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Аннотация

Чеснок (Allium sativum L.) считается особо ценной овощной культурой, благодаря своим характеристикам и благотворному влиянию на здоровье человека. Его широко выращивают и используют в пищу в азиатских странах. В настоящее

время чеснок в Российскую Федерацию большей частью импортируется из Китая (92 %), что недостаточно для поддержания продовольственной независимости страны по данной культуре.

В рамках развития отечественной селекции овощных культур во ВНИИ Фитопатологии и ФНЦ Садоводства проводятся многолетние исследования по созданию сортов чеснока с комплексной устойчивостью к болезням. Созданы два сорта

чеснока озимого Лидия и Памяти Нины Арсентьевны.

На сорт чеснока Памяти Нины Арсентьевны ФГБНУ ВНИИФ получен патент (номер патента 10154). Рекомендован для выращивания во всех регионах Российской Федерации в личных подсобных хозяйствах. Урожайность ─ 1,8─2,0 кг/м2, у

стандарта 1,0-1,5 кг/м2. Содержание аскорбиновой кислоты – 130 мг%, сахара – 3,7 %, йода 0,94 г в 1 кг. Урожайность у сорта Лидия составила 1,1 кг/м2. Лежкость от 6 до 8 месяцев. В полевых условиях сорта абсолютно устойчивы к

пероноспорозу (возбудитель Peronospora destructor (Berkeley) Caspary)), фузариозу (грибы из рода Fusarium) и ржавчине Puccinia allii (de Candolle) Rudolph, черной плесени (грибы рода Aspergillus), белой гнили (Sclerotinia sclerotiorum).

В связи с отсутствием болезней в период вегетации дальнейшая наша цель заключалась в оценке распространенности патогенов на сортах чеснока в период хранения и их идентификации микробиологическими и молекулярно-генетическими

методами.

Ключевые слова: Чеснок озимый, пероноспороз луковых, фузариоз, черная плесень, белая гниль, ржавчина чеснока, хранение, устойчивость, национальная продовольственная безопасность.

Благодарности: Исследования выполнены в рамках государственного задания Всероссийского научно-исследовательского института фитопатологии № 0598-2019-0005, официальный регистрационный номер ЕГИСУ НИР – АААА-А19-

1191212901090.

Введение

Чеснок (Allium sativum L.) считается одной из важнейших овощных культур в мире. Он обладает высокой пищевой ценностью: в результате проведённых эпидемиологических медицинских исследований обнаружено, что чеснок способствует

предотвращению риска развития онкологических заболеваний (в особенности, желудочно-кишечного тракта), болезней сердечно-сосудистой системы, болезни Альцгеймера, атеросклероза. В значительной степени полезные свойства чеснока

обусловлены аллицином – веществом, которое образуется при разрушении клеток чеснока из аллиина, содержащегося в цитоплазме клеток чеснока. В настоящее время он широко популяризуется как средство для снижения уровня липидов и

липопротеинов в крови (гиперлипидемии) и повышенного кровяного давления (гипертонии). В исследованиях in vivo было обнаружено, что потребление чеснока снижает общий уровень холестерина и уровень липопротеинов низкой плотности

(так называемого «плохого холестерина») у людей с высоким содержанием этих липопротеинов и тем самым снижает риск развития атеросклероза. Чаще всего A. sativum используется в питании человека. Зубки чеснока потребляются в свежем

виде, в переработанном виде – в форме порошка, а также в виде масла, которые улучшает вкус приготовляемых блюд. В Японии широко распространено употребление в пищу ферментированного чеснока. Как правило, в пищу используются

зубки, но в некоторых случаях для приготовления в пищу используется и надземная часть. Также чеснок используют для предохранения продуктов от порчи (кладут в крупы, муку), а также как средство борьбы с вредными для

сельскохозяйственных культур организмами – для этой цели его высаживают в бинарных посевах. Кроме того, доказана антимикробная активность чеснока против некоторых микроорганизмов, обитающих в ротовой полости человека [1].

Поэтому достаточное потребление чеснока в пищу несомненно будет способствовать укреплению здоровья человека.

В мире основными потребителями зеленого чеснока являются азиатские страны: так по данным FAOSTAT[1] (2018─2023 гг.) основными импортерами являются Индонезия, Бразилия, Малайзия, США, Вьетнам. В Российской Федерации

данная культура пока выращивается не так широко и уровень самообеспеченности населения данной овощной культурой не слишком велик. К тому же, по данным FAOSTAT c 2019 по 2023 гг. площади, занятые под зеленым чесноком в РФ,

постепенно снижались: в 2019 г. ─ 20997 га, в 2020 г. ─ 20619 га, в 2021 г. ─ 17446 га, в 2022 г. ─ 17365 га, в 2023 г. ─ 15681 га. Одним из главных экспортеров чеснока в Российскую Федерацию является Китай (импорт в нашу страну 92 %), но

из-за вспышки пероноспороза поставки чеснока в нашу страну снизились.

В рамках обеспечения продовольственной безопасности и импортозамещения Российской Федерации важно поддерживать развитие отечественной селекции и выведение сортов овощных культур с комплексной устойчивостью к вредным

организмам, в том числе чеснока озимого, импортируемого из Китая, является основной целью наших многолетних исследований.

Материал и методы исследования

Исследования сортов чеснока озимого проводили с 2010 по 2015 годы в ФНЦ Садоводства (бывшем Московском отделении ВИР им. Н.И. Вавилова (п. Михнево Московской области), с 2016 года по настоящее время — во ВНИИ

фитопатологии (п. Большие Вяземы Московской области) на материале генофонда чеснока озимого и сортах Лидия, Памяти Нины Арсентьевны и Юбилейный 07 (ст.) [2,3,4].

Растительный материал для исследований – чеснок озимый сорта Памяти Нины Арсентьевны, создан в ФГБНУ ВНИИ Фитопатологии, патент №10154, выращенный в отделе полевых испытаний (ОПИ Раменки) ВНИИ Фитопатологии (р/п

Большие Вязёмы, Московская область), 89 коллекционных образцов из ФНЦ Садоводства, ежегодно поддерживалась жизнеспособность, выборочно анализировали на пораженность патогенами.

Проводили клоновые отборы из местных форм и селекционных сортов по устойчивости к болезням (пероноспорозу, фузариозу, ржавчине, белой гнили, черной плесени), зимостойкости, массе зубка, скороспелости, урожайности и лежкости.

Агротехника — общепринятая для зоны. Разработана и рекомендована новая технология выращивания чеснока озимого в условиях Московской области (готовятся документы на патент). Урожайность учитывали в фазе биологической спелости.

Объем выборки — 30 растений. Все учеты и оценки проводили согласно государственному сортоиспытанию сельскохозяйственных культур и методическим указаниями ВИР. Схема посадки: расстояние между зубками 10 см, посадка на глубину

5–7 см. Междурядье — 40–50 см. Оптимальные сроки посадки в Московской области ─ 27–30 сентября, уборка — 25 июля-3 августа (в зависимости от погодных условий).

Вначале провели визуальную оценку зараженности 10 произвольно отобранных луковиц чеснока, затем каждую из них разделили на доли, очистили от покровных чешуй и осмотрели на предмет наличия симптомов заражения. Оценочная

проба – 80…100 долек. Распространенность (Р,%) и развитие (R,%) болезней рассчитывали по стандартным формулам. Для определения интенсивности поражения (ИП, балл) была составлена оригинальная пятибалльная шкала: 0 – блестящие

светлые доли без видимых повреждений; 1 – доли с небольшими точечными единичными некрозами; 2 – доли с заметными поражениями поверхности (до 10%), с мелкими и крупными некрозами; 3 – доли частично потускневшие или с локальной

потерей тургора, некрозами и небольшими язвочками на площади до 20%; 4 – доли с почти полной потерей тургора, потускневшие, некрозами и язвами на более чем 20% поверхности; 5 – доли полностью разрушившиеся, нежизнеспособные,

часто с налетом спороношения.

Дополнительно из отбракованных при выкопке луковиц были отобраны доли с типичными симптомами поражения (язва, подвядание, крупные некрозы, налет). Далее фрагменты растений помещали во влажные камеры (чашки Петри с

влажной фильтровальной бумагой), а затем, после появления налета, помещали в чашки Петри на питательную среду, в качестве которой использовали картофельно-глюкозный агар (КГА). Через 10 дней наблюдали появившиеся колонии или

грибной газон, полностью заполнивший чашку, и проводили микроскопирование образовавшихся структур [3, 30, 32].

Для выделения моноспоровой чистой культуры изолятов необходимо было провести десятикратное разведение. Получив пять пробирок с разной концентрацией спор, из каждой в чашки Петри с КГА нанесли шпателем Дригальского

полученные суспензии и инкубировали их в термостате при температуре 22…240 С. Спустя 10 дней в большинстве чашек образовался однообразный налет мицелия – чистая культура, готовая к дальнейшему микроскопированию и ПЦР анализу.

Род патогена определяли по характерным признакам колоний и с помощью светового микроскопа методом раздавленной капли при четырехсоткратном увеличении.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – популярный и часто используемый для достоверной диагностики возбудителей болезней растений молекулярно-генетический метод. Для реконструкции молекулярной филогении и идентификации

изолятов грибов нами произведена амплификация и последующее секвенирование таксономически информативных локусов ДНК при помощи ПЦР. Секвенирование – определение порядка элементарных единиц мономеров в ДНК. В настоящее

время для секвенирования применяют метод Сэнгера.

Чтобы идентифицировать возбудителя с пораженных участков долей чеснока, из чистой культуры изолята, выделяли ДНК с помощью набора «Фитосорб» (ООО Синтол, Москва). Для проверки наличия ДНК в пробе проводили ПЦР анализ с

использованием гена внутреннего трасгибируемого спейсера ITS праймерами, опубликованными на https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0953756208600064 и представленными в таблице 1.

Проверяли наличие ампликонов в геле для проведения электрофореза в присутствии бромистого этидия в 0,5х буфере TBE. После чего продукты реакции были переданы для секвенирования в ООО «Синтол».
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Образец Праймер
Концентрация, 

пмоль/мкл

Тип образца 

плазмида/ПЦР-фрагмент
Размер ДНК

F1 ACT512F 10 ПЦР-фрагмент 300

F2 ITS4 10 ПЦР-фрагмент 600

Таблица 1. Праймеры и их концентрации при проведении секвенирования локусов ДНК изолятов рода 

Fusarium из луковиц чеснока

Заключение

Для реализации государственной задачи обеспечения населения продовольствием важно поддерживать развитие отечественной селекции и выведение сортов с комплексной устойчивостью к вредным организмам.

Всероссийский научно-исследовательский институт фитопатологии (ФГБНУ ВНИИФ) совместно с ФГБНУ ФНЦ Садоводства получили два сорта чеснока озимого Лидия и Памяти Нины Арсентьевны с комплексной устойчивостью к основным

болезням и достаточной урожайностью для региона. Сорта устойчивы к пероноспорозу (возбудитель Peronospora destructor (Berkeley) Caspary)), фузариозу (грибы из рода Fusarium) и ржавчине Puccinia allii (de Candolle) Rudolph, даже после длительного

хранения (более года).

Основные болезни, вызывающие гнили луковиц чеснока в Московской области при хранении – пенициллез (распространенность – 10,0…12,5%) и фузариозная корневая гниль (10,0…11,3%). Период длительного хранения (17 мес.), как и следовало

ожидать, увеличил распространенность и развитие пенициллезной и фузариозной гнилей. Луковицы чеснока сорта Памяти Нины Арсентьевны были заражены F. fujikuroi и F. рroliferatum по результатам ПЦР анализа и последующего секвенирования

целевого участка генома выделенных двух изолятов данного рода. Данный сорт – высокоустойчивый к гнилям луковиц грибного происхождения, даже после длительного периода хранения (более года).

Рис. 1. Чеснок озимый Памяти Нины Арсентьевны Рис. 2. Светло-коричневое пятно-

язва на увядшей потускневшей доле 

чеснока.

Рис. 3. Зубчики чеснока сорта 

Памяти Нины Арсентьевны.

Рис. 4. Колонии двух изолятов на КГА (вверху) и микроконидии (внизу) грибов рода 

Fusarium х400, выделенных из разных долек чеснока с симптомами некрозов вблизи донца.

При внешнем осмотре обследуемых луковиц чеснока сорта Памяти Нины Арсентьевны в пробных партиях 2021 и 2022 годов мы не обнаружили видимых повреждений, но после очистки долей наощупь в некоторых местах можно было

почувствовать снижение тургора, на поверхности единичных долей были заметны коричневые мелкие пятна (рис. 2), а на некоторых – большие сухие язвы.

Также при осмотре встречавшихся отбракованных отдельных луковиц отмечали единичные увядшие потемневшие доли со светло-коричневыми пятнами (рис. 2). В коллекционных образцах чеснока, выращенного в ФНЦ садоводства

возбудитель пенициллезной гнили (Реnicillium glaucum Link.) не обнаружен (рис. 3).

Предполагалось, что на луковицах чеснока сорта Памяти Нины Арсентьевны 2020 и 2021 годов содержится не идентифицированный возбудитель, относящийся по виду колоний и результатам микроскопического анализа спор к роду

Fusarium. Проведенный ПЦР анализ и дальнейшее секвенирование целевого участка генома выделенных двух изолятов грибов показали, что луковицы заражены двумя видами грибов F. fujikuroi и F. proliferatum.

Секвенирование и ПЦР анализ имеют достаточно высокую стоимость, но благодаря точной идентификации вредного организма, можно значительно облегчить работу селекционеров и предложить оптимальный выбор средств и мероприятий

по защите культуры от поражения патогенами, и добиться высокой рентабельности.

Методы защиты чеснока от фузариозной гнили включают обязательное соблюдение севооборота и обработку посадочного материала. 

Перспективное направление защиты от фузариозных гнилей – выведение устойчивых сортов. В исследованиях установлена прямая положительная корреляция между степенью устойчивости чеснока к фузариозам и уровнем содержания аллицина, 

поэтому его повышенное содержание в новых сортах можно считать залогом резистентности их к фузариозным гнилям. 

У чеснока урожая 2020 года число долей с симптомами поражения пенициллезом составляло 12,5%, лишь незначительно (на одну долю в пробе) отличаясь от распространенности фузариозной гнили. Интенсивность поражения

пенициллезом и фузариозом – менее трех баллов. Учитывая, что срок хранения данных луковиц более года, такая распространенность и развитие болезни (не более 5,5%) свидетельствуют о высокой устойчивости сорта к гнилевым болезням и

оптимальных условиях их хранения.

Период длительного хранения (17 мес.) увеличил распространенность и развитие гнилей. Распространенность и развитие болезни на луковицах чеснока урожая 2021 года через пять месяцев хранения были меньше на 10% и 2,0…2,2%

соответственно. На свежевыкопанных луковицах в 2022 году никаких признаков поражения, включая пенициллезом и фузариозом, не выявлено.

По истечении 10 дней инкубирования в термостате на среде КГА в чашках Петри вокруг пораженных фрагментов долей чеснока сорта Памяти Нины Арсентьевны были хорошо видны белые и розоватые грибные колонии, характерные для

грибов из рода Fusarium.

Проведя микроскопирование колоний разного возраста (10…30 суток) гриба рода Fusarium был обнаружен только один вид конидий – микроконидии, форма – яйцевидная, одноклеточные, в большом количестве располагались между гифами

(рис. 5). Типичных макроконидий, по которым предварительно можно было бы определить вид возбудителя, не было найдено.

Грибы рода Реnicillium, с большой долей вероятности Р. glaucum, обнаружены на долях чеснока, которые были помещены во влажную камеру и на питательную среду КГА, по характерным плотным круглым колониям зелено-голубого цвета,

многоклеточному разветвленному мицелию, типичным конидиеносцам и мелким, практически круглым конидиям.

Результаты. Визуальная оценка сортов Лидия и Памяти Нины Арсентьевны проводилась в период вегетации в полевых условиях с 2015 по 2023 гг.

За годы исследований сорта проявили абсолютную устойчивость к перонопорозу (Peronospora destructor (Berkeley) Caspary), фузариозу (грибы из рода

Fusarium) и ржавчине (Puccinia allii (de Candolle) Rudolph), черной плесени (грибы рода Aspergillus), белой гнили (Sclerotinia sclerotiorum) и

пенициллезной гнили (Реnicillium glaucum Link).

В связи с отсутствием болезней в период вегетации дальнейшая наша цель заключалась в оценке распространенности патогенов на сортах чеснока

в период хранения и их идентификации микробиологическими и молекулярно-генетическими методами.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0953756208600064

