета при инфицировании патогеном Puccinia recondita.
Задачи, поставленные в 2019 году, решены полностью. Полученные в ходе исследования результаты позволяют сделать следующие выводы: 
1 Установлено, что у растений устойчивой линии Bd21 повышение содержания ИУК было быстрым по сравнению с растениями восприимчивой линии Bd1-1 и достигло максимума (154 нг/г сырой массы) на 3-и сутки после инфицирования.
2 Активное накопление лигнина наблюдали у устойчивой линии Bd21 на 3 сутки после инокуляции также, как и у относительно устойчивой линии Bd3-1. У восприимчивой линии Bd1-1 на 3 сутки содержание лигнина было в 1,5 раза ниже и составило 68 мг/г сухого веса по сравнению с 115 мг/г сухого веса у Bd21 и 93 мг/г сухого веса у Bd3-1.
3 Установлено, что инфицирование B. distachyon бурой ржавчиной приводит к изменению всех количественных показателей внутренней анатомической структуры листа: толщины эпидермиса, общего развития листовых пластинок, а также размеров проводящих тканей по сравнению с контролем.
4 Показана низкая активность лектинов у всех изученных линий B. distachyon при инфицировании бурой ржавчиной. Накопление лектинов отмечено на 3-и и 5-е сутки у чувствительной линии Bd1-1 и среднечувствительной линии Bd3-1.
5 Установлено, что у устойчивой линии Bd21 содержание фенольных фитоалексинов в контрольном варианте было на 38% выше, чем у чувствительной линии Bd1-1. 
6 Показано, что заражение патогеном в большой степени влияет на все элементы продуктивности изученных растений пшеницы, в то время как Brachypodium distachyon проявляет значительную устойчивость к патогену Puccinia recondita. Установлено, что при инфицировании патогеном P. recondita, содержание белка в зерне линий B. distachyon и сортов мягкой пшеницы практически не изменяется.
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Рисунок 4 – Динамика содержания ИУК в листьях линий Brachypodium distachyon, инфицированных бурой ржавчиной
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Рисунок 5 – Влияние Puccinia recondita на листья 
инбредных линий Brachypodium distachyon
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Рисунок 6 – Влияние P. recondita на накопление лигнина в листьях инбредных линий Brachypodium distachyon





Таблица 6 – Анализ элементов продуктивности B.distachyon и мягкой пшеницы при действии патогена P.recondita

	Ва- 
ри- 
ант
	Высота растений, см

	Продуктивн.кустистость, шт
	Главный колос
	Масса 1000      зерен, г

	
	
	
	длина колоса, см
	число       зерен, шт
	масса          зерна, г
	

	Инбредная линия Bd1-1

	  К
	15,90±0,90
	    3,2±0,39
	1,91±0,65
	47,0±0,68
	0,18±0,02
	3,00±0,27

	  О
	9,93±0,68*
	 2,50±0,33**
	1,04 ±0,45**
	    40,0±0,47**
	    0,15±0,01**
	    2,16±0,08**

	Инбредная линия Bd3-1

	  К
	16,99±0,82
	4,5 ±0,38
	1,47±0,64
	56,0±0,23
	  0,22±0,01
	4,12±0,12

	  О
	11,50 ±0,52**
	3,2±0,01**
	1,40±0,51**
	49,0±0,40**
	0,18 ±0,01**
	    3,11±0,18**

	 Инбредная линия Bd21

	  К
	13,50±0,19
	5,4±0,55
	2,65±0,43
	50,0±0,46
	0,28±0,01
	4,34±0,28

	  О
	10,45±0,74*
	4,30±0,56*
	1,98 ±0,04**
	45,0±0,16**
	  0,20 ±0,01*
	    2,78±0,17**

	Сорт Казахстанская 19

	  К
	112,3±0,48
	6,2±0,42
	10,30±0,48
	37,0±0,48
	1,83±0,006
	38,91±0,41

	  О
	    93,44±0,97*
	    4,70±0,48**
	9,603±0,52**
	33, 0±0,52**
	1,55±0,01**
	36,20±0,32**

	Сорт Казахстанская раннеспелая

	  К
	  104,3±0,58
	6,50±0,53
	9,9±0,83
	39,8±0,6
	1,54±0,005
	39,09±0,51 

	  О
	 102,8±0,48**
	 4,35±0,94*
	 8,15±0,75*
	33,5±0,56*
	1,06±0,004***
	 31,89±0,70**

	Сорт Самгау

	  К
	112,3± 0,99
	6,1±0,88
	10,20±0,66
	41,60±0,84
	1,35±0,007
	34,02±0,31

	  О
	108,5±0,53**
	4,7±0,82*
	  8,70±0,88*
	37,80±0,79*
	0,96±0,006***
	  29,89±0,41**


     






        Таблица 7 – Влияние бурой ржавчины P. recondita на содержание белка в зерне          
      инбредных линий B. distachyon и мягкой пшеницы казахстанской селекции

	Варианты
	Содержание белка в зерне, %

	B.distachyon, линия Bd 1-1

	Контроль
	 11,53±0,46

	Опыт
	10,86±0,11

	B.distachyon, линия Bd 3-1

	Контроль
	12,00±0,1

	Опыт
	11,7±0,1

	B.distachyon, Bd21

	Контроль
	11,35±0,06

	Опыт
	11,03±0,06

	Сорт пшеницы Казахстанская раннеспелая

	Контроль
	 13,20 ±0,03

	Опыт
	13,0 ±0,05

	Сорт пшеницы Казахстанская 19

	Контроль
	14,75 ±0,14

	Опыт
	14,54 ±0,08

	Сорт пшеницы Самгау

	Контроль
	14,26±0,23

	Опыт
	13,93±0,11
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Приложения 1.1-1 .14 
к Договору№_ от ___ 2018 г . 


на грантовое финансирование 


ТЕХНИЧЕСКАЯ СПЕЦИФИКАЦИЯ И 


КАЛЕНДАРНЫЙ ПЛАН РАБОТ 


По договору № J,JJv от М . tl V . 2018 года 


1. Дочернее государственное предприятие на праве хозяйственного ведения «Научно­
исследовательский институт проблем биологии и биотехнологии» Республиканского 


государственного предприятия на праве хозяйственного ведения «Казахский национальный 


университет им. аль-Фараби» Министерства образования и науки Республики Казахстан 


1.1 По приоритету: 4. Науки о жизни и здоровье . 


1.2 По подприоритету : 4.1 Фундаментальные и прикладные исследования в области 
биологии 


Физиологические, биохимические и молекулярно-генетические механизмы 


жизнедеятельности растений, животных и человека, их адаптации к биотическим и 


абиотическим факторам среды обитания. 


1.3 По теме проекта: АРО5134104 «Физиолого-биохимические механизмы 


неспецифической устойчивости модельного объекта Brachypodium distachyon L. к бурой 
листовой ржавчине» . 


1.4 Общая сумма проекта 24 ООО ООО (Двадцать четыре миллиона) тенге, в 


том числе с разбивкой по годам, для выполнения работ согласно пунктуЗ: 


- на 2018 год - в сумме 8 ООО ООО (Восемь миллионов) тенге; 
- на 2019 год - в сумме 8 ООО ООО (Восемь миллионов) тенге; 
- на 2020 год - в сумме 8 ООО ООО (Восемь миллионов) тенге. 


2. Характеристика научно-технической продукции по квалификационным 
признакам и экономические показатели 


2.1 Направление работы: фундаментальные и прикладные исследования в области биологии. 
2.2 Область применения : сельское хозяйство . 


2.3 Конечный результат: 
- за 2018 год: Будет определена активность соединений, формирующих ранний защитный 


ответ при инфицировании патогеном Puccinia recondita, Будет одна статья в рецензируемых 


отечественных научных изданиях. 


- за 2019 год: Будет определена активность соединений , формирующих механизмы 


врожденного иммунитета при инфицировании патогеном Puccinia recondita. Будет осуществлена 
публикация методического руководства по изучению механизмов неспецифической устойчивости. 


Будет одна статья в журнале, индексируемом в базах данных Web of Science или Scopus с 


ненулевым импакт-фактором и одна публикация в рецензируемых зарубежных научных изданиях с 


ненулевым импакт- фактором. 


- за 2020 год: Будет проведено сравнительное определение экспрессии генов возрастной 
устойчивости Brachypodium distachyon и мягкой пшеницы к действию бурой листовой ржавчины 
и оценка действия экзогенных элиситоров на каллусные культуры Brachypodium in vitro . Будет 
осуществлена подача заявлений на получение авторского свидетельства и инновационного патента 


РК. Будет две статьи в журнале, индексируемом в базах данных Web of Science или Scopus с 
ненулевым импакт-фактором и одна статья в рецензируемых отечественных научных изданиях. 


2.4 Патентоспособность : Результаты планируется заявить в виде авторского свидетельства. 


2.5 Научно-технический уровень (новизна): Новизной настоящего проекта является 


комплексное исследование физиолого-биохимических механизмов, ряда анатомо­


морфологических особенностей, вносящих суммарный вклад в формирование неспецифической 
устойчивости модельного объекта Brachypodium distachyon с целью создания новых форм­


доноров устойчивости пшеницы , иммунопрепаратов, увеличения адаптивности казахстанских ' 
сортов мягкой пшеницы к бурой ржавчине. Проведение сравнительного изучения изменений , 


происходящих в Brachypodiumdistachyon при инфицировании патогеном, на трех линиях (Bd21 , 
d,J/1, 
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ВdЗ-1 , Bdl-1 ) с различной степенью устойчивости к бурой листовой ржавчине . 


2.6 Использование научно-технической продукции осуществляется: Заказчиком и 


Исполнителем совместно 


2.7 Вид использования результата научной и (или) научно-технической деятельности : 


научные публикации, отчеты, обзорно-аналитические материалы. 


3. Наименование работ, сроки их реализации и результаты 


Шифр Наименование работ по Срок выполнения* Ожидаемый результат* 


задания, Договору и основные этапы 
начало окончание 


этапа его выполнения* 


Определение активности Январь до 1 ноября Будет определена 
соединений, формирующих 2018года 2018года активность соединений, 


1. ранний защитный ответ при формирующих ранний 


инфицировании патогеном защитный ответ при 


Puccinia recondita. инфицировании патоге-


ном Puccinia recondita. 
1.1 Определение содержания Январь Июнь Будет определено 


салициловой кислоты и 2018 года 2018года содержание 


перекиси водорода при салициловой кислоты и 


инфицировании патогеном перекиси водорода при 


Puccinia recondita. инфицировании 


патогеном Puccinia 
recondita. 
Будет определена 


активность маркеров 


устойчивости -
антиоксидантных 


ферментов : каталазьr, 


пероксидазы и ее 


изоформ при инфициро-


вании патогеном 


Puccinia recondita. 
1.2 Определение содержания Январь до 1 ноября Будет определено 


неферментативных 2018 года 2018 года содержание 


антиоксидантов: глутатиона, нефермента-


каротиноидов , тивных анти-


хлорофиллов при инфици- оксидантов: глутатиона, 


ровании патогеном. каротиноидов, 


хлорофиллов при 


инфицировании 


патогеном . 


Будет одна статья в 


рецензируемых 


отечественных научных 


изданиях. 


2. Определение активности Январь до 1 ноября Будет определена 
соединений , формирующих 2019 года 2019 года активность соединений , 


механизмы врожденного формирующих механиз-


иммунитета при мы врожденного 


инфицировании патогеном иммунитета при 


Puccinia recondita. инфицировании 


патогеном Puccinia 
recondita. 


dlft, 
/ 


1 
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2.1 


2.2 


3. 


Определение содержания индо­


лилуксусной кислоты (ИУК) 


при инфицировании патогеном. 
Определение лигнина и морфо-


анатомических особенностей 


листа при инфицировании 


патогеном. 


Определение содержания 


лектинов и фитоалексинов 


фенольной природы при 


инфицировании патогеном. 


Сравнительное определение 


экспрессии генов возрастной 


устойчивости у Brachypodium 
distachyon и мягкой пшеницы к 
действию бурой листовой 


ржавчины (Puccinia recondita) и 
оценка действия экзогенных 


элиситоров на каллусные культуры 


Brachypodium in vitro. 
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Январь 


2019 года 


Июль 


2019 года 


Июнь 


2019 года 
Будет определено 


содержание индолил 


уксусной кислоты 


(ИУК) при 


инфицировании 


патогеном . Будут 


определены содержание 


лигнина и морфо-анато­


мические особенности 


листа при 


инфицировании 


патогеном. 


до 1 ноябряl Будет определено 
2019 года содержание лектинов и 


фитоалексинов феноль­


ной природы при 


инфицировании 


патогеном. 


Будет осуществлена 


публикация 


методического 


руководства по 


изучению механизмов 


неспецифической 


устойчивости. 


Будет одна статья в 


журнале, 


индексируемом в базах 


данных Web of Science 
или Scopus с ненулевым 
импакт-фактором и 


одна публикация в 


рецензируемых 


зарубежных научных 


изданиях с ненулевым 


импакт- фактором. 


Январь 20201 до 1 ноября I Будет проведено 
года 2020 года сравнительное 


определение экспрессии 


генов возрастной 


устойчивости 


Brachypodium distachyon 
и мягкой пшеницы к 


действию бурой листовой 


ржавчины (Puccinia 
recondita) и оценка дейст­
вия экзогенных элисито­


ров на каллусные 


культуры Brachypodium in 
vitro. 


(!IJlt 11 
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3.1 


3.2 


Определение экспрессии генов 


возрастной устойчивости Brachy­
podium и сортов мягкой пшеницы 
(гены Lr34, Lr67) при инфици­


ровании патогеном . 


Оценка действия экзогенных 
элиситоров на каллусные культуры 


Brachypodium in vitro. 


От Заказчика: 


Председатель ГУ «Комитет науки 


Министерства образования и науки РК» 


.,~.,-~'--'' Абдрасилов Б.С . 
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Январь 2020 
года 


Июль 


2020 года 


Июнь 


2020 года 


до 1 ноября 
2020 года 


Будет определена 


экспрессия генов воз­


растной устойчивости 


Brachypodium и сортов 
мягкой пшеницы (гены 


Lr 34, Lr67) при 
инфицировании 


патогеном. 


Будет проведена оценка 


действия экзогенных 


элиситоров на каллусные 


культуры Brachypodium in 
vitro. 
Будет осуществлена 


подача заявлений на 


получение авторского 


свидетельства и 


инновационного патента 


РК. Будет две статьи в 


журнале,индексируемом 


в базах данных Web of 
Science или Scopus с 
ненулевым импакт­


фактором и одна статья в 


рецензируемых 


отечественных научных 


изданиях. 


От Исполнителя: 


Ознакомлен : 


руководитель проекта 


че ~ Омирбекова Н .Ж. 


~ Жусупова А.И . 
(подпись) 


dl# -J 
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Production of high-quality wheat grain in Kazakhstan is an important strategic direction contributing to the stabilization
of agriculture, ensuring the country\'s food security and a decent position in the club of grain exporters on the world
market. One of the most frequent sources of its loss is Puccinia recondita or brown (leaf) rust, with epiphytoties leading
to the loss of up to 60% of crop yield. Our scientific group is the first in Kazakhstan, engaged in detailed studies on the
use of Brachypodium distachyon as a model object for studying changes caused by the brown rust pathogen. One of the
aspects of our study is the comparative analysis of its anatomical features with Kazakhstani wheat varieties.

Seeds of B. distachyon (Bd21 line) were obtained from the RIKEN BioResource Center, Japan. In the tillering phase, the
plants of the experimental variant were inoculated with urediniospores, while control consisted of untreated plants. SRI
of Biological Security Issues, MES RK, provided us with Kazakhstani population of P. recondita. Identification of morpho-
metric features was carried out in accordance with Ermakov (2007), anatomical - in accordance with Barykina (2004)
conventional methods.

Our experiments have shown that infected flag leaves have a statistically significantly thickened blade in the area of vas-
cular bundles by 23%. The diameter of the conducting bundles of the leaf blade decreases by 13% (control - 88.39+2.00
um, experiment - 76.19+2.71 um). Diameter of the xylem vessels increases by 24% compared to the control (control
17.97+3.87 um, experiment - 22.36+5.25* pum). Thickening of the stem and vessels relatively to control by 1.5 and 1.1
times in infected plants was noted. In the roots of Bd21, two anatomo-topographic zones are distinctly distinguishable.
the primary cortex and the central cylinder. The primary root bark of the control plants consists of rounded parenchyma
cells with intercellular spaces. In infected plants, the primary cortex is not developed, practically reduced. The inner layer
of the cortex is differentiated into densely closed endoderm cells. Primary conducting tissues of the root form a complex
bundle in which radial strands of xylem alternate with elements of phloem.

The wheat varieties were picked because of their degree of resistance and susceptibility to P. recondita, 15% of infection
for Kazakhstanskaya 19, and 40% for Kazakhstanskaya early. On some of the organs noticeable changes were observed.
In particular, in the internal structure of the roots of the Kazakhstanskaya 19, as in the infected leaves, the thickness
of the primary cortex increased by 1.11 times, while in Kazakhstanskaya early, on the contrary, the size of the primary
cortex reduced by 1.36 times.

In addition, 15 potentially informative morpho-anatomical characteristics were identified that can be used to identify
Brachypodium distachyon cytotypes. Research is funded by MES RK project AP05134104/SF4
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MAEHTU®UKALIUA TEHOB VCTOVILI!/iBOCTM
K bYPOU PXXABUYMHE Y COPTOB MATKOU MNLUEHULLBI

Bypasi pxapuuHa sBASETCS OAHOM M3 OCHOBHbLIX GOAE3HEl nieHuLibl, Bo30yAMTEAeM KOTOPOW
apagetcs rpub Puccinia triticina, MOXKeT NprBecTy K NoTepsiM yposkasl, a Takke K CHYKEHUIO KauecTsa
3epHa. YCTOMUMBOCTL K GYPOI PXKaBUMHE MSFKOW MWEHULbI 4BASIETCS NPEANOCLIAKOW AAS TTOAYHEHNA
CTaBUALHO BLICOKMX YpOXKaes. B AaHHOM paboTe NpUBEAEHbI PE3YABTATbI MCCAEAOBAHUS NSITH COPTOB
(OTEUECTBEHHDIE M POCCHIACKIE) MArKOM MEHULBI HA HAAUUME TEHOB YCTOMUMBOCTH K OYpOit piKkaBumHe
€ UCNOAB3OBAHMEM MOAEKYASPHBIX MApKepoB. C LEeAbI0 U3YUeHNs YCTORYMBOCTI NUeHMUbl K Oypon
pxapunte Obian BbiGparbl 4 reHa — Lr10, Lr22a, Lr34, Lr67. B pesyAbrate MOACKYAIPHOrO CKpuHnrd
YCTAHOBACHO, UTO BCE MCCAEAOBAHHbLIC COPTA NUWEHULBI SBAKIOTCS HOCUTEASMM TeHoB Lrl0, [r22a n
Lr67, KoTopble 06ecrnednBaloT yCToMUMBoCTb K Oypoit pxkasunte. Ano redy Lr34 copra Hoocubupckas
29, Camray 1 XKeHnuc MMEIOT PeLLecCUBHbIR arreAb, a Kasaxctanckas 19 1 MpeHb HecyT AOMUHAHTHBIN
AAACAL M MOFYT GbITh MCIIOAL30BaHbI B KAUeCTBE €0 UCTOUHMKOB B CEABKUMOHHOM npouecce. C
MNCMOAL30BAHMEM MOACKYASIPHBIX MAapKepOB MOKa3aHO HaAMUME Y M3YUEHHbIX MAaTePUAAOB BbICOKO- U
YacTnuHo 3(hHeKTUBHBIX FTEHOB YCTOMUMBOCTU K GYpPOit pkasumHe.

KatoueBble caoBa: Gypas p)kaBuuHa, Lr-redbl, Markas niieHuia, yCToMunBOCTb, MOACKYASPHbIE
MapKkepbi.

Mynbayeva D.O.", Omirbekova N.Zh.!, Zhunusbayeva Zh.K.",
Zhusupova A.l.!, Begmanova M.O.?, Amirgalieva A.S.*

'"Al-Farabi Kazakh National University, Kazakhstan, Almaty, e-mail: dana_1206@mail.ru
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Identification resistance genes
to brown rust in softwheat varieties

Brown rust is one of the major diseases of wheat, the causative agent of which is the fungus Puc-
cinia triticina, which can lead to crop losses, as well as to a decrease in the quality of grain. Resistance
to brown rust of soft wheat is a prerequisite for consistently high yields. This paper presents the results
of a study of five varieties (domestic and Russian) of soft wheat for the presence of brown rust resistance
genes using molecular markers. In order to study the resistance of wheat to brown rust, 4 genes were se-
lected — Lr10, Lr22a, Lr34, Lr67. As a result of molecular screening, it was established that all the studied
wheat varieties are carriers of the Lr10, Lr22a and Lr67 genes, which provide resistance to leaf rust. And
according to the Lr34 gene, the Novosibirsk 29, Samgau and Zhenis varieties have a recessive allele,
and the Kazakhstan 19 and Iren carry the dominant allele and can be used as its sources in the selection
process. Using molecular markers, it was shown that the materials studied have high and partially effec-
tive brown rust resistance genes.

Key words: brown rust, Lr-genes, soft wheat, resistance, molecular markers.
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KOHbIp TaTKa TO3IMAIAIK reHAEPIH XXYyMCaK GMAal COPTTAPbIHAA aHbIKTAY

KosAbiprbitbl Puccinia triticina caHblpayKyAafbl BOALIN TabbIAATBIH KOHBIP TaT OGMAAit acTbiK
TYKbIMAAQCBIHBIH, €H HEeri3ri aypyAapbiHbiH Gipi skaHe OA eriH GHIMAIAIriHIH ToMeHAeyiHe XKoHe 6unaan
ASHIHIH canacbiHbIH 6Y3bIAybIHA aAbITN Keaeal. XKymcak, OMAARABIH KOHBIP TaTKa TO3IMAIAITT KAABINTbI
JKOFapbl KOPCETKIWTI OHIM aAYAbIH aAfbILIAPThI GOoAbIN ecenTeAeAi. byA maKaAapa MOAEKYAAAbIK
MapKepAepAi KOAAAHY apKblAbl KOHBIP TaT aypbiHa >KymcaK, OuAaitAbIH 6eC COPThIHAA (OTAHADIK JKaHe
OpbIC COPTTAPbI) TO3IMAIAIK reHAepitin 60AybIHA XKYPrisiAren seprrey HoTUxXeAepi KeaTipiaren. Kobip
raTka TO3IMAIAIKTI 3epTTeyae 4 red TaHAAAAbL: Lr10, Lr22a, Lr34 xeHe Lr67. MOAEKYAGABIK CKPUHUT
Kyprisy HoTuxkeci GoibiHa GapAblK 3epTTeAreH coprrap Lr10, Lr22a »oHe Lr67 KOHbIp TaTKa
TE3IMAIAIKKE acep eTeTiH reHACPAIH TacbiMaaAdyLWbiAapbl EKEHAIM aHbIKTaAAbl. Lr34 reni GombiHia
HosocuGupckas 29, Camray skoHe XKeHic copTTapbl pelLeccuBTi  aAAeAb  TaCbiMAAAAYLIbIAADbI,
aa Kasaxcrarckaa 19 skaHe Mpen coptrapbl 60ACa AOMUHAHTTbE dAACATC ME JKOHE 6yA COPTTapAbl
CeAEKLIMSABIK XKYMbICTAPAA TO3IMAIAIK reHAepiHiH, Ke3i petiHae nanaaraHy Buaait BHIMIHIH GipHelue
ece »KorapblAayblHa aAbin KeAeai. MOAEKYAIALIK MapKepAep KOMEriMeH 3epTTeAreH mMatepuasAapAa
JKOFapbl XKeHe iliHapa TUIMAT KOHBIP TaTKa KapCbl TE3IMAIAIK FeHAEpi aHbIKTaAAbI.

TyiiH ce3aep: KOHbIP TaT, Lr-reHaep, Kymcak, 6uAal, TO3IMAIAIK, MOAEKYAAABIK MapKepAep.

Cokpatienust H 0003HAYeHHST

Lr — rennt yeroitunoctn (leaf rust), TP — ro-
jiMepasHas LerHas peakuns, APR — Bo3pacTHbie
reHbl yCTOHUHBOCTH.

Beeaenue

Peanusauus Npon3BOANTENLHOCTH COBPEMEH-
HBIX COPTOB TMICHHIbI OPAaHUYNUBACTCA NOTEPAMU
ypoxas OT TpHOKOBBIX 3aD0NeBaHNi, KOTOpbIE HH-
TEHCHBHO PA3BHBAIOTCS B YCIOBUSX [MOBBILICHHO
BIQKHOCTH 1 TeMIlepatypbl Bozyxa [1].

ITo nanueiv ®AO [2], MuUpOBBIE TTOTEPH ypPO-
JKkast TIHEHNIBI OT BPEHBIX OPTaHU3MOB COCTABIIA-
10T 34%, B ToM uncine ot donesneii — 12%. B Ka-
3axcraHe o3nMasi | spoBas IMILEHUIA MopaxaeTcs
HeCKOMLKIMI BUIAMH PyKaBuMHbI (Oypast, kelras,
crebnesas) [3]. PacnipocTpanenne W pasBuTHe Go-
ne3Hell MIIeHNIbl 3aMeTHO BapbipyeTcs B 3aBUCH-
MOCTH OT TIOFOJHBIX YCIOBMH, 30H BO3/C/IbIBAHNA
1 COPTOBBIX OcOOeHHOCTe KyTbTyphl [4]. TTpons-
BOJICTBO 3epHa ObIIO M 0CTAETCS BaXKHBIM CTPaTErt-
yecknm pecypcom Kaszaxcrana, 6a30Boil oTpaciibio
CeNbCKOXO33CTBEHHOr0 Npou3BoacTsa. Pecrydan-
Ka [IPOM3BOIUT 3ePHO HE TONLKO Jui olecrieyenis
BHYTpEHHEH MOTPeOHOCTH CTPAHBI, HO W 9KCIOPTH-
posanis B 3apyOexkubie cTpatbl [5]. B npoiosomb-
cTBeHHOM 3epHe Kasaxcrad MokpblBat motped-
HOCTD He TOJILKO CBOW, HO 1 pecry6mmk Cpejneit
Aszpn. CusibHas 1 TBepJas MieHna, BbIpalieHnas
B Kasaxcrate, 3KCIOPTHpYeTCst JUls MepepaboTKu
B MakKapoHHBIE H3JIeJINs, a Takke JUIs YJIyulUeHus
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xneba B TlpnGantuiickie n apyrie pecryOianki.
Kasaxcran, Kak OJWH U3 OCHOBHBIX [POH3BOIM-
Tellell 3epHa B MUpe, TIPU YPOBHE yporkaifHOCTH
meHnsl 15-20 1/ra, exkerogHo Tepset ot 3.5 Jo
9,5 w/ra nuennus! [2;4]. OnHoll 13 OCHOBHBIX NPH-
YUH Takoro yuiepba sBIAIOTCA MacCoBbIC BCITBILIKH
rpuBKOBLIX GOJIe3Hel, cpe KOTophX Handojsiee
pacnpoOCTPaHEHHBIMU H BPEJIOHOCHBIMI ABJIAIOTCA
Gypast smcToBas prkaBdnna (Bo3OyauTeNb Puccinia
triticina Erikss., Puccinia recondita Rob.)
OCHOBHBIM KPHTEPHEM BbICOKOIO YPOBHSI 11pO-
JI0BOJILCTBEHHOIT ©E30MaCHOCTH ABISETCS  yCTOM-
YyHBOe BOCIPOM3BO/JCTBO 3EpHA, Macia 1 APyrux
CeNbCKOXO035HCTBENNbIX NPoyKkToB. Pernon [len-
TpalbHONH A3UM ABJISCTCS OJHUM M3 BasKHEHIINX
MUpPOBBIX TPON3BOMTENEH TIICHULBI, KOTOpas
BhIpallMBaeTest Ha riomanu 15 min. ra. Ha sroit
TEepPPUTOPHH B MOCAEAHNE FO/bl OJIyH Ml pacipo-
cTpaHenye Oypas prkaBuiHA MIICHULb! Puccinia
recondita f sp. trilici. KOTOpas HAHOCHT CePbe3HbIN
SKOHOMUUECKHUIT yiepd, cHUKag U KauecTBO 3epha.
B cBA3M ¢ TUM, OJIHOI W3 TJIaBHBIX 3aj1a4 arpo-
npoMpILIeRHOr0 KomIiekca Kasaxcrana aBiseTes
MOBBIIIEHNE YPOXKANHOCTH U KauecTBa CTpaTeri-
YECKH BAKHBIX CENbCKOXO3AMCTBEHHBIX KYIbTYP.
Mcnonb3oBaHne reHeTHYECKH YCTOHYHBBIX COPTOB
apisiercss Hanbostee YGHeKTUBHBIM, YIKOHOMUICCKN
M BKOJIOTMYECKH HAJEKHBIM METOLOM KOHTPOIIS
Golte3Heil, MO3BOJISIOMNM CHU3UTL WITH DITMMUHN-
poBaTh NpUMeHeHne (QYHrHUII0B 1 CBECTH K MH-
HIMYMY TIOTEpH ypoxkasi OT piKkaBuiibl [0].
TTpakTHUecKH BCe BIJBI PAKABUHHHBIX 3ad0rc-
BaHUil OTHOCATCsSE K (DaKTOpaMm, JIMMUTHPYOLLUM

Experimental Biology. Ne2 (79). 2019 11





image40.png
FLienmndmast tenos yCrouuuBoctn K Oy poit PAABIHIC ¥ COPTOR MSTROI HIICHATILE

VBEIHUEHHE TPOH3BOACTBRA 3epHa. bypas piasunHa
crieunduueckoe 3ab0neBaHHe MIICHNIILI BCTpeUa-
cres B Aprentune, bpaswmn, 3anannoii Espone,
Kanane, Kurae, CIHA, rjae oHa BbisbiBact sind-
rorun. Berpeuaeres B Anraiickom kpae, ['pysun,
3akaskasbe, 3aypanbe u 3anannoit Cudnpu, Ioson-
ke, Hpumopekom kpae, CeBeprom Kasaxcrane [7].
bypas pxasunna (Bo30ymurens Puccinia recondita)
— OJIHA 13 CaMbIX PACIPOCTPAHEHHBIX H BPEOHOC-
HBIX QOJIe3HeI NTLIeHULb! MATKOI Triticunt aestivim
L. cpean mictoBbIX 3adonesanuii. llopaxennbie
PACTeHItS MOKPLIBAIOTCA 11YCTYAaMi Kpacho-0ypo-
ro uBeTa. Bpex Oypoit pkaBuMHbl 3akimovaertcs B
YMEHBIICHHH aCCHMUIISLIHOHHOT TOBEPXHOCTH pac-
TCHHIT 11 YCHIICHHIT TPAHCTTUPALITIEL. DTO NPHBOT K
HapYLIEHHIO BOJHOTO OanaHca, 1pekieBpeMeHHo-
MY OTMIIPAHHIO JTHCTHER, CHIDKEHITIO 3HMOCTOIKO-
¢t pactennit [8]. B Soprbe ¢ Oypoii paaBunHoii
Hanbozee YPHEeKTHBHBIM METOAOM siBJISeTCS Ce-
JIeKIns 001e3HeyCTOIYNBBIX COPTOB. AHAIN3 CO-
BPEMEHHOTO COPTUMEHTA PailOHMPOBAHHBIX COPTOB
CBU/IETENILCTBYET O HAJIMYHH HE3HAUUTENTLHOTO KO-
JIHUECTBA COPTOB, 00J1a1AI0IIMX YCTOHUHBOCTBIO K
Oonesnsam [9].

Hit oann arpotexHityeckmii npuem He obecre-
YHBACT HAACIKHOIO KOHTPOIS OonesHei 3CPHOBLIX
KYJIbTYP € BO3/YLIHO-KanelbHOi 1 NOYBEHHON HH-
dhexisivi, Handoee 3G deKTHBHBIM NPOTUB BUIOB
pKaBUMHBl 1 TPHOKOBBIX MATHUCTOCTEN SBIAETCA
BO3/CIIbIBAHIE YCTOHYHBBLIX cOpTOB. OJIHAKO Cpean
80 copTOB APOBOIT MATKOI MIIEHHLBI, IOy HIEHHBIX
K 1CI0Ib30BanNo B KasaxcTane, NpakKTHYECKH HET
VCTOIUIBBIX K BHAM P/KaBUMHBI U cenTopuosy. B
2016 r. B CesepHom Kaszaxcrane ABYMA BHIaMH
PKABUYHHBL 1 CENTOPHO30M B CpelIHeil W CHIbHOM
11 cTernent ObLIo TTopakeHo OOJILIIMHCTBO MOCEBOB
feHIb 1 TpeboBanock NpoBeIeHHe XUMHUIECKOH
JallNThl Ha NJI0MI@1H He MeHee 6-7 mun ra. Oxxa-
KO 9TO HepealbHO B SKOHOMMYECKOM [JIaHe U He-
1eiecoo0pasio B akonorndeckom. IMorepu 3epHa
ITIICHHTIBT H3-3a KOMITIeKkca 0oJ1e3Heili ¢ BO34yIHO-
KkarienbHOi MHdeKUeil cocTaBuIn He MmeHee 15-
20%. a Ha OT/eNbHbIX TOJAX yTpadeHo Oonee 1/3
vposxas. Cos3janne U BHEAPeHHe B NPON3BOJACTBO
COPTOB APOBOIT MUIEHHILBI, YCTOHUYHBBIX K GOJIE3HAM
¢ microctedenbHo nH(peKUnell NMo3BOJAUT MOBbI-
CHTL 1IPOJLYKTHBHOCTB MOJIeil, IKCNOPTHbIil MOTeH-
[Han cTpaHbl, a TAKXKE Pacxo/ibl Ha XMMHYECKYIO
3AUMTY T0CeBOB B cpeHeM Ha 3500-4000 Tenre
Ha rextap. B cBA3M ¢ pacuiipeHneM apeaia HOBOH
arpeccHBHON packl cTe0IeBOH PKABUHHBI NIUIEHH-
et Ug99 B Adprike 1 A3ni 0coOeHHO Bo3pacTaeT
AKTYATILHOCTE 3TOH 1pobIiemMbl. B nepenekTuse no-
reHiManbHas 117701alb SpoBOi MUICHULBI, 3aHATasd

VCTOHUHBBLIMU COPTAMH, JIOJIKHA COCTABITE HE Me-
nee 50-60% [ 10].

HeemoTpst Ha npoBeieHie MEPONIpHATHIT 110 3a-
HIHTE 3¢PHOBBLIX KYILTYP OT HATHUCTOCTEH, 110TCpH
socturaior 30-40% [ 11]. OcHoBHas pHYHHA HTOFO
SIBJICHIS — BBICOKAst IJ1aCTHYHOCTL W pUenocodis-
emMocTh Bo30ynTesieii K 9KOIOIrHYECKHM YCTIOBUAM
BO B3aHMOJICIICTBIN € COPTOBBLIMU OCOOCHHOCTSMI
[12]. Cosnanne copToB, COUETAIONMX BLICOKHH 110-
Teniman yposkaitHoCTH ¢ reHeTHIECKOH ero 3auin-
roit 0T OONIe3HEH, OJIMH U3 LIEHTPaJIbHBIX BOIIPOCOB
B CeleKIn, KOTOpbIil siBsercs Haubosiee IKOHO-
MITTHBIM, YKOJOTHIHBIM 1 HEOOXOAMMBIM METOJIOM
GopLObI ¢ BPEJHLIMU Opranui3MaMiu. DTOT METOI
BKJIIOUACT TTOUCK JIOHOPOB 3((eKTUBHBIX TEHOB
yeroitunBocTH k Ooesnsam [13].

B nayuHoii Jurteparype umeetcs OOUIMpHAL
nH(opMats 0 reHax yCTONYMBOCTH MUIEHULBI K
B030yauTenio Oypoit pxkapunuel. K Hactosiemy
BpEeMeHIl B KATAIOre FeHOB MITEHHILI HMEETCS HH-
(dopmauns o 68 Lr-renax [14]. Oanako oxHoil u3
OCHOBHBIX TIpofJieM  Hegonroii  hheKTHBHOCTH
GObUINHCTBA Lr-reHOB SIBISETCS MOsABIEHUE BU-
PYJICHTHBIX pac raroreHa, KOTopble CocoOHbI Mpe-
0/1071eTh YCTOHYMBOCTB. BenecTBIE 5TOr0 MHOTHE
13 U3BECTHBLIX Lr-reHOB YCTOHUYMBOCTH CTAHOBATCA
neaddexTiBubiMu [15].

Ha nanHblit MOMEHT, cyllecTByeT §0blIoe Ko-
JIMYECTBO WACHTU(GUUMPOBAHHBIX Lr-reHoB. MHO-
MM 13 HUX CBOIICTBeHHA Helonras 2 QeKTHBHOCTE.
ITpuunHoit ABIAeTCA MOSIBICHHE BUPYJICHTHBIX pac
naToreHa, KOTOpble CMOCOOHBI MPE0JI0J1eTh YCTOl-
YUBOCTH. BelleicTBHE 9TOTO MHOTHME W3 U3BECTHBIX
IeHOB YCTOMUYMBOCTH cTaHOBATCA HedddekTHs-
HbIMH. Ocobast ormacHocTh Oypoil pkaB4MHBI 00-
YCIIOBJIEHA CMOCOOHOCTBIO MaTOreHa K MyTalunu i
OBICTPOIT CMeHe reHepauuii, uTo ycKopseT paco-
obpasoBarenbHblit Tporece [16]. Tem He MeHee,
Lr34, Lr68 n Lr67 reHbl yCTOMYNBOCTH obecrieyn-
BAIOT YaCTHYHYIO, HO [UIMTENBHYIO YCTOIHYHBOCTD
[17]. DT rensl cOCOOCTBYIOT 3aMETIEHHOMY THITY
Pa3sBUTHS PHKABUNHBI U ABIAOTCS 3(DEKTUBHBIMU
KO BceM pacam natoreHa. JlonmonnurenbHoe neii-
CTBHE HTOrO TUMA FeHa MPUBOAMT K MOBBILLIEHHIO
YCTOIHYMBOCTH IO yPOBHS HUMMYHHOCTH.

TTooTOMy HEOOXOAMM MOMCK HMCTOYHHMKOB HO-
BbIX I'€HOB YCTOHUMBOCTH K PiKaBUMHE MUIEHULbL.
Jlist Toro 4ToOBI ¢ GOMblIeH HALEHKHOCTBIO KOH-
TPONHPOBaTh 60JIE3HEYCTONYMBOCTD, OYEHb BAKHO
HWMEThb B PacTiOpsKeHHH MOJIEKYIISIPHbIE MapKephl,
COTIPSKEHHBIE € 3THM TIpU3HaKoM. B macrosuiem
McceI0BAHNH BHUMaHNe ObITo 00paiieHo Ha 1acThb
9(eKTHBHBIX T€HOB YCTOHIMBOCTH K 6ypoii pxkas-
anne — Lr10, Lr22a, Lr34, Lr67.
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Marepuanami neenegoBanmii sBasoTCs copra
I TICPCHICKTHBHBIC JTHHUI MSTKOIT 030MOIT HneHn-
bl Kasaxcranckas 19, Kenne, HosocnOnpekas 29,
Camray 1 Mpenb. Copra npegoctasienn KasHY,
1a00PATOPIST FeHETHKH 1 celeKIy pacrenuii. Bui-
AcnieHue renomuoit JJHK 13 PACTHTEIILHOIO MaTe-
PHAIA OCYIIECTBICHO 13 NPOPOCTKOB MIICHNIB! Ha
ocrose CTAB Meto1a ¢ ucnonbiopanmem 7-nnen-

HBIX TIPOPOCTKOB 110 MeTOAMKE Ricde w Anderson
[18]. JUst waentudmkatun Lr-renos YCTOHYHBOCTH
HEHOTL30BA MCTOJL TTOIMMEPA3HOIT 1ICHHOIT peak-
win (HEP) ¢ cnenndmmeckumn npaiivepamit, Map-
KHpyrommmit orenpibie reunt (Tabmia 1), Awm-
I gHIKaLIs IpoBe/ieHa B amiumdnkatope Master
cyeler nexus gradient (Eppendorf, I'epmaris).

Lporpavsibl amimkanny BLIGpanb B 3aBi-
CHMOCTH OT HCCIEyeMOro Lr-reHa yeroiiunBocTH
(Tabimua 2).

Labanma 1 - Hpaiivepul. nenoavsosannnie LB WICHTHOUKAIHH TCHOB Y CTOHUMBOCTH

D Lreny | Hassaime T wap- | I(\I\.’l- - o Tt enay b
| ™apkepa Kepa “f TH3a-11 HTepATypa
Lrl0 | F1.22451r10-6/12 SIS | 1AS | Feuillet C.. 2003
— | [ .
Lr22a WMS296 SSR 2DS ) Hiebert C.W. et al., 2007
|
- + .
| Lr34 csLV34 STS T 7DS T . Lagudah E. etal, 2006
b _ ! ! -
Lr67 4D [ Guyomarch et al. 2002
| I

Xcfd23-4D } CFD |

Fab.amua 2 — Veiosus nposetenns nommepashoii uenoii PCARIIH € HCI0IL30BAHHEM IPARMEPOB K COOTBETCTBYIOLIMM Lr-renanm

VCTOHYHBOCTH

]iui&,u,n.m |- . . . [ocnennss
Kommyecrso | Jlenarypaums, OT1xkun IKCTEHMS,
Lr-renst JeHarypaius, | . . . o, IKCTCHIIUS
o LHKIIOB C (cex) C (cex) C (cek) fe
°C (muH) J C (MuH)
Lrl0 | 94 (3) [ 35 94 (60) 58 (60) 72 (120) 72 (5)
Lr22a | 94(2) 30 J 94 (60) 55 (60) 73 (50) 73 (5)
B 1 :
L34 94 (10) 30 J‘ 94 (30) 60 (30) 72 (30) 72(7)
[ Lre7 [ e ] 30 | 9s60) 60 (60) 72 (60) 73 65)

[Tpoaykrer amindukaunn pasaensin B 1,4%
arapo3HoM rejie B Tpuc-auetatHom Oydepe. [enu
10KYMEHTHPOBAIH ¢ [TOMOLUBIO CHCTEMbl TIejlb-
sokymentaunn Vilber Lourmat (Ppanuns). B kaue-
crBe Mapkepa MoJIeKyJIspHOii Maccebl ObLT HCHOJIb-
30BAH KOMMepuecknit Mapkep GeneRuler 100bp
DNA Ladder (ThermoScientific, CILIA).

PesyabTatel n obeyx/1eHns

I'en yeroitnsoetn L]0 Obul WeHTHOULUMPO-
BAaH B TeHOME [MIIEHHIbI U KapTHPOBAaH HA KOPOT-
KoM muiede xpomocombl 1AL Schachermayr ¢ coas-
TOPAMH BIEPBLIC BBLICINIIN 3TOT F'eH U OTUCAH €ro
crpykrypy [19]. Tew Lr/0 noay4un mmMpokoe pac-
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TIPOCTPAHEHHE B COPTAX MIIEHULBI [0 BCEMY MHpY.
On obHapyskeH BO MHOTHX aBCTpamuiickux copray,
coprax CeBepHoil AMEPUKH M JHHHSX, BEJLY LINX
CBOC  NPOHCXOK/ICHHE M3  CENeKUHOHHBIX [1po-
rpamy CYMMIT (International Maize and Wheat
Improvement Center). B cBsi3u ¢ ObICTpBLIM azanTa-
LUHOHHBIM TIPOLECCOM BUPYIIEHTHBIX pac NnatoreHa
HANPaBIIEHHBIN Ha TIpeojolieHne Hpekta reHon
YCTOHYMBOCTH L1 () He SBNsieTCs BHICOKOdEKTHB-
HbM. [To 1aHHeM HeenenoBarns CIMMY T nokasa-
HO, 4TO COYCTaHHE 4-5 reHOB yCTOHYMBOCTH HIpaeT
Ba/KHYIO POJIb B KOMOMHALMM ¢ JApyriMH TeHaMmi
yCTOIYMBOCTH K Oypoii piauune. B pesyibrare
ITL[P-aHanM3a ¢ MCNONb30BaHMEM CHeH(IYHOIO
s jaHHoro rena F1.22451r10-6/r2 STS-mapkepa,
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GBI yCTaHOBIIEH (hparMeHT AMHOM okoo 290 m.H.
JlauHbIi (parMeHT HabMo#aIcs BO BCEX MCCIENO-
BaHHBIX oOpa3uax (Pucynok 1).

Cxosxwue pabotbl Ob1n BemonHeHs! A.A. Toky-
6aeBoii 1 ee KoJIeraMu Ha 57 coprax (OTeuecTBeH-
Hble U 3apyOexHble) copTax mureHus! [20].

1000 bp

500 bp

300 bp
200 bp
100 bp

M — MonekysipHblii Mapkep (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder, ThermoFisherScientific, CILIA);
1 — HoBocubupckas 29; 2 — Kasaxcranckas 19;

3 — Wpens; 4 — Cawmray; 5 — XKennc

Pucynok 1 — ITpoxykre! amrnudukanun JTHK
¢ reHom Lrl0)

Lr22a APR reH OTBETCTBEHEH 3a BO3PACTHYIO
YCTONYMBOCTD K Oypoii pskaBunHe.Lr 22 uneHTudu-
unpoBan G.G. Rowland n E.R Kerber. Haiineno
JIBa ayienist 3Toro reHa — a n b. JIokanm3oBaHbl OHI
B xpomocome 2DS [21]. McToYHNKOM TreHa SBIseTcs
Aegilops tauschii. JInst nieHTAGUKALN HOCUTeNnei
reHa Lr22a nposomumu ITLP, ¢ mcnone3oBaHueM
SSR mapkepa WMS296 [9]. B pesynbrare aHanm3a
pasmep dparmenta JJHK Lr22a rena xonednercs oT
120 o 185 m.H. [To naeHTH(UKALNKM JaHHOTO TeHa
B KazaxcTaHe mpoBOAMIOCE OTPaHUYEHHOE YHC-
1o nccnenoBanui. Hampumep, A.M. Koxmerosa ¢
KoJIleraMy BBISIBUIIA JBa (pparMeHTa 3TOTO IeHa ¢
pasnuuHOi JutMHOM. IlpencTaBieHHOE pasnnuume
mexay pazmepamu JTHK ¢parmenTa MoxxeT oObsic-
HSATBCS TeM, 4TO NIOKyc Lr22a sBiseTcs crenndmd-
HbIM y pazHbIX copToB (PucyHok 2).

Lr34 oTHOCHUTCS K YHCIy HauGolee BbICOKOI(-
(EeKTUBHBIX TEHOB yCTOWYMBOCTHU K Oypoli pikaBuu-
He. B oTnnuue ot apyrux Lr reHoB, OH He CBA3aH
¢ pacocrePpUIHOCTBIO U ObecrnednBaeT obLIyIo
YCTOMYUBOCTb COPTOB MIIEHULbl HA MPOTAKEHUU
BCEro BEreTalMoHHOTO Teproja. B 3Tom oTHOIIe-
HUH TeH MpeJCcTaBiIseT OOJBLIYI0 LeHHOCTh. B oc-
HOBHOM, 3T0 00yCIIOBJIEHO dKcnpeccueit Lr34 B nu-

CTBAX, OJJHAKO 3TOT TeH MOXeT (QYHKIMOHNPOBATH
U B 3apofplmax [22]. Lr34 TeH OTHOCUTCS K IpyTine
reHoB, 00eCevnBarOLINX YCTOHYNBOCTh KaK Kade-
CTBEHHOT'0, TaK ¥ KOJIMYECTBEHHOT0 MposiBeHus. K
9TOW HEMHOTOYWCIIEHHOM TpyTINe FeHOB Takxke OT-
Hocstest Lr46 v Lr67.

1000 bp

600 bp

300 bp
200 bp

100 bp

M — montekynsipHbIit Mapkep (GeneRuler 100 bp DNA Ladder,
ThermoFisherScientific, CLLIA);
1 — HoBocubupcekas 29; 2 — Kazaxcranckas 19;
3 — Upens; 4 — Camray; 5 — XKenuc

Pucynok 2 — Ipoxykrer amrumidukanmn JJTHK
¢ reHom Lr22a

B naHHOM MccleloBaHMM JUIS BBISABICHHS TeHa
Lr34 6bn ucnons3oBaH csLV34STS-mapkep. I'en
nokanuzoBad B 7DS xpomocome. B pesynbrare
TILP y copToB BbIsBIsAeTCS (DparMeHThl pa3HOi
JUIAHBI, oT 185 10 258 n.H. CerMeHT XpOMOCOMBI, B
COCTaB KOTOPOro BXOJWT r'eH Lr34, CONepKUT TaK-
JKe TeH yCTONYMBOCTH K JKeNTOi pikaBuuHe Y78,
cTebneBoit piKaBUKMHE, JKENTOH KapaMKOBOCTH Y-
MeHst Bdvl [23]. DToT dakT ABIseTCs yCUIMTeaem
LEHHOCTH JJAHHOTO JIOKYCa.

Mapkep csLV34 rena Lr34, M03BOJISET OLEHUTD
aJUleIbHOE COCTOSIHUE B 00pasmax 03UMOi MSATKOM
MuIeHNIBl. JIOMUHAHTHBINA ajenk yKas3blBaeT Ha-
nuare B obpasuax ¢parmeHta amiumMpuKauu ¢
MOJEKYIApHEIM BecoM 150 I1.H., a peliecCUBHBIN aji-
JIeNb ¢ MONEKYNISIpHBIM BecoM 229 m.H. Eciu B 00-
pasie HaxoasATcs 00a parMeHTa, TO B 3TOM Cllyyae
reH Lr34 HaxoIuTCs B T€TEPO3UTOTHOM COCTOSHUM
WM 5TO TOKa3bIBAaeT O TeTEPOTEHHOCTH UCXOIHOTO
matepuana. Ha pucynke 4BUIHBI (parMeHThl am-
M buKauuy, TAeHTUGULUUPYIOMKUX HalTH4Yne B Uc-
creyeMbIX o0paslax reHa ycToHuMBOCTH K Oypoit
pkaBunHe Lr34 B pasiMYHBIX ajljebHBIX COCTOS-
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Husx. Copra HoBocuGupcekas 29, Camray u JKenne
MMeIOT pellecCHBHBIN aiutenb reHa Lr34. A copra
Kazaxcranckas 19 w MpeHb HecyT TOMWHAHTHBIH
annenb reda Lr34 w MOTYT OBITh MCIIOJB30BaHbI B
KaJyecTBe ero MCTOYHMKOB B CENEKIMOHHOM Ipo-
uecce (PucyHok 3).

1000 bp
500 bp

200 bp
100 bp

M — monekynsipubiit mapkep (GeneRuler 100 bp DNA Ladder,
ThermoFisherScientific, CLIA):
1 — Hosocubupckas 29; 2 — Kasaxcranckas 19;
3 — Upens; 4 — Camray; 5 — XKenuc

Pucynok 3 — ITpoxykrer amMruidukammu JTHK
¢ resom Lr34

len Lr67 B KOMIUIEMEHTApHOM B3auMOJeEii-
CTBUH C APYTMIMHU TeHAMHU YCTOMYHMBOCTH 0OecTedn-
BAET TMOJIEBYIO YCTOMYNBOCTE K Puccinia recondita
B Bijie APR rena. Jlis moucka resa ObUT MCTIONb-
30BaH renetnyeckuit Mmapkep Xcfd23-4D. I'en Lr67
noKanu3oBad B xpoMocome 4D. Ha pucynke 5 npeji-
CTaBIIeHbI pe3yJbTaThl 3JeKTpodopesa TMPOmYKTOB
I[P, oTpakaroliyie HaIHIHE B HCCIIETYEMBIX 00-
pasuax rexa Lr67 u GbIIO TOKa3aHo, 4TO (GparMeHtT
aMITHQUKaUMKE TIPHCYTCTBYET BO BCeX obpasuax
(PucyHok 4).

V Bcex, B3ATHIX AJIs MCClIeNoBaHus 00pasnoB
MSATKOM MIIeHNLbI HACHTUGULINPOBAHBI Lr-FeHbl:
Lr10, Lr22a, Lr34, Lr67. I3BecTHO, 4yTO APR rex
Lr34 oveHb WIMPOKO PAcIpOCTpaHeH y KOMMep-
YecKMX COPTOB MuIeHHLbl. Takxke U3BECTHO, YTO
KOMILIeKC reHoB Lr34 u Lr68 oTHocuTcs K Te-
HaM ¢ JJIMTEIbHBIM pa3BUTHEM PXKABUMHBIL, “slow
rusting genes”, KOTOpble 00eCnevYnBaloT IIUTEb-
HYIO U Heclelu(uiecKyto yCTOHIMBOCTD B3pOC-
noro pactenus. I[To nanueiM Konmepa [24], ren
ocTaetcs 3¢ PpeKTUBHBIM B KOHTpoJIe Oypoii pikaB-
qnubl 6omee 30 ner. [To—BUAUMOMY, STHM 00B-
AcHsEeTCs CTaOWIbHAs IoJieBas yCTOWYMBOCTH K

ISSN 1563-0218; eISSN 2617-7498

pIKaBYMHE dTOW JIMHUK Ha HH(EKIMOHHOM (OHE.
DTO MOTYT TOATBEPAUTH MHOTHE MPOBEICHHBIC
MCCIeIOBAHNS.

BaxHo, 4TO Ha CerMeHTe XPOMOCOMBI, KOTO-
pbIit COmepXUT TeH Lr34, pacroyioXkeHbl Takxke
Jpyrue TeHbl yCTOIYMBOCTH, B 4aCTHOCTH, K CTe-
Gneoii pxxaBunHe (1718) [25]. DToT nokyc Ha Xpo-
MocoMe 7D mpencraBiseT MpakTUUECKUH MHTEpec
IS pelleHns 06cyXKaaeMoil npodnemMbl y MArKoi
TIIEHUIBL.

1000 bp

500 bp

300 bp
200 bp
100 bp

M — MonekyispHblii Mapkep (GeneRuler 100 bp

DNA Ladder, ThermoFisherScientific, CIIIA);

1 — Hosocubupckas 29; 2 — Kazaxcranckas 19;
3 — Upenb; 4 — Camray; 5 — XKenuc

Pucynox 4 — [poxyxrst ammumdukamn JIHK ¢
reHoM Lr67

PaHee He McCle[JOBaHHbIE Ha HallM4ie TEHOB
ycToiuMBoCcTH K Oypoil pikaBuMHE COpTa MIICHH-
uel Kazaxcranckas 19, HoBocubupckas 29, Upens,
Cawmray u JKeHuc MOTryT OBITH MpPEAIOKEHBI B Ka-
YyecTBe JOHOPOB I'€HOB YCTOHUYMBOCTH pas3iu4yHbIM
celeKUMOHHBIM npoekTam. CopTa MueHHLbl, sBJisi-
IOLIMECs YCTONYMBBIMA Ha MPOTsKeHuU 5 u Gosee
JIET, TEPSIOT Ty CIIOCOOHOCTh. CBA3AHO 3TO HAMPsI-
MyI0 CO CITOCOGHOCTBIO MATOTEHHBIX BpeauTesneit
9BOJIIOLIMOHMPOBATE C BBICOKOIT CKOPOCTEHIO (HOBLIE
pacel, naroturnsl). [losBnsgercs HeOOXOAMMOCTDH
YBEJIMYHUBAHUS YUCNIA YCTOWYMBEIX COPTOB. B aTOM
HArpaBlIeHNN BeJleTcss HeOOobIIOe KOJIMIECTBO UC-
CleIOBaHUH. B CBA3M ¢ 3TUM ¥ NPOBOAUIACH JIaH-
Hast paboTa.

TIpoBeneHHbII aHANM3 HArJISAIHO IEMOHCTPHPY-
€T 3HAYNMOCTh FeHETUUECKUX CKPUHUHTOB L7 TEHOB
Y MICTIONB3YEMBIX JIOHOPOB M HOBBIX COPTOB TMIIEHN-
b1 1 HeO6XOAMMOCTb UCIIOIB30BaHNs 3T HHBOP-
Malnu IpH paiiOHNPOBAHUH.
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JarioueHue

Takum oOpazoMm, B CBA3H ¢ arpecCUBHLIM pa3-
BUTHEM PKaBUMHHBIX Oose3Hell HeoOXOANMO Bbl-
ABIICHHE HOBBIX JIOHOPOB TEHOB YCTOMYHMBOCTH K
Oypoii pxkaBUHHE U cO3/1aHNe Ha UX OCHOBE cellek-
LUHOHHOTO MaTepuana niueHuusl. B pesynsrare Mo-
JEKYJIAPHOTO CKPUHUHTA ObLIO YCTAHOBIIEHO, YTO
copra muennuel Kasaxcranckas 19 n Upens sis-
FOTCS HOCUTENSIMU TeHOB Lr10, Lr22a, Lr34 v Lr67,
KOTOpBIe 00ecreunBaloT yCeToiiuMBOCTL K Oypoit
pxasunne. Ilo reny Lr34 copra Hoeocubupckas
29, Camray u JKeHUC UMEIOT pellecCHBHBIN alelb,
a Kaszaxcraunckas 19 w MpeHb HecyT HOMHHAHTHBIIT
aielb 1 MOTYT ObIThb HCIOJNBL30BAHbI B KauecTBe
€ro UCTOYHMKOB B CEJIEKIIMOHHOM T1POIEcce.

Hcnonb3oBanne  MONEKyNSpHBLIX  MapKepoB
OKasblBaeTcs Oornee OBICTPBLIM M HANEKHbIM METO-
J0M Ul uaeHTHGHKALNKM OTAeNbHBIX reHoB. Mx

MOKHO NPHMEHSATL Ha JIOOOH CTajann OHTOreHesa
pacTeHns.

BuaarogapHocTn

ABTOpBI MCKpeHHE GaroiapHbl CoTpyAHHKAM
naboparopny MosiekyispHoii reneruku PITT « M-
cTuTyT 0bMIeH rereTikn u wuronornny KH MOH
PK 3a moMolub B OpraHn3allMyM MCClIe0BaHuil Ha
Gase naboparopun. Pabora BBINOJIHEHA B pamKax
pOrpamMMbl FPaHToBOro Guxancuposanus Komit-
tera Hayku MOH PK no npoekty AP05134104
«DU3NOIOTO-OMOXUMIUYECKIE MEXaHU3MBI HecTiel-
nduieckoif yeTONYIMBOCTH MOJENBHOTO 00bekTa
Brachypodium distachyon L. x 6ypoil nucToBOM
prKaBUHHEN.

Kongpnuxm unmepecos. ABTOpbI 3agBIsIOT 06
OTCYTCTBHH KOH(IIMKTA MHTEPECOB.
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