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Аннотация
В статье представлены и обсуждаются результаты применения различных методов создания инфекционного фона Pyricularia oryzae для проведения фитопатологической оценки устойчивости селекционных материалов риса к пирикуляриозу и отбора болезнеустойчивых сортов и линии риса. Экспериментальным путем установлено, что наиболее эффективным лабораторным методом создания инфекционного фона является инокуляция отрезки листьев растений риса фильтровальной бумагой, пропитанной конидиальной суспензией гриба и инокуляция отрезки листьев растений риса каплями конидиальной суспензии патогена.
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Введение
Одним из опасных заболеваний риса во всем мире, в том числе и в Казахстане, является пирикуляриоз, вызываемый несовершенным грибом Pyricularia oryzae Br. et Cav. (синоним Magnaporthe grisea (Hebert) Barr) [1-4]. Впервые оно было описано в Японии в 1704 г., а его возбудитель – в 1896 г. Сейчас пирикуляриоз известен во всех районах возделывания риса [1]. Патоген поражает все надземные органы растения, что приводит к потере урожая на 30-60%, а в годы эпифитотий – на 80-100% [2-4].
В настоящее время по научной и экономической важности возбудитель пирикуляриоза риса P. oryzae возглавляет «Топ-10» грибных болезней растений. Эксперты подчеркивают экономическое значение этого гриба, так как он может буквально уничтожать рисовые поля, являющиеся основой для пропитания половины населения Земли 5. Возбудитель P. oryzae образует фитотоксины – пирикулярин и α-пиколиновую кислоту, вызывающие   у   растений   типичные   симптомы   заболевания.   Устойчивые к пирикуляриозу сорта риса устойчивы и к действию этих токсинов [6].
Наиболее практичным и экономичным подходом в борьбе с пирикуляриозом риса является использование сортов, устойчивых к болезни. Определение устойчивости растений к патогену базируется на создании жесткого инфекционного фона и провокационных условий при возделывании культуры. Инфекционный фон может быть естественным и искусственным. При этом естественный инфекционный фон непостоянен и может варьиро-вать в пределах одного года и в разрезе отдельных лет, так как погодные условия не всегда благоприятствуют развитию, интенсивному размножению и распространению возбудителя болезни. В годы с умеренным и слабым развитием болезней гарантированную оценку болезнеустойчивости обеспечивает искусственное заражение растений, которое можно осуществлять как в полевых инфекционных питомниках, так и в условиях искусственного климата – теплицах и климатических камерах [6, 7].
В связи с этим, фитопатологии и селекционеры в своей работе в основном использует искусственный инфекционный фон для определения вирулентности гриба и отбора устойчивых сортов растений. Следовательно, изучение иммунологических свойств исходного и селекционного материала при искусственном заражении растений позволяет выявлять потенциальную и стабильную устойчивость сортообразцов, проводить своевременную браковку и отбор невосприимчивых форм на всех этапах селекции, что значительно ускоряет селекционный процесс, сокращая сроки выведения новых сортов культуры [8].
Успешная инокуляция может быть осуществлена при наличии ряда благоприятных условий [9]:
· оптимальная температура для прорастания спор, конидии или развития мицелия гриба;
· высокая влажность на поверхности листьев для прорастания спор;
· качество и интенсивность освещения;
· растения должны быть в достаточно восприимчивой физиологической стадии развития;
· инокулюм должен быть наиболее эффективно распределен на растении.
К настоящему времени разработаны различные способы и методы создания инфекционного фона возбудителем P.oryzae. Однако не все известные методы являются эффективными для оценки устойчивости сортов риса к болезни. Прежде чем провести массовый скрининг сортов риса на устойчивость, необходимо выбрать эффективного метода по созданию инфекционного фона, что сказывается на качестве проведения эксперимента. Кроме того, проведение фитопатологических и иммунологических исследований в Казахстане лимитируется отсутствием коллекции изолятов возбудителя пирикуляриоза, не разработанностью полевых и лабораторных методик оценки болезнеустойчивости с использованием современных методов.
Материалы и методы
В качестве инфекционного материала использована смесь из казахстанских изолятов возбудителя P. oryzae, которые выделены в 2019-2020 гг. и культивированы на картофельно-декстрозном агаре. Для приготовления суспензии культуру гриба с поверхности агара соскабливали шпателем и суспензировали в стерильной воде. Полученную суспензию фильтровали и разводили водой до необходимой концентрации. Для проведения инокуляции растений были использованы Твин 80 и желатин.
Эксперименты по созданию инфекционного фона пирикуляриоза риса проводили в тепличных и лабораторных условиях. Семена риса перед закладкой опыта в течение суток замачивали в воде с добавлением регулятора роста (0,2% янтарная кислота). В последующем семена раскладывали равномерно на дно чашки Петри с увлаженной фильтровальной бумагой и ставили в термостат на 3 сут, при температуре 28-30 °С. После 3 сут проростки растений риса посадили в пластмассовые горшки, заполненные смесью почвы. Следует отметить, что почву привезли из Кызылординской области.
На основании анализа литературных данных подобраны четыре метода инокуляции растений риса возбудителем P. oryzae, которые были использованы в данной работе:
· метод опрыскивания [2, 10, 11];
· смазывания листьев суспензией гриба [12];
· инокуляция отрезки листьев каплями суспензией гриба [13];
· инокуляция отрезки листьев фильтровальной бумагой пропитанной суспензией гриба [14].

Результаты и их обсуждение
В настоящее время наиболее распространенным и широко используемым методам создания инфекционного фона пирикуляриоза риса является «Метод опрыскивания». Основные результаты и подходы использования данного метода подробно отражены в разных литературах [2, 10, 11, 15]. Кроме этого существует другие методы, один из них
«смазывания листьев суспензией гриба». Согасно, данному методу отрезки листьев (2-3
см) риса раскладывали в чашки Петри с фильтровальной бумагой смоченной водой и поверхность каждого листа смазывали суспензией конидий гриба с помощью щетки. После заражения растений создавали влажную камеру с 12-часовым режимом освещения, при температуре 28 °С. Однако заражения не произошло на изучаемых образцах риса, даже через 5-6 сут отрезки листьев полностью пожелтели и засыхали. По данным отдельных ученых, указанный метод больше подходит для заражения взрослых растений, т.е. инокуляцию необходимо проводит в период трубкования (выход в трубку) [16]. В связи с этим, мы пришли к выводу, что данный метод неэффективен для определения ювенильной устойчивости сортов риса к болезни.
При использовании метода «Инокуляция отрезки листьев каплями суспензией гриба» получено положительные результаты. Изначально отрезки листьев (2-3 см) риса раскладывали в чашки Петри с фильтровальной бумагой смоченной водой и на поверхность каждого листа микропипеткой наносили по 4-7 капелл суспензии конидий гриба с добавлением желатина. Затем чашки Петри выдерживали при непрерывном освещении лампами дневного света в течение 24 ч. при температуре 24-27°C. Первые симптомы заражения на отрезках листьев проявились уже 4-5 сут после инокуляции, с начало в виде хлоротичных пятен, затем на 6-8 сут было отмечено некротичные пятна, а на 10 сут на пораженных участках образовались конидиальная спороношения гриба P. oryzae. Чтобы поддерживать уровень влажности воздуха в период инкубации и избегание высыхание листьев риса на фильтровальную бумагу периодически добавляли стерильную воду.
На основе полученных результатов, можно считать, что метод заражения каплями конидиальной суспензии патогена имеет ряд преимуществ. Во-первых, данный метод позволяет, определит патогенность гриба в контролируемой среде, т.к. эксперименты выполняются в лабораторных боксах, и поэтому нет риска распространения гриба. А во- вторых метод экономичен во времени, не требует много растительного материала, изолята гриба, много места в лаборатории. Кроме того, использование данного метода позволяет одновременно заразить одних и тех же образцов несколькими изолятами болезни. Результаты исследований показаны на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Состояние отрезки листьев риса в период заражения с использованием методов: I – заражения каплями конидиальной суспензией P. oryzae; II – фильтровальной бумагой, пропитанной конидиальной суспензией P. oryzae
А – отрезки листьев риса до заражения, Б – отрезки листьев риса в период заражения, В – отрезки листьев риса после заражения

Дальше проводили опыты с использованием другого метода «инокуляция отрезки листьев фильтровальной бумагой, пропитанной конидиальной суспензией гриба». При этом
отрезки листьев (2-3 см) раскладывали в чашки Петри на поверхность 0,5% агара, приготовленного на 0,004% растворе бензимидазола. На поверхность каждого листа прикладывали фильтровальные бумаги, пропитанные суспензией гриба. Чашки Петри с инокулированными отрезками листьев помещали в затемненное место на 24-36 ч при температуре 25 °С, затем переносили на светоустановку с 12-часовым режимом освещения и температурой 22-25 °С и удаляли фильтровальные бумаги с поверхности каждого листа. В результате на инфицированных отрезках листьев через 4-5 сут проявлялись хлоротичные пятна, а на 6-8 сут – некротичные пятна. Как видно из данных рисунка 2, что на 10 сут на пораженных участках образовались конидиальная спороношения гриба P. оryzae, а отрезки листьев растений оставались зелеными. Этот метод является более удобным и воспроизводимым лабораторным методом из-за использования светоустановок и бензимидазола. Одна из важнейших свойств последнего – сохранять жизнеспособность изолированных листьев в течение 2-3 недель без изменения иммунологических свойств растений.
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Рисунок 2 – Развитие пирикуляриоза после заражений отрезки листьев риса с каплями конидиальной суспензий P. oryzae (I) и фильтровальной бумагой, пропитанной конидиальной суспензией P. oryzae (II)
А – отрезки листьев, Б – микроскопические снимки листьев (ув. 100х1,25)

Результаты лабораторных экспериментов показали, что конидии пирикуляриоза риса можно поместить на растения разными способами. При этом дана характеристика к четырем методам заражения сортов риса возбудителем P. oryzae (суммировано в таблице 1).

Таблица 1 – Основные параметры методов заражения риса возбудителем P. Oryzae

	Методы заражения
	Титр спор/мл
	Носители инокулюма
	Оптимальная температура
воздуха, оС
	Относительн ая влажность
воздуха, %/ч
	Освеще- ние в сут,
тыс.лк/ ч
	Эффек- тивность
метода

	Метод опрыски- вания
	3,0х107
	Вода+Твин 20
	25-28
	95/24
	15/16
	Высокая

	Смазывани я листьев суспензией
гриба
	1,0х105
	Вода+Твин 20
	25-28
	90/24
	20/12
	Низкая

	Инокуляци я отрезки листьев каплями суспензией конидий
гриба
	1,0х105
	Вода+Желати н 0,25%
	24-27
	95/36
	16/24
	Высокая

	Инокуля- ция отрезки листьев фильтро- вальной бумагой пропи- танной суспензией
гриба
	1,0х105
	Вода+Твин 20
	22-25
	95/48
	10/12
	Высокая



Как видно из данных таблицы 1, что почти все применяемых методов можно использовать с водным носителем. Чтобы сохранить конидии в суспензии, необходимо добавит нефитотоксичный смачивающий агент, такой как Tвин 20 и желатин, а так же для заражения может быть использован опрыскиватель, щетка, фильтровальная бумага, шприц или микропипетка. Установлено, что процесс инфицирования проростков риса возбудителем P. oryzae происходит в интервале температур 22-28 оС с удлинением влажного периода до 48 ч. По литературным данным [12] наиболее благоприятной можно считать температуру, близкую к 26 оС, при которой первые признаки заражения проявляются уже после 4 сут заражения. Чем больше температура воздуха отклоняется от оптимальной (26 оС) в ту или иную сторону, тем требуется больший период увлажнения для инфицирования и проявления признаков пирикуляриоза на растениях.
Следует отметить, что для освещения растений мы использовали световую установку, состоящую из ртутно-дуговых люминесцентных ламп высокого давления (ДРЛ-2000), следовательно, в опытах освещенность была в пределах 10-20 тыс. люкс. При использовании отдельных методов затраты времени и труда значительны, но риск контаминации минимален и в научном плане высокоэффективен. В любом случае выбранный метод зависит от цели инокуляции, количества инокулируемых растений, количества пригодного инокулюма и материально-технической возможности экспериментатора.
Таким образом, на основе анализа проведенных исследований установлено, что наиболее эффективными лабораторными методами создания инфекционного фона пирикуляриоза риса является инокуляция отрезки листьев растений фильтровальной бумагой, пропитанной конидиальной суспензией гриба и инокуляция отрезки листьев растений каплями конидиальной суспензии патогена. Кроме этого, «Метод опрыскивания» остается один из эффективных методов инокуляции растений возбудителем P. oryzae. Методика «смазывания листьев суспензией гриба» неэффективен для определения ювенильной устойчивости сортов риса к пирикуляриозу.
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Аннотация

 

В

 

статье

 

представлены

 

и

 

обсуждаются

 

результаты

 

применения

 

различных

 

методов

 

создания

 

инфекционного

 

фона

 

Pyricularia

 

oryzae

 

для

 

проведения

 

фитопатологической

 

оценки

 

устойчивости

 

селекционных

 

материалов

 

риса

 

к

 

пирикуляриозу

 

и

 

отбора

 

болезнеустойчивых сортов и линии риса. Экспериментальным 

путем установлено, что

 

наиболее эффективным лабораторным методом со

здания 

инфекционного фона является

 

инокуляция

 

отрезки

 

листьев

 

растений

 

риса

 

фильтровальной

 

бумагой,

 

пропитанной

 

конидиальной суспензией гриба и инокуляция 

отрезки листьев растений риса каплями

 

конидиальной

 

суспензии

 

патогена.

 

Ключевые

 

слова:

 

рис,

 

пирикуляриоз,

 

метод,

 

инфекционный

 

фон,

 

Pyricularia

 

oryzae.

 

Введение

 

Одним из опасных заболеваний риса во всем мире, в том числе и в Казахстане,

 

является пирикуляриоз, вызываемый несовершенным грибом 

Pyricularia oryzae 

Br. et 

Cav.

 

(синоним

 

Magnaporthe

 

grise

a

 

(Hebert)

 

Barr)

 

[1

-

4]

.

 

Впервые

 

оно

 

было

 

описано

 

в

 

Японии

 

в 1704 г., а его возбудитель 

–

 

в 1896 г. Сейчас пирикуляриоз известен во всех 

районах

 

возделывания риса [1]. Патоген поражает все надземные органы растения, что 

приводит к

 

потере

 

урожая

 

на

 

30

-

60%,

 

а

 

в

 

годы

 

эпифитотий 

–

 

на 80

-

100%

 

[2

-

4].

 

В

 

настоящее

 

время

 

по

 

научной

 

и

 

экономической

 

важности

 

возбудитель

 

пирикуляриоза риса 

P. oryzae 

возглавляет «Топ

-

10» грибных болезней растений. 

Эксперты

 

подчеркивают

 

экономическое

 

значение

 

этого

 

гриба,

 

так

 

как

 

он

 

может

 

буквально

 

уничтожать

 

рисовые

 

поля,

 

являющиеся

 

основой

 

для

 

пропитания

 

половины

 

населения

 

Земли 

[

5

]

. Âîçáóäèòåëü 

P. oryzae 

îáðàçóåò ôèòîòîêñèíû 

–

 

ïèðèêóëÿðèí è 

α

-

οθκξλθνξβσώ

 

κθρλξςσ,

 

βϋηϋβΰώωθε  

 

σ  

 

πΰρςενθι  

 

ςθοθχνϋε  

 

ρθμοςξμϋ  

 

ηΰαξλεβΰνθ�.  

 

Σρςξιχθβϋ

ε

 

κ

 

οθπθκσλ�πθξησ

 

ρξπςΰ

 

πθρΰ

 

σρςξιχθβϋ

 

θ

 

κ

 

δειρςβθώ

 

ύςθυ

 

ςξκρθνξβ

 

[6].

 

Νΰθαξλεε οπΰκςθχνϋμ θ ύκξνξμθχνϋμ οξδυξδξμ β αξπόαε ρ οθπθκσλ�πθξηξμ πθρΰ

 

�βλ�εςρ�

 

θροξλόηξβΰνθε

 

ρξπςξβ,

 

σρςξιχθβϋυ

 

κ

 

αξλεηνθ.

 

Ξοπεδελενθε

 

σρςξιχθβξρςθ

 

πΰρςενθι

 

κ

 

οΰςξγενσ

 

αΰηθπσεςρ�

 

νΰ

 

ρξηδΰνθθ

 

ζερςκξγξ

 

θντεκφθξννξγξ

 

τξνΰ

 

θ

 

οπξβξκΰφθξννϋυ σρλξβθι οπθ βξηδελϋβΰνθθ κσλόςσπϋ. Θντεκφθξννϋι τξν

 

μξζες αϋςό

 

ερςερςβεννϋμ

 

θ

 

θρκσρρςβεννϋμ.

 

Οπθ

 

ύςξμ

 

ερςερςβεννϋι

 

θντεκφθξννϋι

 

τξν

 

νεοξρςξ�νεν

 

θ

 

μξζες βΰπόθπξ

-

βΰςό β οπεδελΰυ ξδνξγξ γξδΰ θ β πΰηπεηε ξ

ςδελόνϋυ λες, ςΰκ 

κΰκ οξγξδνϋε

 

σρλξβθ�

 

νε

 

βρεγδΰ

 

αλΰγξοπθ�ςρςβσώς

 

πΰηβθςθώ,

 

θνςενρθβνξμσ

 

πΰημνξζενθώ

 

θ

 

πΰροπξρςπΰνενθώ

 

βξηασδθςελ�

 

αξλεηνθ.

 

Β

 

γξδϋ

 

ρ

 

σμεπεννϋμ

 

θ

 

ρλΰαϋμ

 

πΰηβθςθεμ

 

αξλεηνει

 

γΰπΰνςθπξβΰννσώ

 

ξφενκσ

 

αξλεηνεσρςξιχθβξρςθ

 

ξαεροεχθβΰες

 

θρκσρρςβεννξε

 

ηΰπΰζενθε

 

πΰρςενθι, κξςξπξε μξζνξ ξρσωερςβλ�ςό κΰκ β οξλεβϋυ 

θντεκφθξννϋυ οθςξμνθκΰυ, ςΰκ θ β

 

σρλξβθ�υ

 

θρκσρρςβεννξγξ

 

κλθμΰςΰ

 

–

 

ςεολθφΰυ

 

θ

 

κλθμΰςθχερκθυ κΰμεπΰυ

 

[6, 7].

 

Β

 

ρβ�ηθ

 

ρ

 

ύςθμ,

 

τθςξοΰςξλξγθθ

 

θ

 

ρελεκφθξνεπϋ

 

β

 

ρβξει

 

πΰαξςε

 

β

 

ξρνξβνξμ

 

θροξλόησες

 

θρκσ

ρρςβεννϋι

 

θντεκφθξννϋι

 

τξν

 

δλ�

 

ξοπεδελενθ�

 

βθπσλενςνξρςθ

 

γπθαΰ

 

θ

 

ξςαξπΰ

 

σρςξιχθβϋυ

 

ρξπςξβ

 

πΰρςενθι.

 

Ρλεδξβΰςελόνξ,

 

θησχενθε

 

θμμσνξλξγθχερκθυ

 

ρβξιρςβ

 

θρυξδνξγξ θ ρελεκφθξννξγξ μΰςεπθΰλΰ οπθ θρκσρρςβεννξμ ηΰπΰζενθθ πΰρςενθι 

οξηβξλ�ες

 

βϋ�βλ�ςό

 

οξςενφθΰλόνσώ

 

θ

 

ρςΰαθλόνσώ

 

σρςξιχθβξρςό

 

ρξπςξξαπΰηφξβ,

 

οπξβξδθςό

 

ρβξεβπεμεννσώ απΰκξβκσ θ ξςαξπ νεβξροπθθμχθβϋυ τξπμ νΰ βρευ ύςΰοΰυ 

ρελεκφθθ, χςξ

 

ηνΰχθςελόνξ σρκξπ�ες ρελεκφθξννϋι οπξφερρ, ρξκπΰωΰ� ρπξκθ βϋβεδενθ� 

νξβϋυ ρξπςξβ

 

κσλόςσπϋ

 

[8].

 

Σροεψνΰ� θνξκσλ�φθ� μξζες αϋςό

 

ξρσωερςβλενΰ οπθ νΰλθχθθ π�δΰ 

