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Одеcа – 2023
АННОТАЦІЯ

Метою представленої роботи було дослідження ювенільної посухостійкості сортів пшениці м’якої озимої, створених в СГІ–НААН (ІІІ – VІІІ сортозміни). За умов осмотичного стресу відбувається зниження як енергії проростання, так і схожості насіння у порівнянні з контролем прямо пропорційне концентрації осмотика (сахарози). Тиск – 1,82 МПа виявився більш інформативним для диференціації сортів за реакцію на осмотичний стрес. Найкращі результати за цими параметрами показали сорти Альбатрос одеський та Княгиня Ольга. Дія осмотика пригнічувала ріст як коріння, так і пагону паростків прямопропорційно його концентрації. Пригнічення коренів відбувалося у меншому ступені, ніж пригнічення паростків. Алометричні співвідношення в паростках в умовах осмотичного стресу змінюються на користь паростків. Достовірних відмінностей між сортами за зазначеними показниками не виявлено. Порівняння ювенільної посухостійкості досліджуваних сортів з даними інших досліджень на великій кількості сортів та селекційних зразків показало, що дана ознака у досліджуваних сортів була на рівні кращих сортів та селекційних зразків.

Робота викладена на 68 сторінках друкованого тексту, містить 7 таблиць, в роботі наводяться посилання на 143 джерел (16 кирилицею, 127 латиницею).

Ключові слова: пшениця м’яка, посухостійкість, осмотичний стрес

SUMMARY
The study of juvenile drought resistance of varieties of bread winter wheat created at SGI-NAAS (III-VIII cultivars generation) was the aim of the presented work. Under osmotic stress, both seed vigour and seed germination decrease in comparison with the control, directly proportional to the osmotic (sucrose) concentration. The pressure –1.82 MPa turned out to be more informative for the differentiation of varieties than the reaction to osmotic stress. The best results according to these parameters were shown by the varieties Albatros Odes’kyi and Knyaginya Olga. The effect of osmotic inhibited the growth of both roots and shoots in direct proportion to its concentration. The suppression of the roots occurred to a lesser extent than the suppression of the sprouts. Allometric ratios in seedlings under conditions of osmotic stress change in favor of sprouts. No reliable differences between the varieties in the specified parameters were revealed. A comparison of the juvenile drought resistance of the studied varieties with the data of other studies on a large number of varieties and selection samples showed that this trait in the studied varieties was at the level of the best varieties and selection samples.

Diploma thesis is expounded on 68 pages, it contains 7 tables. It provides links to 143 references (16 cyrillic and 127 latinic).
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ВСТУП

Пшениця, загальна посівна площа якої складає біля 2,1 млн. км2, є однією з основних продовольчих культур у світі: вона посідає друге місце після кукурудзи на богарі та друге місце після рису на зрошенні [Portmann et al., 2010]. Загальний обсяг виробництва пшениці в 2010 році перевищив 700 млн. тонн, його частка у загальній кількості харчових калорій та білків в усьому світі склала понад 20% [Shiferaw et al., 2013].

Посуха є одним з основних абіотичних факторів, через який фактична урожайність пшениці не досягає свого потенціалу. По оцінкам експертів втрати врожаю складають від 17 до 70%. Через нестачу води знижується ефективність фотосинтезу і, врешті решт, знижується маса зерна та загальна урожайність пшениці [Bhatta M. et al., 2018]. 

Вкрай актуальною ця проблема є й для України, де регулярно відбуваються посушливі періоди, особливо на півдні країни. За останні 120 років на території нашої країни зафіксували понад 70 посух. Фахівці вважають, що це природне явище на території України має тенденцію до поширення на північні й західні райони [Бараннік, 2020].

З огляду на вищесказане проблема реакції сільськогосподарських рослин на посуху привертає увагу у всьому світі. Найочевиднішими шляхами її вирішення є іригаційні заходи, однак це не завжди можливо через низку проблем: нестача води, висока ціна цих заходів, вірогідність засолення ґрунтів тощо. Тому одним з найважливіших заходів розв’язання цієї проблеми є створення посухостійких сортів. 

В роботі одеських селекціонерів ознака посухостійкості була одним з пріоритетів [Литвиненко, 2016]. За загальним показником посухостійкості – урожаєм – районовані сорти мають добру і відмінну посухостійкість. Загальновизнаними стандартами посухостійкості є сорти Одеська 3, Одеська 16 [Уліч та ін., 2008]. Ці сорти відносяться до другої сортозміни [Литвиненко, 2016].
Посухостійкість є комплексною и визначається багатьма характеристиками рослин. Однією з найважливіших є здатність насіння проростати в умовах дефіциту вологи, що останнім часом часто спостерігається через суху і теплу осінь, період, на який приходяться строки сівби озимих культур. Дана характеристика є передумовою формування нормальної густоти стеблостою посівів та наступних етапів формування врожаю [Шмалько, Січняк, 2023].

Метою представленої роботи було дослідження ювенільної посухостійкості районованих сортів пшениці м’якої озимої, створених в СГІ–НААН (ІІІ – VІІІ сортозміни).  Для її реалізації були поставлені наступні завдання:

1. Оцінити енергію проростання та схожість насіння в умовах осмотичного стресу;

2. Дослідити ріст окремих органів паростків в умовах осмотичного стресу;

3. Оцінити вплив осмотичного стресу на алометричні співвідношення паростків та індекс сили паростків;

4. Дослідити вплив осмотичного стресу на досліджувані сорти і порівняти отримані результати з аналогічними дослідженнями інших сортів та селекційних зразків.

Об’єкт дослідження – посухостійкість рослин.

Предмет дослідження – ювенільна посухостійкість пшениці м’якої озимої.

1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Посуха та рослина

Посуха є одним з основних абіотичних стресів, які негативно впливають на зростання, розвиток та якісні характеристики пшениці [Salim et al., 2021]. В нашій країні близько 70 % усіх посівних площ зернових культур розташовано в зонах недостатнього і нестійкого зволоження, тому проблема посухостійкості культурних рослин є вкрай актуальною [Атлас, 2016].

Тривала відсутність опадів у сполученні з високим випаровуванням води внаслідок високої температури сприяє висушуванню шару ґрунту, де росте коріння. Це порушує нормальне водопостачання рослин. У результаті різкої невідповідності між потребою рослин у воді і її недостатньому надходженні з ґрунту знижується їхній урожай. При тривалих і потужних посухах рослини повністю гинуть до формування урожаю. Розрізняють три типи посухи: атмосферна, ґрунтова і загальна [Польовий, 2012].

Основною ознакою атмосферної посухи вважають стійкий та тривалий бездощовий період, який супроводжується високою температурою і великою сухістю повітря. Нерідко при цьому спостерігається сухий вітер (суховій). Ґрунтова посуха виникає як наслідок тривалої атмосферної посухи, коли при посиленому випаровуванні запаси води у ґрунті швидко зменшуються, і стають недостатніми для нормального росту і розвитку рослин. Настає невідповідність між потребою рослин у воді і надходженням її з ґрунту. За початок помірної ґрунтової посухи прийнято вважати запаси продуктивної вологи в ґрунті на рівні 85% оптимального зволоження для відповідної фази розвитку певної польової культури. Сувора посуха відзначається при 65 % цього зволоження, а дуже сувора – при 35 %. Коли обидва типи посух спостерігаються спільно, настає загальна посуха, яка часто супроводжується пиловими бурями. При тривалому періоді загальної посухи у рослин через нестачу вологи порушуються фізіологічні функції і відбувається ушкодження або загибель рослин [Польовий, 2012].

За часом виникнення прийнято розрізняти посуху весняну, літню і осінню. Весняна посуха проходить при порівняно невисоких температурах повітря, але з низькою відносною вологістю і сильними, що висушують ґрунт вітрами. Таке поєднання погодних умов приводить до швидкого висушування верхнього горизонту ґрунту, що негативно позначається на стані ярових зернових на початку їхнього розвитку, на поновленні вегетації озимих. Літня посуха відрізняється високою температурою, низькою вологістю повітря, великою випаровуваністю і дефіцитом вологи в ґрунті, підсилюється суховіями. Шкода від літньої посухи найбільша, тому що різко падає врожайність сільськогосподарських культур, знижується якість одержуваної продукції. Осіння посуха спостерігається на тлі низьких температур і вологості повітря. До цього періоду року велика частина зернових культур прибрана, але настає час сівби озимих, насіння яких попадають у сухий ґрунт, і до настання холодів озимі бувають погано розвиненими [Примак та ін., 2013].

Для земель сучасної України засушливі роки не є (і не були) чимось незвичним, майже кожного року локально фіксуються втрати врожаю через нестачу дощів. Так, протягом лише XVIII ст. на теренах України 39 років були посушливими, така ситуація повторилася і в ХІХ ст. За останні 120 років на території нашої країни зафіксували понад 70 посух. Відомі також випадки тривалих посух або таких, які в локальних місцевостях повторювалися з року в рік: 1888–1894, 1929–1936, 1944–1954, 1999–2007 рр. Ці природні явища особливо є частими у степовій зоні України – майже на всьому півдні, тут без зрошення майже неможливе стале землеробство. Дещо рідше посухи трапляються в лісостеповій зоні. Тривалі посушливі періоди можливі навіть у лісовій зоні (північ нашої країни), хоча тут вони досить рідкісні – в середньому 2–3 рази на століття, хоч і дуже відчутні через масштабні лісові пожежі, які зазвичай супроводжують такі періоди. За останні 10 років однією з найсильніших була посуха 2017 р. Фахівці вважають, що це природне явище на території України має тенденцію до поширення на північні й західні райони [Бараннік, 2020].

Стрес від посухи залежить від виду сільськогосподарської культури, інтенсивності посухи, її тривалості та стадії росту рослин [Ogbonnaya et al., 2017]. Для створення стійких до водного дефіциту сортів необхідно знати механізми та поведінку рослин в умовах водного дефіциту. Щоб вижити, рослини в умовах посухи можуть використовувати різні механізми. Виділяють три основні шляхи виживання рослин в умовах посухи: 1) вислизання; 2) толерантність; 3) резистентність [Ahmed et al., 2019, 2020]. У першому випадку рослина завершує свій життєвий цикл до того, як почнеться посуха. У другому – рослина протистоїть стресу від посухи, закриваючи продихи і/або знижуючи інтенсивність транспірації. У третьому випадку рослини долають стрес від посухи за рахунок збільшення пігментів фотосинтетичного апарату і збереження співвідношення корінь/пагін для ефективного розподілу асимілятів [Ahmed et al., 2019]. 

Генотипи, здатні проростати при зниженому водному потенціалі, зазвичай мають більше шансів на успішне проростання та розвиток сходів. Стадії проростання насіння і зростання сходів не тільки важливі, але й більш схильні до стресу від посухи. Недостатня доступність води на цих етапах часто пов’язана із затримкою проростання та зниженням зростання [Mickky et al., 2017].

1.2. Морфологічні ознаки посухостійкості пшениці
Морфологічним ознакам пшениці під час стресу від посухи приділяється особлива увага. В першу чергу це ознаки листя і коренів, тобто органів, здатних добувати воду та утримувати її і раціонально використовувати. На толерантність пшениці до посухи впливають ступінь розвитку листків, їхня форма і розміри, площа, розвиненість кутикули, наявність опушення і воскового нальоту. У кореневій системі враховуються суха вага, щільність і довжина [Deňcić et al., 2000]. 

Посуха може вплинути на вегетативну та репродуктивну стадії життєвого циклу рослин. Тому важливо розуміння реакції рослин на посуху на кожному етапі життя рослини. Раннє дозрівання, невеликий розмір рослини і зменшення площі листя можуть бути пов’язані з посухостійкістю. Посушливий стрес впливає на лінійні розміри та площу прапорцевого листа пшениці [Lonbani, Arzani, 2011]. Крім того, кількість листків на рослині, розмір листя та тривалість життя листя можуть бути зменшені через водний стрес [Shao et al., 2008]. Корінь – важливий орган, оскільки він здатний рухатися, щоб знайти воду. Його зростання індукується посушливим стресом, в той час як розвиток надземних органів стає обмеженим [Shimazaki et al., 2005]. Біомаса рослин є важливим параметром, який знижується при посушливому стресі у ярої пшениці. У пшениці озимої врожай в умовах посухи знижувався, а ефективність використання води, навпаки, підвищувалася [Kahlown et al., 2007].

1.2.1. Коренева система в умовах посухи

Коренева система трав’янистих рослин (і сільськогосподарських, і диких), складається з грубих і тонких коренів, які відповідають у стрижневій кореневій системі стрижневим і бічним кореням. У мочкуватій кореневій системі грубим кореням відповідають насіннєві і вузлові, а тонким – бічні корені. Грубе коріння трав’янистих рослин виконують функції кріплення і зазвичай формує загальну архітектуру кореневої системи, контролюючи кінцеву глибину укорінення і здатність рослин проростати в ущільнені шари ґрунту [Henry et al., 2011]. Нарешті, тонкі (або бічні) корені є найбільш активною частиною кореневої системи в поглинанні води і складають більшу частину довжини і площі поверхні цих кореневих систем [Rewald et al., 2011].

Розмір кореневої системи рослини є ключовою характеристикою, що визначає здатність рослини отримувати ресурси з ґрунту, але тільки в тому випадку, якщо розглядати його по відношенню до розміру інших частин рослини, зокрема по відношенню до площі листків, пагону або розміру всієї рослини. Зрушення в алометрії (нерівномірності росту коренів і пагонів) за рахунок менш інтенсивного росту пагонів можуть компенсувати нестачу води і, поряд зі зрушенням щільності насаджень, можуть підтримувати провідність продихів у посушливих умовах, аналогічну рівням в умовах помірної посушливості/водозабезпечення [Addington et al., 2006]. Алометрія зазвичай вимірюється як співвідношення сухої маси коренів та пагонів. Однак частіше використовують відношення площі кореня до площі поверхні листка або відношення довжини кореня до площі листка. Їх вважають більш зручними, ніж масові частки тканин, і вони можуть використовуватися як замінник показників здатності поглинання води пропорційно здатності вловлювати світло, а також як показника площі поверхні поглинання води відносно площі транспірації [Diaz-Espejo et al., 2012].

З’ясовано, що морфологічними ознаками кореневої системи, пов’язаними з підвищеною продуктивністю в умовах посухи, є загальна довжина кореня і площа поверхні кореневої системи, діаметр кореня, щільність кореневої тканини, питома довжина (довжина кореня поділена на суху масу) і питома поверхня (площа поверхні коренів поділена на їхню суху масу) кореня. Коріння малого діаметра з великою питомою довжиною дозволяють рослинам ефективно збільшувати гідравлічну провідність за рахунок збільшення площі поверхні, що контактує з ґрунтовою водою, збільшення об’єму ґрунту, який рослина може досліджувати на наявність води, а також збільшення гідравлічної провідності коренів за рахунок зниження апопластичного бар’єру для води, яка надходить до ксилеми [Comas et al., 2012]. Тому зменшення діаметра коренів стали вважати ознакою збільшення поглинання рослинами води та збереження продуктивності в умовах посухи [Wasson et al., 2012]. Виявлено, що як дерев’яні, так і трав’яні рослини, адаптовані до посушливих умов, мають тонке коріння меншого діаметра з більшою питомою довжиною кореня [Henry et al., 2012].

Зі збереженням продуктивності рослин в умовах посухи пов’язана щільність кореневої тканини, яка регулює відмінності у питомій довжині та поверхні коренів у кількох видів злаків. Збільшення площі поверхні кореня за рахунок кореневих волосків може компенсувати зменшення подовження коренів, що відбувається в надзвичайно сухих ґрунтах. Кореневі волоски також сприяють контакту коренів з частинками ґрунту в міру його висихання і, отже, допомагають корінням отримувати ґрунтову воду [Wasson et al., 2012]. Крім того, підвищена кількість і провідність аквапоринів, які регулюють поглинання води, може підвищувати гідравлічну провідність кореня для задоволення потреб пагонів і компенсації зменшеної площі поверхні кореня [Laur, Hacke, 2013].

Діаметр ксилеми також впливає на гідравлічну провідність коренів і може вплинути на продуктивність рослин в умовах посухи. Рослини з судинами ксилеми великого діаметра мають більшу гідравлічну провідність, але менш консервативно використовують воду і мають більший ризик кавітації, ніж рослини з судинами малого діаметра. Виникнення кавітації та емболії встановлює порогові значення для закриття продихів в залежності від частоти та ступеня посухи, до якої пристосовані рослини [Choat et al., 2012]. 

Гіпотеза «збалансованого зростання» [Bloom et al., 1985] передбачає, рослини можуть реагувати на посуху, стимулюючи чи підтримуючи ріст коренів при одночасному зниженні росту пагонів. Посилення росту коренів у порівнянні зі зростанням пагонів повинно поліпшити гідравлічний статус рослин в умовах слабкого або помірного стресу від посухи через збільшення кількості коренів відносно поверхні листя, утворення нових кінчиків коренів і підвищення здатності рослин отримувати воду для підтримки існуючих пагонів. Механізми, що лежать в основі зміни алометрії, полягають у різній чутливості росту коренів та пагонів до водного стресу [Hsiao and Xu, 2000]. 

Крім того, здатність рослин укорінюватися відповідно до розподілу доступної ґрунтової води значно збільшує продуктивність рослин в умовах посухи. Рослини за своєю природою пластичні у розподілі коренів, особливо види з глибоким корінням, такі як кукурудза та соняшник. При зрошенні цих культур до глибини ґрунту приблизно 30 см їхнє коріння було виявлено нижче 1 м. Глибоке коріння для збору води в глибині ґрунтового профілю може бути особливо важливим для рослин меншого росту, таких як пшениця, рис і звичайна квасоля (Phaseolus vulgaris), які ростуть в умовах обмеженої ґрунтової вологи у сільськогосподарських та природних системах [Henry et al., 2011]. У випадку, коли доступність води на великих глибинах може сприяти продуктивності сільськогосподарських культур безпосередньо або за допомогою гідравлічного перерозподілу, судини ксилеми більшого діаметра можуть бути вигідні для збільшення осьової гідравлічної провідності коренів, що ростуть у глибших шарах ґрунту. Транспірація, що забезпечується гідравлічним підйомом або перерозподілом, може бути досить великою, щоб підтримувати рослини в періоди екстремальних посух, навіть якщо загальний обсяг води, що перерозподіляється, невеликий [Wasson et al., 2012].

Якщо посуха носить епізодичний характер, то реакція рослин на повторне зволоження ґрунту не менш важлива, ніж вилучення води та гідравлічне функціонування у ґрунті, що висихає. Структурні перешкоди поглинання води кореневими системами, що розвиваються в умовах стресу, можуть вимагати відростання коріння, при цьому відновлення рослин залежить від цього відростання. Відновлення за рахунок росту нових коренів може залежати від конкретного виду. Зокрема, адаптовані до посухи генотипи пшениці швидко реагують на повторне зволоження за рахунок утворення «дощових коренів», подібних до пустельних сукулентів [Sadras and Rodriguez, 2007].

1.2.2. Ознаки продихів, пов’язані з посухостійкістю

Продихи є наземним контрольним пунктом надходження вуглекислого газу (CO2) для фотосинтезу та виходу води з рослин за допомогою транспірації [Shahinnia et al., 2016]. Закриття продихів у відповідь на стрес призводить до зниження водного потенціалу листя, зменшення асиміляції вуглецю, окислювального стресу і підвищення температури листового пологу. Підтримка кращого контролю продихів над транспірацією має вирішальне значення для боротьби з інгібуванням фотосинтезу в умовах посушливого стресу [Bota et al., 2004]. Площа пір продихів на листі визначається їхньою щільністю і розмірами. Повідомлялося про значні генетичні варіації розміру та щільності продихів у пшениці [Baloch et al., 2013; Shahinnia et al., 2016]. Виявлено, що менший розмір продихів і більш висока їхня щільність на прапорцевих листках пшениці пов’язані з посухостійкістю сортів пшениці [Baloch et al., 2013; Shahinnia et al., 2016]. У арабідопсиса розвиток і формування продихів контролюють не менше 40 генів [Pillitteri, Torii, 2012]. При цьому немає загального правила. Якщо у арабідопсиса більші продихи і менша їхня щільність на листі призводять до кращої ефективності транспірації рослин, то у пшениці вищій ефективності транспірації рослин сприяють менші продихи і більш висока щільність їхнього розташування [Baloch et al., 2013; Shahinnia et al., 2016]. 

Ефективність транспірації вимірюється біомасою, виробленою на одиницю води, що транспірується рослиною [Condon et al., 2004]. Ефективність транспірації пов’язана з глибшою кореневою системою, тому ці дві ознаки необхідно покращувати одночасно. Сорти сільськогосподарських культур, які витягують вологу з більш глибоких зон (60-120 см), зберігають більш високу провідність продихів і здатні підтримувати нижчу температуру листви [Pask and Reynolds, 2013]. Поєднання ознак біомаси глибокого коріння та ефективності транспірації рослин у сортів пшениці сприяють захисту від стресу, викликаного посухою.

Продихи є ключовими регуляторами внутрішнього водного статусу рослин та асиміляції вуглецю. Пори продихів контролюють як поглинання CO2, так і використання води, регулюючи швидкість транспірації. Таким чином, вони відіграють важливу роль у фотосинтезі, а також у ефективності транспірації рослин. Мутанти арабідопсису зі зменшеною щільністю продихів і збільшеним розміром продихів показали кращу стійкість до посухи за рахунок зниження транспірації та більш високого накопичення біомаси в умовах посушливого стресу [Pillitteri and Torii, 2012]. Інші фактори довкілля, такі як температура, доступність води та вологість, також можуть бути важливими модуляторами фотосинтезу. 

Пори продихів покривають тільки близько 5% площі листа, але сприяють втраті близько 70% води рослинами [Hetherington and Woodward, 2003]. Щільність і розмір продихів у пшениці залежать від рівня плідності. Порівняльне дослідження даних показників у Triticum monococcum (2n=2x=14), T. durum (2n=4x=28) і T. aestivum (2n=6x=42) виявило значну генетичну мінливість щільності продихів [Khazaei et al., 2010].

Прапорцевий лист забезпечує до 30-50% асимілятів під час наливу зерна, тому особливості його продихів важливі для боротьби із посухою. Жаро- та посухостійкий сорт пшениці RAC875 мав більш дрібні та численні продихи на прапорцевому листі порівняно із посухостійким сортом Kukri [Shahinnia et al., 2016]. Посухостійкі сорти ярої пшениці Anmol, Moomal, Bhittai, Sarsabz мають менший розмір продихів, нижчу продихову провідність і здатні підтримувати більш високий відносний вміст води в умовах посушливого стресу [Baloch et al., 2013]. 

1.3. Фізіолого-біохімічні аспекти посухостійкості

1.3.1. Окисний стрес і посухостійкість

Активні форми кисню (АФК), представлені синглетним киснем (1O2), супероксидними радикалами (O2), пероксидом водню (H2O2) та гідроксильними радикалами (OH), здатні призводити до окисного пошкодження рослин. Наявність АФК викликає зміну клітинного окислювально-відновного потенціалу, що призводить до окислення фотосинтетичних пігментів, мембранних ліпідів, білків і нуклеїнових кислот, тим самим викликаючи загибель клітин, зменшуючи ріст і продуктивність рослин [Hasanuzzaman et al., 2018; Mubarik et al., 2021]. Утворення АФК внаслідок дефіциту води лінійно залежить від тяжкості водного стресу. який запускає перекисне окислення мембран, органел та активацію або інактивацію ферментів та розпад нуклеїнових кислот [Outoukarte et al., 2019]. Підвищений вміст малонового діальдегіду (МДА) вважається маркером ушкодження мембрани. З’ясовано, що зниження стабільності мембран відбиває ступінь перекисного окислення ліпідів, спричиненого АФК [Sharma et al., 2017]. 

Підвищене перекисне окислення ліпідів та АФК порушують функції клітинних мембран, що призводить до втрати здатності мембран контролювати швидкість руху іонів у клітини та з них, що часто використовується як тест на пошкодження у великої кількості тканин. Великий витік метаболітів або іонів означає більше пошкодження мембрани, спричинене чутливістю до посухи. Вимірювання збільшення витоку електроліту успішно використовували як оцінний тест ступеня пошкодження клітин для дев’яти генотипів пшениці. Були виявлені важливі генотипні відмінності, які дозволяють розрізняти генотипи [Outoukarte et al., 2019]. Реактивні форми азоту (RNS) дещо різноманітніші, ніж АФК. Збільшення неконтрольованого утворення АФК і RNS може провокувати модифікації макромолекул, які можуть бути маркерами обох окислювальних стресів (перекисне окислення ліпідів і карбонілування білків) та нітрозативного стресу (нітрування ліпідів, нітрування тирозину білка і S-нітроз). Радикал супероксиду та оксид азоту використовуються для отримання пероксинітриту, потужного окислювача, який може опосередковувати тирозинове нітрування білків, які можуть бути ефективним біомаркером нітрозативного стресу у вищих рослин [Corpas et al., 2007].

Інший стресовий метаболіт, що індукується у відповідь на посуху – метилгліоксаль. Він накопичується в рослинних клітинах при нормальних фізіологічних процесах, але його рівень різко підвищується за різних абіотичних стресів, зокрема в умовах посухи і засолення. Він токсичний для клітин рослин, викликає пригнічення проліферації клітин, деградацію білків та інактивацію антиоксидантних систем. Наслідком цього є порушення клітинних функцій [Nahar et al., 2017].

Протистояти окиснювальному стресу рослинам допомагають антиоксидантні ферменти – каталаза (CAT), супероксиддисмутаза (SOD), пероксидаза (POD), аскорбатпероксидаза (APX), монодегідроаскорбатредуктаза (MDHAR), дегідроаскорбатредуктаза (DHAR), глутатіонредуктаза (GR), глутатіонпероксидаза (GPX) тощо. В умовах посухи у посухостійких генотипів пшениці спостерігається значне збільшення експресії генів, що кодують ферменти CAT, APX і GPX. Ці гени можуть грати важливу роль у боротьбі із посушливим стресом у пшениці [Dudziak et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2020; Abdelsalam et al., 2022]. 

Дефіцит води викликає збільшення вмісту загального та зниження – відновленого аскорбату у ячменю [Pazirandeh et al., 2013]. У пшениці на фоні посухи та інших абіотичних стресів спостерігається накопичення фенольних сполук [Outoukarte et al., 2019]. Зафіксовано збільшення вмісту флавоноїдів та фенолів у прапорцевому листу рослин пшениці при дефіциті води, що обумовлено антиоксидантною роллю флавоноїдів та фенолів, які мінімізували потенціал та доступність АФК в умовах окисного стресу, викликаного посухою, та покращували захист рослин за рахунок зниження перекисів. Калоза відіграє важливу роль у процесах розвитку у рослин та у відповідь на біотичні та абіотичні стреси. Показано, що нестача води збільшила вміст калози у всіх генотипів дикого ячменю, тому що захист від посухи в основному індукується абсцизовою кислотою, що може поєднуватися з відкладенням калози [Ahmed, Asif, 2014]. З’ясовано, що водний стрес впливає токофероли – жиророзчинні антиоксиданти, пов’язані з біологічними мембранами клітин, особливо мембранами фотосинтетичного апарату. Токофероли беруть участь у придушенні перекисного окислення мембранних ліпідів за рахунок зменшення вмісту МДА, таким чином захищаючи цілісність біомембран [Sharma et al., 2014]. Ймовірно, активність одного або декількох антиоксидантних ферментів, збільшується в рослинах, що зазнали посухи. Ці ферменти можуть працювати скоординовано або синергічно, запобігаючи пошкодженню клітин, і їхня підвищена активність корелює з підвищеною посухостійкістю.

1.3.2. Вплив гормонів на посухостійкість

Абсцизова кислота (АБК) є найбільш важливим гормоном, який бере участь у регуляції толерантності до абіотичних стресів – посухи, засолення, холоду, спеці та пораненню [Lata, Prasad, 2011]. АБК вважають основним хімічним сигналом стресу від коренів до пагонів, що викликає пригнічення росту листа та закриття продихів. АБК бере участь у регуляції системних реакцій на абіотичний стрес до того, як відбудуться будь-які зміни у водному статусі листа або вмісті в ньому поживних речовин. Виявлено, що у пшениці АБК діє як стимулятор росту коріння, що має значну кореляцію з урожайністю в умовах посухи [Xu et al., 2013]. АБК регулює вміст води у тканинах за допомогою відкривання/закривання продихів та індукує експресію генів, що кодують білки, які контролюють толерантність клітин до зневоднення [Zhu, 2002]. 

Вважають, що в умовах посухи в тканинах ксилеми відбувається синтез АБК, яка потім транспортується до репродуктивних органів, де може впливати на наливання зерна, модулюючи експресію генів, які беруть участь у вуглеводному обміні та поділі клітин. Накопичення АБК у листі та стеблових або кореневих ексудатах при посусі збільшується при одночасному зниженні вмісту цитокінінів у листі [Yang et al., 2004]. Скорочення вмісту етилену і 1-аміноциклопропан-1-карбонової кислоти на фоні збільшення концентрації АБК у зерні пшениці, що розвивається, в умовах м’якої посухи підвищували наливання зерна. Однак в умовах сильної посухи зміни концентрації зазначених речовин не були здатні утримати на належному рівні наливання зерна [Yang et al., 2007]. Більш того, застосування гібереліну А3 до коренів відновлювало ріст листя у напівкарликових та високорослих генотипів в умовах обмеженої вологозабезпеченості. Ймовірно, рослини активізують ендогенні гормони, особливо цитокініни і AБК, і споріднені гормони, щоб вислизнути від шкідливого впливу посухи. Оцінка накопичення гормонів, реакції у відповідь і гормонального співвідношення є ефективним інструментом для відбору посухостійких генотипів пшениці, бо різні генотипи можуть мати різну чутливість до посухи через відмінності гормональних реакцій. Дослідження шести ліній ярої пшениці на вміст АБК та етилен виявило високий ступінь генетичного поліморфізму, пов’язаного з урожайністю [Valluru et al., 2016]. 

Осмотичний стрес призводить до синтезу або катаболізму інших регуляторів росту – включаючи ауксини, цитокініни, етилен, гібереліни, брасиностероїди, жасмонову кислота тощо, які беруть участь у регуляції фізіологічних процесів, діючи як сигнальні молекули в сигнальних мережах [Lamaoui et al., 2018].

1.3.3. Осмотичний баланс та посухостійкість

Накопичення осмолітів є одним з механізмів стійкості до посухи, який дозволяє клітинам керувати зневодненням та структурною цілісністю мембран, щоб забезпечити стійкість до посухи та зневодненню клітин. Осмотична адаптація рослин до впливу посухи може супроводжуватися зберіганням низькомолекулярних органічних розчинених речовин. Пшенична рослина накопичує кілька неорганічних та органічних розчинених речовин у своєму цитозолі, щоб зменшити його осмотичний потенціал для підтримки тургору клітин [Loutfy et al., 2012]. В умовах посухи рослини виробляють і накопичують сумісні розчинені речовини, такі як цукри, поліоли та амінокислоти, для полегшення осмотичного балансу, поглинання та утримання води [Hussain et al., 2018]. Вуглеводи виконують безліч функцій осмопротекції, осмотичної регуляції, зберігання вуглецю, детоксикації АФК, захисту цілісності мембран, забезпечують захист макромолекул і структур ДНК та стабілізують ферменти/білки. В екстремальних станах зневоднення цукри компенсують нестачу води навіть більшою мірою, ніж пролін, забезпечуючи гідратну оболонки навколо білків [Bowne et al., 2012]. Генотипи пшениці за умов посушливого стресу накопичують більше розчинних цукрів у період наливу зерна, ніж на стадії перед цвітінням [Farshadfar et al., 2008]. З іншого боку, зниження загального вмісту розчинних цукрів може бути пов’язане з індукованою нестачею води втратою розчинених речовин (в основному K+) клітинами, що замикають продихи. Це приводить до селективного зниження тургору замикаючих клітин і до закриття продихів [Hammad, Ali, 2014].

Білки є сполуками, що мають фундаментальне значення для всіх функцій клітини. Порушення синтезу білка, пов’язане зі зменшенням кількості полісомних комплексів у тканинах з меншим вмістом води, супроводжується зниженням росту рослин та врожайності в умовах стресу від зневоднененя [Kabiri et al., 2014]. Крім того, утворення АФК викликає окиснення амінокислот і може зруйнувати структуру білка в умовах посухи.

З іншого боку, в пагонах рослин пшениці, що культивуються в умовах водного стресу, спостерігалося збільшення кількості білків [Noman et al., 2018]. Білки, спричинені стресом посухи, здійснюють біохімічні процеси та структурні перебудови, які дозволяють рослинам справлятися зі стресом [Al-jebory, 2012].

Наявність проліну одна із загальних ознак толерантності більшості злаків до умов посухи [Gurumurthy et al., 2018]. Рослини пшениці накопичують пролін більше, ніж інші осморегулятори, особливо в листі внаслідок розпаду білків, що наростає, на фоні негайного зниженням їхнього синтезу на стадії наливу зерна в умовах водного дефіциту. Пролін осмотично активний, контролює накопичення корисного азоту та відіграє велику роль у стабільності мембран. Він також допомагає видаляти вільні радикали та буферизувати клітинний окисно-відновний потенціал, що допомагає рослинам пшениці боротися з абіотичними стресами. Як сигнальна молекула-контролер, пролін запускає багато механізмів, які допомагають в адаптації до посухи [Marcińska et al., 2013]. Однак виробляти достатню кількість проліну, щоб значно зменшити ефекти абіотичного стресу можуть небагато видів рослин [Zali, Ehsanzadeh, 2018].

Стрес посухи також змінює ендогенні рівні гліцину-бетаїну, який захищає клітини від дефіциту води, зберігаючи осмотичний баланс між позаклітинним та внутрішньоклітинним середовищами, стабілізуючи четвертинну структуру білків, зокрема ферментів антиоксидантного захисту, мембранних білки та комплекс вивільнення кисню фотосистеми ІІ. Він також регулює внутрішньоклітинний осмотичний потенціал, регулює рН цитоплазми та стабілізує структуру клітинної мембрани пшениці при посушливому стресі [Huseynova et al., 2016]. Зміни осмотичного балансу обумовлені генотипами. Генетична мінливість таких осмотичних змін можуть бути дуже корисною для покращення посухостійкості пшениці та ячменю [Abdul et al., 2012].

1.4. Генетика посухостійкості

З 1990-х років базовим підходом для вивчення генетичного контролю полігенних ознак стало картування геномних областей (локусів кількісних ознак, QTL) з використанням спеціально створених картуючих популяцій та молекулярних маркерів, серед яких найбільш популярними були мікросателітні маркери [Kumar et al., 2017]. З розвитком технологій секвенування домінуючі позиції у геномних дослідженнях зайняв повногеномний пошук асоціацій (GWAS) між однонуклеотидними поліморфізмами (SNP) та фенотиповими ознаками. За останні 30 років з’явилося кілька тисяч досліджень з ідентифікації QTL для багатьох ознак сільськогосподарських рослин, у т. ч. для агрономічних, фізіологічних та метаболічних ознак, асоційованих із посухостійкістю, та запропоновані гени-кандидати для практичного використання [Kulkarni et al., 2017; Khadka et al., 2020].

Успіхи у секвенуванні геному пшениці дозволили з’ясувати структуру еталонного геному, завдяки чому стало можливим визначити точну позицію та місце розташування на хромосомі для кожного SNP. Ця величезна кількість SNP використовується для повногеномного дослідження асоціації і картування локусів кількісних ознак (QTL) для аналізу генетики складних ознак шляхом визначення геномних областей або генів, які можуть бути причетними до контролювання цільових ознак, зокрема толерантності до посухи. Кількість ідентифікованих генів залежить від кількості досліджуваних ознак, пов’язаних із посухостійкістю, а також значимістю (ефектом) генів та відстанню між ними. Чим більше ознак досліджується, тим більше можна ідентифікувати генів, які контролюють посухостійкість [Ovenden et al., 2017; Qaseem et al., 2018]. Генетичне покращення посухостійкості можна досягти шляхом виявлення нових генів, які контролюють відповідь на посуху, за допомогою повногеномного дослідження асоціації або картування QTL [Sukumaran et al., 2018].

1.4.1. Генетика ознак кореня в умовах посухи

Більшість ознак кореня контролюється кількома генами, кожен з яких має невеликі ефекти, часто з певним ступенем епістазу або ефектами взаємодії, які можуть змінюватись в залежності від умов навколишнього середовища. Локуси кількісних ознак (QTL), які роблять внесок у кореневі ознаки, можуть вважатися або конститутивними, або адаптивними, класифікація яких може бути корисна при виборі ознак, найбільш корисних у цільовому середовищі [Collins et al., 2008].

Як адаптивні, і конститутивні кореневі ознаки важко піддаються фенотипуванню. Тому не дивно, що більшість генетичних досліджень зосереджена на надземних ознаках, у той час як «прихована половина» рослини досліджена набагато менше [Herder et al., 2010]. Поширеним підходом до фенотипування для генетичних досліджень є використання контрольованих середовищ для вирощування. Однак при застосуванні цих процедур до досліджень морфології кореня слід дотримуватися обережності, оскільки часті невідповідності QTL і місцезнаходження генів часто викликані відсутністю якісного та кількісного фенотипування [Collins et al., 2008; Wojciechowski et al., 2009]. 

Такі ознаки, як глибина вкорінення та щільність довжини коренів у пшениці показали високу успадковуваність у різних середовищах. Фенотипова і генотипова мінливість таких сильно успадкованих ознак, як ці, в контрольованому середовищі, швидше за все, буде аналогічна мінливості в польових умовах. Однак випадки, коли фенотипи на зрілих стадіях розвитку сильно реагували на ґрунтові та кліматичні умови та показували результати, відмінні від таких у контрольованих умовах, наголошують на необхідності ретельної перевірки в польових умовах [Watt et al., 2013].

Виявлені QTL, пов’язані з ознаками, які впливають на збільшення здатності кореневих систем до пошуку поживних речовин. У рису це збільшені довжина та біомаса коренів, їхня кількість [Courtois et al., 2009]. У пшениці – збільшення загальної кореневої біомаси, довжини та кількості коренів [Sharma et al., 2011; Christopher et al., 2013], глибоке проростання кореня і кількість насіннєвого коріння [Hamada et al., 2012]. У кукурудзи – збільшена кількість коренів, розгалуження, суха маса та зменшений діаметр кореня, латеральна та осьова довжина кореня та швидкість подовження кореня по осі [Ruta et al., 2010]. 

Крім QTL виявлені специфічні гени пов’язані з варіацією ознак коренів у основних зернових культур. Гени напівкарликовості характерні для багатьох сучасних сортів пшениці та ячменю (Hordeum vulgare). Показано, що гени напівкарликовості ячменю визначають більший розмір кореневої системи (вимірюваний за електричною ємністю), ніж алелі високорослості в тих же локусах [Chloupek et al., 2006]. Однак у різних типах живильного середовища виявлені суперечливі ефекти цих генів на довжину коренів та особливості їхньої будови у пшениці [Wojciechowski et al., 2009].

У рису на хромосомі 9 ідентифікований та клонований ген DRO1, пов’язаний з глибиною укорінення через підвищену гравітропну реакцію кінчиків коренів. Завдяки інтрогресії цього гена в сорт рису IR64 спостерігалося підвищення посухостійкості в посушливих умовах без явного зниження врожайності зерна в умовах хорошого зволоження [Uga et al., 2013]. Подальші дослідження показали, що глибоке вкорінення сприятливо у рису не лише забезпечує кращу посухостійкість, але й пов’язане з вищим індексом врожаю, кращим поглинанням азоту та потоком цитокініна від кореня до колосу під час наливу зерна (Arai-Sanoh et al., 2014). Ортологи гена DRO1 виявлені у багатьох рослин, включаючи як дводольні, так і однодольні види. Виявлено, що ортологи гена DRO1 у видів Arabidopsis та Prunus також впливають на архітектуру кореневої системи, про що свідчать фенотипи більш глибокого вкорінення в лініях Arabidopsis та Prunus із надекспресією DRO1 [Guseman et al., 2017]. Геном пшениці містить три копії ортологів гена DRO1, розташованих в довгих плечах хромосом 5-ї гомеологічної групи. З’ясовано, що зазначені ортологічні гени у пшениці мають 76% ідентичність з геном DRO1 рису, що вказує на ймовірність функціональної подібності і схожості у механізмах зміни архітектури кореневої системи для запобігання посух у пшениці [Ashraf et al., 2019].

Дослідження генів AS2/LBD у пшениці дозволили ідентифікувати транскрипційний фактор, який бере участь у покращенні кореневої архітектури. При надмірній експресії в рисі та арабідопсисі гена TaMOR-D з D-геному пшениці, який детермінує ауксин-чутливий транскрипційний фактора сімейства LBD, призводило до посилення бічних коренів у арабідопсису, а також більшій кількості корончастих коренів та більш довгого зерна у рису [Li et al., 2016]. 

У кукурудзи є головний конститутивний QTL Root-ABA1, пов’язаний з розгалуженням, діаметром і кутом корончастого кореня, а також сухою масою всього кореня [Giuliani et al., 2005], який виявлявся за різних водних режимів як у теплиці, так і в польових умовах. У Arabidopsis thaliana ідентифіковані QTL для індукованого абсцизовою кислотою зниження зростання бічних коренів, а також пластичності та розміру кореневої системи [Fitz Gerald et al., 2006].

1.4.2. Генетика ознак листа

Одним з класичних прикладів генів, що регулюють ефективність транспірації рослин, є виявлений у арабідопсису ген ERECTA, який регулює щільність продихів, формування та експансію епідермальних клітин, проліферацію клітин мезофілу та міжклітинний контакт. Мутація гена ERECTA у арабідопсису збільшила щільність продихів (що призвело до збільшення провідності продихів), зменшила розмір клітин епідермісу, а також зменшила майже на 20% ефективність транспірації рослин. В зазначеному гені виявлена також мутація, яка може збільшувати щільність розташування продихів без зміни продихового індексу. Таким чином, ген ERECTA регулює як здатність до фотосинтезу, так і продиховий контроль над ефективністю транспірації рослин [Masle et al., 2005].

В геномі пшениці були виявлені два гомологи гена ERECTA – TaER1 та TaER2. Аналіз експресії генів TaER1 і TaER2 виявив більш сильну негативну кореляцію з дискримінацією ізотопів вуглецю, щільністю продихів і швидкістю транспірації, але позитивну кореляцію з площею прапорцевого листка, миттєвою ефективністю використання води, біомасою та врожайністю на рослину, що вказує на те, що продукти зазначених генів впливають на ефективність транспірації рослин та врожайність м’якої пшениці [Zheng et al., 2015]. Цікаво, що QTL для щільності продихів були картовані на хромосомі 7A, на якій знаходиться один з гомеологів – TaER2 [Huang et al., 2013; Zheng et al., 2015; Shahinnia et al., 2016]. 

На відміну від гена ERECTA, ген GTL1 у арабідопсису контролює щільність продихів, транспірацію та ефективність використання води шляхом репресії гена SDD1 (stomatal density and distribution 1). Мутація гена GTL1 зменшила щільність продихів і знизила транспірацію без негативного впливу на асиміляцію CO2 і продукцію біомаси для підвищення ефективності фотосинтезу у Arabidopsis [Yoo et al., 2010].

Картування QTL, пов’язаних з розмірами та щільністю продихів локалізувало їх на хромосомах 1A, 1B, 2B та 7A пшениці [Shahinnia et al., 2016]. Цікаво, що QTL на хромосомі 7A локалізований разом з іншими QTL, такими як кількість насіння на колос, індекс врожаю та врожайність. 

1.4.3. Повногеномні асоціації маркерних ознак

Гени і QTL, пов’язані з толерантністю до водного дефіциту і ознаками врожайності в повному геномі пшениці, були розподілені по 21 хромосомі [Mwadzingeni et al., 2017; Liu et al., 2018]. Дослідження асоціацій маркерів і ознак виявило зв’язок між конкретними морфологічними і генетичними варіаціями в геномі, що в кінцевому підсумку визначило локус, який лежить в основі споріднених ознак [Su et al., 2019]. 

Маркерно-ознакові асоціації для висоти рослин виявлені в хромосомах різних субгеномів пшениці. Зокрема, два SNP, пов’язані з висотою рослин в умовах водного дефіциту, розташовані на хромосомах 1A і 2D [Liu et al., 2018]. Протяжність області QTL на довгому плечі хромосоми 6A, пов’язаної з висотою рослин, була менше 10 сМ. Крім висоти рослин зазначена область і була пов’язана з кількістю зерен на колосі та урожаєм зерна з рослини [Edae et al., 2014]. QTL зі схожими ефектами виявлені на хромосомах 1В [Pinto et al., 2010], 2В, 6А [Mathews et al., 2008], 5А, 5В і 6В [Quarrie et al., 2005]. Виявлені значні SNP на хромосомі 5А для кількості пагонів на рослині за умов дефіциту води. Маркерно-ознакові асоціації для відносного вмісту води були розподілені по 10 хромосомам: п’ять SNP в A-геномі, 3 – в B-геномі і 2 – в D-геномі. QTL для відносного вмісту води в рослинах пшениці виявлені на хромосомах 1B-1D-2B-6A і 7B [Talukder et al., 2014; Qaseem et al., 2018]. Виявлено 20 SNP, пов’язаних з маркерно-ознаковими асоціаціями для термостабільності клітинної мембрани. Вони розташовані на хромосомах 1A, 1B, 2A, 3A, 4A, 4B, 6B та 7B [ElBasyoni et al., 2017]. Кількість колосків у колосі в умовах водного дефіциту достовірно пов’язаний з 8 SNP, розташованими на хромосомах 2A, 1B, 2B, 4B, 6B, 7B, 2D і 5D [Liu et al., 2018].

1.4.4. Регуляція експресії генів під час посушливого стресу

Регуляція експресії генів, що відбувається як на транскрипційному, так і на посттранскрипційному рівні, відіграє центральну роль в адаптації рослин до змін навколишнього середовища [Lopez-Maury et al., 2008]. Регуляція на рівні транскрипції координується складною мережею функціонально різноманітних регуляторних білків, включаючи активатори, репресори, коактиватори, корепресори та модифікатори хроматину.

1.4.4.1. Позитивне регулювання експресії генів при посушливому стресі

Фактори транскрипції сімейства AP2/ERF добре відомі у багатьох видів сільськогосподарських культур через їхню роль медіаторів як абіотичних, так і біотичних стресових реакцій у рослин [Licausi et al., 2013]. Транскрипційні фактори AP2/ERF класифікуються у пшениці на чотири підродини, включаючи DREB, ERF, AP2 та RAV [Zhuang et al., 2011]. Фактори ERF швидко активуються у відповідь на стреси [He et al., 2011] і були предметом різних досліджень надекспресії для оцінки їхньої корисності для покращення стійкості до посухи. Надекспресія фактора TaERF3 в пшениці призводила до посилення посухостійкості та солестійкості, за рахунок збільшення накопичення проліну та вмісту хлорофілу в порівнянні з нетрансформованими лініями, а також активації ряду підконтрольних даному фактору генів шляхом зв’язування з цис-елементами GCC-бокса, присутніми в промоторних областях генів-мішеней [Rong et al., 2014]. Надекспресія іншого транскрипційного фактора пшениці з родини ERF – TaERF1, активувала гени, пов’язані зі стресом, включаючи гени PR та COR/RD, в нормальних умовах зростання та покращувала стійкість до посухи, холоду та солі у трансгенних рослин [Xu et al., 2007]. Дослідження гена AtERF019 показали, що він сприяє посухостійкості завдяки затримці цвітіння та дозрівання в умовах посушливого стресу, припускаючи, що надекспресія його ортологів може бути використана для підвищення посухостійкості пшениці без будь-якого впливу на зав’язуваність насіння [Scarpeci et al., 2017].

АБК та етилен є важливими фітогормонами, пов’язаними з регуляцією реакції рослин на стрес. Оскільки фактори ERF залучені до множинних стресів, було б корисно ідентифікувати консервативні домени/мотиви в їх послідовності та проаналізувати їхню відповідність різним механізмам стресостійкості. Фактори DREB та HSF є ключовими регуляторами складних генетичних мереж стресу від спеки та посухи у пшениці. Стрес-індукована експресія гена DREB1A з Arabidopsis підвищує стійкість пшениці до посухи, що вказує на перспективну роль генів DREB у поліпшенні адаптації пшениці до посушливого стресу [Pelllegrineschi et al., 2004].

Відомо, що білки цинкових пальців (ZFP) з консервативним доменом QALGGH пов’язані з модуляцією експресії генів в умовах посушливого стресу [Cheuk and Houde, 2016]. Роль ZFP у посухостійкості пшениці [Cheuk and Houde, 2016], рису [Zhang et al., 2014] та арабідопсису [Hichri et al., 2014] добре відома. Продукти генів TaZFP22, TaZFP34 та TaZFP46 експресуються у коренях і є індукованими посухою репресорами транскрипції цинкових пальців Q-типу C2H2 у пшениці. Виявлено, що ген TaZFP34 активується у відповідь на множинні абіотичні стреси, включаючи спеку, зневоднення, солоність та холод. Надекспресія цього гена в коренях пшениці змінювала співвідношення коренів та пагонів за рахунок зниження зростання пагонів при збереженні швидкості росту коренів [Chang et al., 2016].

Фактори транскрипції WRKY також важливі для критичних функцій розвитку та фізіологічних функцій рослин [Phukan et al., 2016]. Це сімейство генів було ретельно вивчене на предмет його ролі у стійкості до абіотичного стресу у багатьох видів рослин, включаючи пшеницю [Ding et al., 2016], сою [Wang F. et al., 2015], ріпак [He Y. et al., 2016] і квасолю звичайну [Wu et al., 2017]. Пряма роль транскрипційних факторів WRKY у посухостійкості очевидна з їхньої регуляції на білковому рівні у відповідь на посушливий стрес [Tripathi et al., 2014]. Фактори транскрипції WRKY пшениці, TaWRKY44 та TaWRKY93, були визначені як критичні фактори реакції в умовах посушливого стресу [Qin et al., 2015]. Виявлено, що деякі з факторів TaWRKY пшениці (TaWRKY 16, 24, 59, 61 та 82) по-різному експресуються як у листових, так і в кореневих тканинах в умовах посушливого стресу [Okay et al., 2014]. Дослідження генів TaWRKY1 та TaWRKY33 вказує на них як на гени-кандидати, залучені до посухостійкості [He G.-H. et al., 2016]. Ці гени при надекспресії у Arabidopsis призводять до підвищеної стійкості до посухи та спеки. Позитивна роль гена TaWRKY93 у посухостійкості, жаростійкості, солестійкості, а також у посиленні росту коренів була зрозуміла з факту підвищеної стабільності клітинної мембрани у лініях Arabidopsis з надекспресією даного гена [Qin et al., 2015]. Надекспресія ABA-залежного гена TaWRKY1 у тютюні підвищувала стійкість до посухи за рахунок закриття продихів для зменшення втрати води та зміни осмотичної адаптації для накопичення більшої кількості біомаси [Ding et al., 2016]. 

1.4.4.2. Негативне регулювання експресії генів при посушливому стресі

За останні десятиріччя досягнуто помітного прогресу у з’ясуванні молекулярної природи та функцій репресорів транскрипції [Payankaulam et al., 2010]. Мотив EAR (амфіфільний репресійний мотив, асоційований з фактором зв’язування етилен-чутливого елемента) є переважаючою формою активної репресії транскрипції, ідентифікованої досі у рослин, і є висококонсервативним у еволюційно різноманітних видів рослин [Amalraj et al., 2016; Ma et al., 2017.]. Спочатку він був ідентифікований у підмножині ERF класу II та ZFP типу TFIIIA. Репресори EAR пригнічують експресію генів-мішеней шляхом модифікації хроматину за допомогою фізичної взаємодії з ко-репресорами, такими як SAP18, який безпосередньо взаємодіє з деацетилазою гістонів (HDA19), потенційно утворюючи комплекс репресії [Oh et al., 2014; Ma et al., 2017].

EAR-опосередкована репресія транскрипції стала одним з основних механізмів негативного регулювання експресії генів у відповідь на абіотичні стреси у рослин. Ген RAP2.1 арабидопсиса, який детермінує транскрипційний фактор DREB з мотивом EAR, сильно індукується посухою та холодовим стресом. Надекспресія гена RAP2.1 призводить до підвищеної чутливості до посухи та холодових стресів, тоді як мутантні алелі цього гена із вставкою Т-ДНК виявляють підвищену стійкість до посухи. Стрес-індукована експресія генів RD/COR була репресована в лініях з надекспресією RAP2.1, але збільшена в мутантних лініях. Подібно до цього, надекспресія гена TaRAP2.1 у пшениці (цей ген ортологічний гену RAP2.1) призводила до карликовості і чутливості до морозу; тоді як надмірна експресія його варіанта з інактивованим EAR-мотивом підвищувала його здатність виживати при посусі та морозі [Amalraj et al., 2016]. Надекспресія кількох інших білків ERF/DREB, що містять мотив EAR, також призводить до зниження стійкості до посухи за рахунок зниження експресії генів захисту від стресу [Amalraj et al., 2016; Scarpeci et al., 2017]. Було показано, що повна делеція або мутація консервативних залишків у мотиві EAR у різних транскрипційних репресорах змінює або навіть звертає їх функції [Amalraj et al., 2016]. Надекспресія білка ERF із цукрового очерету (SodERF3) у тютюні підвищувала його стійкість до посухи та осмотичного стресу. Мотив EAR в SodERF3 відрізняється від інших білків ERF, тим що висококонсервативний залишок проліну, замінений лейцином в SodERF3. Ймовірно, ця заміна робить його EAR-мотив неактивним, перетворюючи його на активатор транскрипції  [Trujillo et al., 2009].

2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Матеріалом досліджень служили сім сортів озимої м’якої пшениці, створених у різні роки в Селекційно-генетичному інституті – Національному центрі насіннознавства та сортовивчення, зокрема Одеська 51 (ІІІ сортозміна), Альбатрос одеський (V сортозміна), Фантазія одеська та Красуня одеська (VІ сортозміна), Куяльник (VІІ сортозміна), Благодарка одеська та Княгиня Ольга (VІІІ сортозміна) [Литвиненко, 2016]. 

Сорт Одеська 51 створений шляхом схрещування сортів Одеська 16 та Безоста 1 та вирощуванням гібридів першого покоління у штучних умовах освітлення та температури. Колос циліндричної форми, короткий, щільний. Колоскові луски ланцетно-овальні, з добре вираженим кілем, кільовий зубець короткий (2-4 мм довжини), прямий. Плече пряме, широке. Зерно овально-бочкоподібної форми, велике (маса 1000 зерен 33-45 г). Хлібопекарські якості хороші. Належить до групи сильних пшениць-поліпшувачів. Сорт стійкий до обсипання, середньостійкий до вилягання. Довжина вегетаційного періоду 265-314 днів, дозріває на 2-3 дні раніше Безостої 1. Зимостійкість середня, вище, ніж у Безостої 1, але нижче, ніж у Миронівської 808. Посухостійкість хороша. Бурою іржею уражається слабо і середньо, жовтою - середньо. Сорт високоврожайний. На Одещині одержують 45,2-54,9 ц зерна з 1 га. На Маньківській сортоділянці Черкаської області в середньому за чотири роки врожайність становила 54,6 ц з 1 га, на 5,9 ц більше за Безостої 1. Районований у 10 областях України [Каталог, 1984].

Сорт Альбатрос одеський – перший озимий сорт інтенсивного типу універсального використання на різних агрофонах. У Реєстрі сортів рослин України з 1990 р. для вирощування в степовій і лісостеповій зонах країни. Занесений до Реєстру сортів рослин Росії з 1990 р. За роки сортовипробування та у виробничих умовах врожайність становила 58,8-103,4 ц/га. Знаходиться в першому десятку сортів Реєстру України за рівнем врожайності. Широко впроваджений у степовій, лісостеповій зонах України. Посівна площа за останні роки складає 500-600 тис. га щорічно. Різновид еритроспермум. Колос остистий, неопушений, білий, циліндричний або трохи веретеноподібний, крупний (9-11 см), середньої щільності. Остюки грубі, зазубрені. Колоскова луска ланцетоподібної форми, з гострим зубцем, 3-4 мм завдовжки. Зерно червоне, овально-яйцеподібної форми. Маса 1000 зерен 35-37 г. Середньостиглий, вегетаційний період 278-282 дня. Середньорослий (92-104 см), стійкий до вилягання (7-8 балів). Морозостійкість вище середнього рівня (7-8 балів). Має високу посухо- та жаростійкість (8-9 балів). Стійкий до осипання зерна (7-8 балів), середньостійкий до проростання на пні (5-6 балів). Характеризується польовою стійкістю до бурої іржі (4-5 балів), борошнистої роси (5-6 балів), летючої сажки (3-4 бали). Якість зерна: хлібопекарські властивості зерна відмінні, сила борошна 310-330 о.а., об’єм хліба 1360-1480 см3, вміст сирого білка 13,5-14,0%, клейковини 30,5-31,5%. Загальна оцінка хліба 4,3-4,9 бала. Як сорт універсального типу характеризується високим рівнем позитивної реакції на підвищення агрофону і має відносно високий нижній поріг врожайності на непарових попередниках та при відхиленнях в технології вирощування. Строки сівби та норми висіву загальноприйняті для озимої м’якої пшениці. Вирізняється винятково високою екологічною пластичністю і витривалістю до комплексу несприятливих умов вирощування [Каталог, 2009].

Сорт Фантазія одеська у Реєстрі copтiв рослин України з 1996 р., рекомендований для вирощування у степовій та лісостеповій зонах країни. Інтенсивного типу універсального використання на різних агрофонах. Врожайність у різних сортовипробуваннях становила 68,0-107,5 ц/га, з перевищенням інших сортів на 5,4-11,2%. Середньостиглий, з вегетаційним періодом 279-283 дні. Середньорослий (висота рослин 90-105 см), стійкий до вилягання (7-8 балів), стійкий до осипання зерна, середньостiйкий до проростання на пнi. Морозо-, зимостійкість підвищені, один із кращих сортів за названими  властивостями. Вирізняється високою посухо- та жаростійкістю (8-9 балів). Характеризується стійкістю до септорiозу (6-7 балів), середньо уражується жовтою іржею (3-4 бали), борошнистою росою (4 бали), летючою сажкою (4 бали), фузаріозом колоса (3-4 бали), сильно – бурою іржею (1-3 бали) i твердою сажкою (2-3 бали). Відноситься до групи сильних сортів, Показники якості високі – вміст сирої клейковини 30-32%, білка – 13,5-14,5%, сила борошна – 290-310 о.а., об’єм хліба – 1450-1500 см3. Загальна оцінка хліба 4,8-5,2 бала. Апробаційні ознаки: різновид еритроспермум, колос циліндричний до веретеновидного, завдовжки 9-10 см. Остюки середньої цупкості, зазубрені. Колоскова луска ланцетовидна, з гострим зубцем (завдовжки 4-5 мм) i слабою нервацією. Плече середньої величини, злегка пiдняте. Кіль середньовиявлений. Зерно червоне, овально-яйцевидне, крупне (маса 1000 зерен 38-43 г) [Каталог, 2008].
Сорт Красуня одеська у Реєстрі сортів рослин України з 1997 р. Рекомендований для степової зони та південних районів Лісостепу країни. Сорт інтенсивного типу універсального використання на різних агрофонах. Високоврожайний – в різних сортовипробуваннях та на виробництві забезпечував урожай 73,6-93,6 ц/га, що на 3,8-12,4% вище інших сортів. Різновид еритроспермум. Колос білий, остистий, циліндричної форми, 9-10 см завдовжки, середньої щільності. Остюки рівні довжині колоса, цупкі, ламкі, зазубрені. Колоскова луска ланцетоподібної форми. Плече злегка припідняте, середньої величини. Кільовий зубець гострий, довгий (4-5 мм). Зерно червоне, яйцеподібної форми, скловидне, вирізняється високою масою 1000 зерен (38-46 г).  Середньоранній, тривалість вегетаційного періоду 276-280 днів. Середньорослий (92-106 см), стійкий до вилягання (7-8 балів). Стійкий до осипання зерна, середньостійкий до проростання на пні в передзбиральний період (4-5 балів). Має польову стійкість до бурої (3-4 бали), жовтої (5-6 балів), стеблової іржі (3-4 бали), борошнистої роси (3-4 бали). Морозо-, зимостійкість вище середнього рівня (6-7 балів). Вирізняється високою стійкістю до жари і посухи (8-9 бала). Якість зерна: відноситься до групи сильних сортів пшениці. Вирізняється високими і сталими показниками якості зерна, зокрема: вміст клейковини 30,5-31,5%, сирого білка 13,3-14,5%, сила борошна 320-360 о.а., об’єм хліба 1450-1520 см3. Загальна оцінка хліба 4,9-5,2 бала. Придатний для вирощування як по кращих попередниках, так і на середніх та низьких агрофонах. Норма висіву 4,5-5,0 млн. схожих зерен на гектар. Строки сівби загальноприйняті для озимої пшениці в конкретних умовах. Має підвищену чутливість до ранніх строків сівби. Вирізняється винятково високою посухо-, жаростійкістю. Формує крупне, високонатурне зерно з високими технологічними показниками якості [Каталог, 2009].
Сорт Куяльник у Державному реєстрі сортів рослин України з 2003 р. Середньоранній, різновид еритроспермум. Колос віретеноподібний, солом’яно-жовтий, середньої довжини, нещільний. Зерно яйцевидне, середньої крупності. Маса 1000 зерен 40-42 г. Соломина середньої товщини, міцна. Листя середнє за розміром, розташоване горизонтально. Ості середньої довжини та грубості, розходяться в різні боки. Стійкість (за 9-бальною шкалою): до вилягання – 8 балів, морозо- та зимостійкість – 7 балів, до посухи – 7 балів, до ураження хворобами – 7 балів, до осипання та проростання зерна в колосі – 9 балів. Урожайність за роки випробування по чорному пару 60,5 ц/га, по непаровим попередникам - 53,7 ц/га. Належить до групи сильних сортів пшениці. Рекомендований для вирощування у степовій зоні України [Каталог, 2011].

Сорт Благодарка одеська занесений до переліку сортів рослин, перспективних для поширення в 2009 р. в степовій і лісостеповій зонах країни. Високоінтенсивного типу універсального використання на різних агрофонах. Генетичний потенціал урожайності сягає 115-120 ц/га. У державному сортовипробуванні в гостропосушливому 2007 р. середня врожайність склала 65,0 ц/га, що на 4,5 ц/га, або 7,4% вище національних стандартів. Поєднує високу продуктивну кущистість (780-920 продуктивних стебел на 1 м2) і крупний, добре озернений колос (62-82 зерна на колос). Різновид еритроспермум. Колос білий, остистий, циліндричної форми, крупний (8-11 см), середньої щільності, плече у нижньої колоскової луски середнє за розміром і скошене за формою, зубець середньозігнутий. Середньостиглий. Вегетаційний період 282-287 діб. Середньорослий (97-102 см), стійкий до вилягання, осипання та проростання зерна в колосі. Рівень морозо-, зимостійкості вище середнього (7-8 балів). Посухо-, жаростійкість підвищені (7-8 балів). Характеризується польовою стійкістю до найбільш поширених хвороб (у балах): бура іржа – 4-5, стеблова іржа – 4-5, борошниста роса – 4-5, сажкові хвороби – 3-4. Підвищена толерантність до вірусу жовтої карликовості ячменю. Якість зерна відповідає вимогам до сильних пшениць. Вміст білка 13,7-15,1%, вміст клейковини 29,9-31,2%, сила борошна 390-474 о.а., загальна оцінка хліба 4,9-5,3 бали. Має високу позитивну реакцію на підвищення агрофону та відносно високий нижній поріг врожайності на низькому агрофоні й відхиленнях в технології вирощування. Сорт придатний для умов зрошення.
Сорт Княгиня Ольга занесений до переліку сортів рослин, перспективних для вирощування в 2011 році в степовій i лісостеповій зонах України, високоінтенсивного типу, короткостебловий (86-92 см), стійкий до вилягання i осипання, проявляє високу врожайність – у держсортовипробуванні (2009-2010 рр.) урожайність склала в середньому 86,8 ц/га, що вище національних стандартів на 7,3-9,4 ц/гa (на 12,2-13,2%). Вирізняться високою продуктивною кущистістю (816-965 продуктивних стебел на 1м2). Середньостиглий – період вегетації складає 277-279 днів. Має підвищену морозостійкість (7-8 балів), високу посухостійкість (8-9 балів), добре виражену комплексну стійкість до хвороб: бурої іржі (6-7 балів), стеблової іржі (6-7 балів), жовтої іржі (6-7 балів), борошнистої роси (8-9 балів), септорiозу (6 балів), фузаріозу колосу (5-6 балів), твердої сажки (9 балів). У сорту ідентифікована чужорідна транслокацiя, що в певній мірі пов’язано зі стійкістю до захворювань i дещо знижує технологічні показники борошна. За даними технологічної лабораторії Держслужби охорони прав на сорти рослин сорт Княгиня Ольга є цінною пшеницею за якістю зерна: вміст білку складає 12,8-13,6%, клейковини – 29,3-32,7%, сила борошна – 236-290 о. а., загальна хлібопекарська оцінка 3,8-4,2 бали. Апробаційні ознаки: різновид еритроспермум. Остюки довгі, зазубрені. Колос білий, пірамідальної форми, середній за довжиною (9,4-10,2 см), середньої щільності (21-23 членика на 10 см стрижня). Колоскова луска яйцеподібна, довжина без зубця 9,49-9,55 мм, ширина 3,96-4,25 мм. 3убець прямий, середньої довжини (3,98-4,63 мм). Плече колоскової луски пряме, ширина 0,52-0,64 мм. Зернівка овальної форми, довжина 7,79-8,46 мм, ширина 3,47-3,53 мм, відношення довжини до ширини 2,20-2,40 [Каталог, 2014].

Насіння пророщували при +20 °С у чашках Петрі на фільтрувальному папері (n=300 на кожний варіант) на дистильованій воді (у контролі) та двох розчинах сахарозі з осмотичним тиском –1,42МПа та –1,82МПа. Враховували енергію проростання та схожість насіння. Пророслим вважали насіння, яке мало принаймні колеоптиль та хоча б один з коренів. Також оцінювали розвиток первинної кореневої системи (кількість зародкових коренів та довжину найбільшого кореня) та пагону (довжину) [Григорюк та ін. 2003]. 

Індекс сили паростків – це підхід до вимірювання стресостійкості сільськогосподарських культур на стадії проростання шляхом спільного обліку відсотка схожості, довжини пагонів та коренів. Розраховували його за формулою [Hellal et al., 2018]:
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де ІСП – індекс сили паростків, ДП – довжина пагону, ДК – довжина найдовшого кореня.

Статистичну обробку результатів досліджень виконували за допомогою критерію Стьюдента. Енергію проростання і схожість оцінювали за формулами для даних альтернативної мінливості [Буджак, 2013].

3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Посуха може завдати шкоди рослині на будь-якому етапі життєвого циклу, але є критично важливі етапи, зокрема, період сходів [Fang and Xiong, 2015]. Стрес від посухи викликає значне зниження схожості та росту паростків через нестачу води. Сходи сільськогосподарських культур надзвичайно чутливі до стресових умов посухи. Чутливість пшениці до посухи на ранніх стадіях сходів та проростання набагато вища від інших культур [Mahpara et al., 2022]. Посуха знижує споживання води та знижує енергію паростків, що негативно позначається на проростанні. Результати дослідження енергії проростання та схожості насіння пшениці за умов осмотичного стресу наведені у табл. 1.

Таблиця 1

Енергія проростання та схожість насіння за умов осмотичного стресу 

(n=300 у кожному варіанті)

	Сорто-зміна
	Сорт
	Енергія проростання, % відносно контроля
	Схожість насіння, % відносно контроля

	
	
	–1,42МПа
	–1,82МПа
	–1,42МПа4
	–1,82МПа

	ІІІ
	Одеська 51
	76,9+3,41
	61,9+3,93
	87,5+2,6
	66,7+3,8

	V
	Альбатрос одеський
	90,3+2,4
	76,7+3,4
	91,9+2,2
	75,1+3,5

	VI
	Фантазія одеська
	91,2+2,3
	64,1+3,8
	89,1+2,5
	68,8+3,7

	VI
	Красуня одеська
	89,5+2,5
	65,9+3,8
	91,8+2,2
	72,0+3,6

	VIІ
	Куяльник
	86,6+2,72
	63,8+3,8
	90,0+2,4
	68,1+3,7

	VIІІ
	Благодарка одеська
	93,0+2,0
	68,9+3,7
	91,1+2,3
	72,3+3,6

	VIІІ
	Княгиня Ольга
	92,1+2,2
	76,4+3,4
	93,3+2,0
	78,1+3,35


1 – відмінності від інших сортів достовірні при р≤0,05

2 – відмінності між сортами Благодарка одеська та Куяльник достовірні при р≤0,05

3 – сорти Альбатрос одеський та Княгиня Ольга достовірно (р≤0,05) відрізняються від сортів Фантазія одеська, Куяльник, Одеська 51.

4 – відмінності між сортами недостовірні

5 – сорт Княгиня Ольга достовірно (р≤0,05) відрізняється від сортів Куяльник та Одеська 51.

За умов осмотичного стресу спостерігалося достовірне (р≤0,01) зниження як енергії проростання, так і схожості насіння. За від’ємного тиску –1,42 МПа насіння пшениці Одеська 51 мали достовірно (р≤0,05) меншу енергію проростання, ніж насіння інших досліджуваних сортів, а насіння сорту Куяльник – меншу енергію проростання ніж насіння сорту Благодарка одеська. Відмінностей між іншими сортами за реакцією на дані умови осмотичного стресу не спостерігалася. При посиленні осмотичного стресу (від’ємний тиск –1,82 МПа) виділилися дві групи сортів: Одеська 51, Фантазія одеська та Куяльник показали достовірно (р≤0,05) меншу енергію проростання насіння, ніж сорти Альбатрос одеський та Княгиня Ольга. Сорти Красуня одеська та Благодарка одеська за даним показником займали проміжне положення і енергія проростання їхнього насіння достовірно не відрізнялася від даного показника інших сортів. Втім, за схожістю насіння за від’ємного тиску –1,42 МПа достовірних відмінностей між досліджуваними сортами не виявлено. При посиленні осмотичного стресу (до від’ємного тиску –1,82 МПа) виявлена достовірно (р≤0,05) краща схожість насіння Княгиня Ольга у порівнянні з сортами Одеська 51 та Куяльник. В усіх інших випадках відмінності були недостовірними.

Про рівень посухостійкості досліджуваних сортів можна судити на основі порівняння з результатами інших дослідників. У табл. 2 наведені результати схожості чутливих до осмотичного стресу сортів [Вожегова та ін., 1998]. Як можна бачити, за від’ємного тиску –1,22 МПа схожість насіння майже не змінювалася, за –1,42 МПа схожість насіння (77,6–91,4%) не набагато поступалася досліджуваним нами сортам (89,1–93,3%). Однак зі збільшенням концентрації осмотика схожість чутливих сортів різко падає і за від’ємного тиску –1,82 МПа схожість насіння складає лише 5,8–41,0%, в той час як в нашому дослідженні за аналогічного осмотичного стресу схожість насіння складала 66,7–78,1%.

Таблиця 2

Схожість насіння чутливих сортів за умов осмотичного стресу 

[за Вожегова та ін., 1998]
	Сорт
	Схожість, % відносно контроля

	
	–1,22МПа
	–1,42МПа
	–1,62 МПа
	–1,82МПа

	Юна 
	100,0
	91,4
	75,4
	41,0

	Миронівська 61 
	98,5
	83,7
	60,8
	21,8

	Миронівська 40 
	91,6
	75,8
	37,4
	5,8

	Полукарлик 3 
	97,7
	81,6
	70,6
	29,5

	Харківська 11 
	94,5
	79,8
	45,8
	17,0

	Щедре Полісся 
	99,3
	77,6
	67,9
	27,5


В дослідженні [Прокопік та ін., 2019] за від’ємного тиску – 1,82 МПа, створеного розчином сахарози, схожість насіння коливалася від 52,9% від контролю у МІП Дніпрянка до 82,8% від контролю у Місії одеської, в той же час у німецького сорту Torrild схожість насіння склала лише 21,8% від контролю. В дослідженні [Mahpara et al., 2022] оцінка схожості насіння пакистанських сортів за умов осмотичного стресу, змодельованого за допомогою ПЕГ-6000 (від’ємний осмотичний тиск –1,2 МПа) коливалася у межах 64,3–78,1%.

Таким чином, за енергією проростання та схожістю насіння досліджувані сорти продемонстрували досить високий рівень посухостійкості на початкових етапах онтогенезу. Це характеризує досліджені сорти як такі, що мають велику поглинальну здатність, яка перевищує здатність зовнішнього розчину перешкоджати проникненню води, завдяки чому насіння здатне проростати проростати в умовах слабкої доступності вологи для клітин паростків пшениці.

Із зародка насінини пшениці виростає 3–6 однаково розвинутих зародкових коренів, утворюючи первинну кореневу систему [Лихочвор, Петриченко, 2006]. В дослідженні кількість зародкових коренів знижувалася в умовах осмотичного стресу (табл. 3). За від’ємного тиску –1,42 МПа у сортів Одеська 51, Фантазія одеська і Красуня одеська спостерігалося достовірне (р ≤0,01) зменшення кількості зародкових коренів і при посиленні від’ємного тиску до –1,82 МПа подальшого зменшення кількості зародкових коренів не спостерігалося. Насіння інших сортів спочатку зберігало кількість зародкових коренів, але при посиленні осмотичного стресу достовірно (р≤0,05 і р≤0,01) зменшувало кількість коренів. У контролі кількість зародкових коренів у насіння різних сортів достовірно не відрізнялося. Таким чином, за даним показником виділилося дві групи сортів: 1) ті що за умов осмотичного стресу відразу зменшували кількість зародкових коренів і при посиленні від’ємного тиску подальшого зменшення кількості коренів не відбувалося; 2) ті, що за умов осмотичного стресу зберігали кількість коренів, а при посиленні від’ємного тиску зменшували даний показник. Слід зазначити, що за від’ємного тиску –1,82 МПа достовірних відмінностей між сортами за кількістю зародкових коренів не виявлено.

Таблиця 3

Кількість зародкових коренів за умов осмотичного стресу

	Сортозміна
	Сорт
	(n=270-285)
	(n=246-262)
	(n=190-214)

	
	
	Контроль
	–1,42МПа
	–1,82МПа

	ІІІ
	Одеська 51
	4,2+0,28
	3,1+0,23**
	2,7+0,24**

	V
	Альбатрос одеський
	3,9+0,27
	3,8+0,28
	2,9+0,30*

	VI
	Фантазія одеська
	3,8+0,24
	2,8+0,29**
	2,7+0,31**

	VI
	Красуня одеська
	3,9+0,19
	2,6+0,25**
	2,7+0,29**

	VIІ
	Куяльник
	3,7+0,23
	3,8+0,29
	2,6±0,28**

	VIІІ
	Благодарка одеська
	3,6+0,21
	3,5+0,31
	2,4±0,30**

	VIІІ
	Княгиня Ольга
	3,7+0,18
	3,8+0,22
	3,0+0,24*


* – відмінності від контролю достовірні при р≤0,05

** – відмінності від контролю достовірні при р≤0,01

Дещо іншу картину спостерігали [Варавкин, Таран, 2014]. В їхньому експерименті зменшення кількості корінців також залежало від зростання концентрації розчину сахарози. Однак на фоні загальної тенденції до зниження кількості зародкових коренів посилення ростових процесів у їхньому наростанні зародкових коренів при підвищенні осмотичного тиску розчину до 18 атм (–1,82МПа). При підвищенні осмосу до 22 атм (–2,23 МПа) спостерігали зниження коренеутворюючої здібності. Коливальну тенденцію наростання кількості зародкових коренів в умовах високого осмотичного тиску, автори пов’язують з фізіолого-біохімічними особливостями, що відбуваються в цитоплазмі клітин у ювенільний період зростання озимої пшениці. Підвищення концентрації розчину до рівня 18 атм посилювало, на думку авторів, адаптаційні можливості проростків рослин пшениці через збільшення кількості зародкових коріння. Однак таке твердження викликає сумніви, оскільки зростання кількості коренів за 18 атм від’ємного тиску не перевищує величину НСР (2,65 коренів за 16 атм проти 2,91 коренів за 18 атм при НСР0,05=0,470). 

Результати оцінки інтенсивності росту коренів за умов осмотичного стресу наведені у табл. 4. 

Таблиця 4

Довжина (мм) найдовшого зародкового кореня за умов осмотичного стресу

	Сортозміна
	Сорт
	Контроль (n=270-285)
	(n=246-262)
	(n=190-214)

	
	
	
	–1,42МПа
	% від контролю
	–1,82МПа
	% від контролю

	ІІІ
	Одеська 51
	132,4+2,4
	12,1+1,83**
	9,1+1,8
	4,1+0,6++
	3,1+1,2

	V
	Альбатрос одеський
	128,9+2,1
	16,8+1,08**
	13,0+2,1
	6,4+0,6++
	5,0+1,5

	VI
	Фантазія одеська
	118,3+2,1
	12,8+1,29**
	10,8+1,9
	2,9+0,4++
	4,7+1,5

	VI
	Красуня одеська
	126,1+2,3
	12,3+2,0**
	9,8+1,8
	5,0+0,8++
	4,0+1,4

	VIІ
	Куяльник
	139,2+2,8
	13,2+1,2**
	9,5+1,7
	4,2±0,7++
	3,0+1,2

	VIІІ
	Благодарка одеська
	135,8+2,3
	13,7+1,61**
	10,1+1,8
	4,9±0,8++
	4,9+1,5

	VIІІ
	Княгиня Ольга
	128,3+2,6
	17,4+1,82**
	13,6+2,1
	3,0+0,7++
	6,4+1,7


** – відмінності від контролю достовірні при р≤0,01

++ – відмінності від значення показника при –1,42 МПа достовірні при р≤0,01

Довжина коренів зменшувалася прямопропорційно до від’ємного осмотичного тису, причому довжина коренів паростків за осмотичного стресу при –1,42 МПа була достовірно (р≤0,01) нижчою, ніж у контролі, а за осмотичного стресу при –1,82 МПА – достовірно (р≤0,01) нижчою, ніж за попередньою концентрацією сахарози. Однак за жодної концентрації сахарози достовірних відмінностей між сортами не виявлено.

За осмотичного стресу відбувалося також і пригнічення росту пагонів паростків досліджуваних сортів пшениці. У табл. 5 наведені результати вимірювання дожини паростків в умовах осмотичного стресу. Як і корені, пагони за від’ємного осмотичного тиску –1,42 МПа мали достовірно (р≤0,01) меншу довжину, ніж у контролі, а при посиленні осмотичного стресу до –1,82 МПа відбувалося достовірне (р≤0,05 і р≤0,01) зниження довжини пагонів відносно довжини пагонів паростків за попередніх (–1,42 МПа) умов осмотичного стресу. Достовірних відмінностей між сортами за довжиною пагонів паростків в умовах осмотичного стресу не виявлено.

Таблиця 5

Довжина (мм) пагонів паростків за умов осмотичного стресу

	Сорто-зміна
	Сорт
	Контроль (n=270-285)
	(n=246-262)
	(n=190-214)

	
	
	
	–1,42МПа
	% від контролю
	–1,82МПа
	% від контролю

	ІІІ
	Одеська 51
	92,4+2,4
	7,1+1,8**
	7,7+1,7
	2,3+0,4++
	2,5+1,1

	V
	Альбатрос одеський
	88,3+2,2
	8,1+2,6**
	9,2+1,8
	2,8+0,6+
	3,2+1,2

	VI
	Фантазія одеська
	85,6+2,1
	7,3+1,9**
	8,5+1,8
	2,3+0,4++
	2,7+1,1

	VI
	Красуня одеська
	69,8+2,4
	6,3+2,0**
	9,0+1,8
	1,8+0,4+
	2,6+1,1

	VIІ
	Куяльник
	89,1+2,1
	9,0+1,8**
	10,1+1,9
	3,2±0,7++
	3,6+1,3

	VIІІ
	Благодарка одеська
	78,8+2,2
	7,1+1,9**
	9,0+1,8
	2,2±0,5**
	2,8+1,2

	VIІІ
	Княгиня Ольга
	89,4+2,1
	8,9+2,1**
	10,0+1,9
	3,0+0,6**
	3,4+1,3


** – відмінності від контролю достовірні при р≤0,01

+ – відмінності від значення показника при –1,42 МПа достовірні при р≤0,05

++ – відмінності від значення показника при –1,42 МПа достовірні при р≤0,01

Як і у випадку з інтенсивністю росту коренів, інтенсивність росту пагонів паростків в умовах посушливого стресу в роботі [Варавкин, Таран, 2014], незважаючи на загальну тенденцію до зменшення інтенсивності росту зі збільшенням концентрації сахарози, мала, на думку авторів, синусоїдальну природу: довжина стебел паростків сорту з підвищенням осмотичного тиску зменшувалася, з утворенням піку збільшення при 18 атм по відношенню до попередньої концентрації розчину. Хоча за концентрації сахарози, що забезпечувала від’ємний тиск 12 та 14 атм відбувалася диференціація сортів за інтенсивністю лінійного зростання стебел. В роботі [Борисова, Ружицька, 2014] відмічається лінійна залежність інтенсивності росту від осмотичного стресу: зі збільшенням концентрації осмотика (вони використовували ПЕГ-6000, але максимальний від’ємний тиск був –1,25 МПа) інтенсивність росту пагонів паростків, як й інтенсивність росту коренів зменшувалася.

У багатьох роботах приділяється увага алометричним співвідношенням в рослині за умов осмотичного стресу. Відмічається, що співвідношення коренів та пагонів змінюється зі зростанням та розвитком рослин, а також у відповідь на обмеження ресурсів над землею порівняно з підземною. Зрушення в алометрії (показники співвідношення коренів і пагонів) та зростанні пагонів можуть компенсувати нестачу води [Maseda, Fernandez, 2006]. 

Відмічається, що добір на максимальну довжину кореня в умовах посушливого стресу може бути корисним в селекції пшениці на посухостійкість [Ahmed et al., 2018]. При чому ця закономірність є справедливою для всіх основних сільськогосподарських культур [Tuberosa et al., 2006; De Dorlodot et al., 2007].

Довжина пагонів пшениці є імперативною ознакою, на яку впливає дефіцит води. Фенотипова відповідь будь-якої ознаки зумовлена взаємодією генотипу та середовища. Для посухостійкості потрібна мінімальна довжина пагону та максимальна довжина кореня. Співвідношення довжини коренів і пагонів для досліджуваних генотипів значно варіювало: від 0,27 до 0,94 в нормальних умовах і від 0,29 до 0,92 в умовах посухи. Спостерігалася стала тенденція до зниження співвідношення довжини коренів та пагонів зі збільшенням стресу від посухи серед усіх генотипів [Ahmed et al., 2019].

Зіставлення співвідношення довжини кореня та пагону паростків в контролі та за умов осмотичного стресу наведене у табл. 6. 

Таблиця 6

Алометричні співвідношення (довжина кореня/довжина пагону) паростків за умов осмотичного стресу

	Сорто-зміна
	Сорт
	Контроль (n=270-285)
	(n=246-262)
	(n=190-214)

	
	
	
	–1,42МПа
	% від контролю
	–1,82МПа
	% від контролю

	ІІІ
	Одеська 51
	1,43
	1,70
	118,9+3,0
	1,78
	124,5+3,9

	V
	Альбатрос одеський
	1,46
	2,07
	141,8+4,9
	2,29
	156,8+6,7

	VI
	Фантазія одеська
	1,38
	1,75
	126,8+3,7
	1,26
	91,3+2,0

	VI
	Красуня одеська
	1,80
	1,95
	108,3+1,9
	2,78
	154,4+6,5

	VIІ
	Куяльник
	1,56
	1,47
	94,2+1,5
	1,31
	84,0+2,6

	VIІІ
	Благодарка одеська
	1,72
	1,92
	111,6+2,3
	1,84
	108,2+2,1

	VIІІ
	Княгиня Ольга
	1,44
	1,96
	136,1+4,4
	3,33
	231,3+6,0


У більшості випадків в умовах осмотичного стресу прямопропорційно концентрації осмотика (сахарози) співвідношення довжини кореня і пагону паростків зростало. Це було результатом більш сильного пригнічення інтенсивності росту пагону у порівнянні з пригніченням росту коренів. Однак у сорту Фантазія одеська за від’ємного тиску –1,82 МПа це співвідношення було менше, ніж у контролі, а у сорту Куяльник така картина спостерігалася за обох концентрацій осмотика. Але навіть і в цих випадках зазначені алометрічні співвідношення були обумовлені меншим ступенем пригнічення росту коренів у порівнянні з пригнічення росту пагонів за умов осмотичного стресу. За зазначеними співвідношеннями були виявлені достовірні (р≤0,01) відмінності між сортами, але чітко вдалося простежити, що за обох концентрацій осмотика кращим було алометричне співвідношення у сорту Княгиня Ольга, а гіршим – у сорту Куяльник. У інших сортів ранги змінювалися в залежності від від’ємного тиску.

Схожа картина спостерігалася і в інших дослідженнях. В роботі [Борисова, Ружицька, 2014] відмічається більший ступінь пригнічення пагонів паростків, ніж ступінь пригнічення коренів, причому це справедливе не лише для сортів озимої м’якої пшениці (Triticum aestivum L.), але й для спорідненого виду T. spelta L. Співвідношення довжина коренів/довжина пагонів при цьому навіть при менших від’ємних тисках, ніж в нашому дослідженні, за умов осмотичного стресу коливалася у межах 3,0-3,9, в той час як у контролі цей показник складав 3,0. В роботі [Варавкин, Таран, 2014] зберігалися загальні тенденції, але з деякими відмінностями. За від’ємного тиску –1,42 МПА спостерігався суттєвий ріст зазначеного співвідношення. При посиленні осмотичного стресу до –1,82 МПа у сорту Наталка, який був визначений як найбільш посухостійкий, спостерігався подальший ріст даного показника і лише при максимальному від’ємному тиску (–2,23 МПа) відбувалося зменшення даного показника, але він все ж перевищував контроль. У інших сортів із посиленням осмотичного стресу відбувалося зменшення зазначених алометричних співвідношень до рівня контролю або трохи вищого. Однак слід зазначити, що в наведеному дослідженні зміни алометричних співвідношень відбувалися в результаті більш інтенсивного пригнічення росту коренів паростків у порівнянні зі ступенем пригнічення інтенсивності росту пагонів паростків.

При аналізі 127 сортів пшениці встановлено, що за реакцією на осмотичний стрес, змодельований за допомогою ПЕГ-6000 вонирозподілилися на чотири кластери. В умовах осмотичного стресу довжина пагону паростків у досліджуваних сортів зменшилася на 21%, 36%, 33% і 14% у кластерах 1, 2, 3 та 4 відповідно. Зменшення довжини коренів при цьому складало 21%, 33%, 31% та 9% у кластері 1, 2, 3 та 4 відповідно. Тобто корені паростків зменшували в умовах осмотичного тиску інтенсивність зростання дещо менше, ніж пагони. При цьому співвідношення корені/пагони внаслідок осмотичного стресу збільшувалося в усіх кластерах, демонструючи збільшення на 8%, 12%, 9% та 5% у кластерах 1, 2, 3 та 4 відповідно у порівнянні з контролем [Mohi-Ud-Din et al., 2021].

Інтегральним показником реакції на стрес від посухи на стадії проростання насіння є показник сили паростків за умов осмотичного стресу. Результати розрахунку даного показника для досліджуваних сортів наведені у таблиці 7.

Таблиця 7

Індекс сили паростків за умов осмотичного стресу 

	Сорто-зміна
	Сорт
	Контроль
	(n=246-262)
	(n=190-214)

	
	
	
	–1,42МПа
	% від контролю
	–1,82МПа
	% від контролю

	ІІІ
	Одеська 51
	211,3
	15,8
	7,5+1,7
	4,0
	1,9+1,0

	V
	Альбатрос одеський
	206,3
	21,7
	10,5+1,9
	6,6
	3,2+1,2

	VI
	Фантазія одеська
	187,5
	16,5
	8,8+1,8
	3,3
	1,8+0,9

	VI
	Красуня одеська
	184,1
	16,1
	8,8+1,8
	4,6
	2,5+1,1

	VIІ
	Куяльник
	212,3
	18,6
	8,8+1,8
	4,7
	2,2+1,0

	VIІІ
	Благодарка одеська
	201,7
	17,8
	8,8+1,8
	4,8
	2,4+1,1

	VIІІ
	Княгиня Ольга
	195,9
	22,0
	11,2+2,0
	4,2
	2,1+1,0


Між сортами спостерігалася певна варіація за даним показником за обох концентрацій осмотика, однак якщо розглядати, як змінився даний показник відносно контролю, то достовірних відмінностей між сортами не виявлено. Суттєве зменшення зазначеного показника спостерігалося і в інших дослідженнях і не лише у пшениці. Зокрема, в роботі [Mohi-Ud-Din et al., 2021] зменшення індексу сили паростків складало 10-32% від контролю, однак автори використовували більш щадні умови осмотичного стресу (–0,99 МПа, осмотик – ПЕГ-6000). В іншому дослідженні [Saha et al., 2017] за ще більш м’яких умов осмотичного стресу (–036 МПА і –0,58 МПа), змодельованого за допомогою ПЕГ-6000, спостерігали зниження індексу сили паростків на 10-73% та 28-98%, відповідно. В обох дослідженнях використовували селекційні зразки та сорти з Бангладеш, країни з періодом мусонних дощів.

Таким чином, досліджувані сорти, створені у Селекційно-генетичному інституті – Національному центрі насіннєзнавства та сортовивчення у різні роки за показниками, які характеризують ювенільну посухостійкість на стадії проростання є посухостійкими. 

УЗАГАЛЬНЕННЯ

Як вже зазначалося, посуха є потужним абіотичним стресом, який впливає на життєздатність рослин на будь-якій фазі життєвого циклу. Відносно сільськогосподарських рослин це проявляється у недружних слабких сходах, зріджуванні посівів, зниженні продуктивної кущистості, стерильності пилку, зниженні зав’язування насіння, запалі зерна та формуванні щуплого насіння.

Загальні механізми протидії рослин посусі містяться  в униканні її дії, або у формуванні механізмів, які дозволяють раціонально використовувати обмежені запаси вологи. 

Однією з найкритичніших стадій розвитку рослин є стадія сходів. Проростання насіння починається з поглинання води з повітря чи якого-небудь субстрату до настання критичної вологості. Цей параметр складає для проса 25 %, кукурудзи – 44, пшениці – 40, гречки – 47, ячменю – 48, соняшнику – 57, жита – 58, вівса – 60, вики – 75, квасолі – 104, гороху, бобів – 107, цукрового буряка – 120 % на повітряно-суху масу насіння. За рахунок вологи, що надходить, активізується життєдіяльність клітин, їх ферментативні системи переходять в активний стан, підсилюються гідролітичні процеси, відбувається перебудова колоїдів, сильно збільшується дихальний коефіцієнт. При проростанні насіння утворюється молода рослина – проросток, який складається з ростка та первинних корінців. Завершується ця фаза з появою у паростка сформованого колеоптиля (у злаків) чи бруньочки (в інших рослин). Становлення проростка – заключна фаза проростання насіння, продовжується до переходу його до повного автотрофного живлення [Макрушин та ін., 2006]. Тому реакції паростків на осмотичний стрес приділяється багато уваги як одному з найважливіших елементів посухостійкості.

В проведеному дослідженні оцінювався ряд параметрів, за якими можна судити про ювенільну посухостійкість створених в Селекційно-генетичному інституті – Національному центрі насіннєзнавства та сортовивчення сортів пшениці озимої м’якої, які відносяться до різних сортозмін.

Оцінювали енергію проростання та схожість насіння, морфометричні показники паростків та їхні алометричні співвідношення,  а також інтегральний показник – індекс сили паростків.

Як і в багатьох інших дослідженнях, цитованих вище, осмотичний стрес негативно впливав на усі перелічені показники, в досліді були виявлені достовірні відмінності у порівнянні з контролем. 

Порівняння реакції сортів на осмотичний стрес показало, що за від’ємного тиску –1,42МПа енергія проростання насіння пшениці Одеська 51 була достовірно нижчою, ніж у насіння інших сортів, а сорт Благодарка одеська достовірно (р≤0,05) перевершував за діним показником сорт Куяльник. За тиску –1,82МПа диференціація сортів посилювалася. Альбатрос одеський та Княгиня Ольга мали достовірно (р≤0,05) більшу енергію проростання, ніж Фантазія одеська, Куяльник та Одеська 51. 

Схожість насіння за від’ємного тиску –1,42МПа варіювала у межах 87,5-93,3%, при посиленні осмотичного стресу до –1,82 МПа схожість насіння зменшувалася до 66,7-78,1%. Однак в першому випадку схожість насіння досліджуваних сортів достовірно не відрізнялася, в той час як за від’ємного  тиску –1,82МПа насіння сорту Княгиня Ольга мали достовірно (р≤0,05) вищу схожість, ніж насіння сортів Куяльник та Одеська 51. Усі інші сорти за схожістю насіння не розрізнялися.

Результати дослідження розвитку первинної кореневої системи не виявили достовірних відмінностей між досліджуваними сортами, хоча спостерігалося достовірне пригнічення росту коренів, прямопропорційне силі осмотичного стресу. Пригнічення росту кореневої системи відбилося й на швидкості росту пагону. Слід зазначити, що ступінь пригнічення паростків в умовах осмотичного стресу був більшим, ніж ступінь пригнічення кореневої системи. Внаслідок цього змінилися алометричні співвідношення паростків. Якщо у контролі співвідношення довжина кореня/довжина пагону у паростків коливалося у межах 1,38-1,72, то за умов осмотичного стресу дане співвідношення складало 1,47-2,07 за від’ємного тиску –1,42 МПа і 1,26-3,33 за від’ємного тиску –1,82 МПа. Тобто, в першу чергу рослина працювала на видобувача води за рахунок споживача. Однак ані за швидкістю росту коренів, ані за швидкістю росту пагонів, ані за змінами алометричних співвідношень, ані за індексом сили паростків суттєвої диференціації між сортами не спостерігалося.

Порівняння отриманих в даній роботі результатів з даними інших дослідників [Борисова, Ружицька, 2014; Варавкин, Таран, 2014; Вожегова та ін., 1998; Прокопік та ін., 2019; Ahmed et al., 2019; Mahpara et al., 2022; Mohi-Ud-Din et al., 2021] показало схожі реакції на змодельований осмотичний стрес, а також довело, що показники ювенільної посухостійкості досліджуваних сортів були на рівні кращих зразків у наведених роботах. Отже протягом ІІІ-VIII сортозмін, залучаючи до створюваних сортів багато нових господарсько-цінних ознак, актуальних на той чи інший період часу і, в першу чергу, підвищуючи урожайність нових сортів, селекціонерам вдалося зберегти високу посухостійкість пшениці м’якої озимої.
ВИСНОВКИ

1. За умов осмотичного стресу відбувається зниження як енергії проростання, так і схожості насіння у порівнянні з контролем прямо пропорційне концентрації осмотика (сахарози). Від’ємний тиск – 1,82 МПа виявився більш інформативним для диференціації сортів за реакцію на осмотичний стрес. Найкращі результати за цими параметрами показали сорти Альбатрос одеський (V сортозміна) та Княгиня Ольга (VІІІ сортозміна).  

2. В умовах стресу пригнічувався ріст як коріння (зменшувалася кількість зародкових корінців та їхня довжина), так і пагону паростків прямопропорційно концентрації осмотика. Пригнічення коренів відбувалося у меншому ступені, ніж пригнічення паростків. Достовірних відмінностей за даними показниками між сортами не виявлено.

3. Алометричні співвідношення в паростках в умовах осмотичного стресу змінюються на користь паростків. Достовірних відмінностей між сортами за даним показником не виявлено.

4. Індекс сили паростків зменшувався відносно контролю прямопропорційно концентрації осмотика. Достовірних відмінностей між сортами за даним показником не виявлено.

5. Порівняння ювенільної посухостійкості досліджуваних сортів з даними інших досліджень на великій кількості сортів та селекційних зразків показало, що даний показник у досліджуваних сортів був на рівні кращих сортів та селекційних зразків.
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