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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность исследований.  Современное растениеводство не возможно представить без применения пестицидов. Тем не менее, специалисты всё чётче осознают, что  активное применение химикатов помимо ярко выраженных положительных моментов (повышение устойчивости растений к неблагоприятным факторам окружающей среды, увеличение урожая) оказывает и негативное (мутагенное) действие на все биологические объекты. Установлено, что пестициды могут быть достаточно эффективными мутагенными факторами для создания исходного материала зерновых культур (Куриный А.И., 1976; Дудин Г.П., Кривошеина О.С., 1994; Соколова Е.В., 2004; Черемисинов М.В., 2004; Помелов А.В., 2008).

В последнее время в практике сельского хозяйства появилась новейшая группа пестицидов – иммуномодуляторы, индуцирующие устойчивость растений к негативным факторам среды. Исследованиями установлено, что иммуномодуляторы не оказывают токсического действия на растения и  окружающую среду, но мутагенный эффект этих веществ изучен крайне слабо. 
Актуальными в этом плане представляются исследования по мутагенному действию иммуномодуляторов на семена ярового ячменя.

Цель и задачи исследований. Целью нашей работы является изучение росторегулирующего и мутагенного действия иммуномодуляторов: хитозар М, альбит и салициловой кислоты на яровой ячмень сорта Биос- 1. В связи с этим были поставлены следующие задачи:

- изучить влияние хитозара М, альбита и салициловой кислоты на рост и развитие растений ячменя в первом поколении;

- выявить и сравнить мутагенное действие иммуномодуляторов хитозар М, альбит и салициловой кислоты различных концентраций;

- определить наиболее эффективные концентрации мутагенов по выходу морфологических и физиологических мутаций;

- отобрать селекционно-ценные мутанты ярового ячменя для дальнейшего изучения их в контрольном питомнике.
Научная новизна исследований. Впервые показана возможность получения наследственных изменений на культуре ячменя при действии на семена иммуномодуляторов. Изучена мутагенная эффективность препаратов хитозар М, альбит и салициловой кислоты различных концентраций.
Практическая ценность работы. На основании экспериментальных исследований разработаны и предложены для практического примене​ния способы мутагенной обработки семян ярового ячменя с использованием иммуномодуляторов: альбит, хитозар М и салициловой кислоты.
Получены мутантные формы ячменя, которые представляют селекци​онную ценность по признакам скороспелости и высокой продук​тивности. Десять мутантов ячменя, обла​дающих ценными признаками и свойствами, переданы в ВНИИР им. Н.И. Вавилова.
Положения, выносимые на защиту:
-влияние альбита, хитозара М и салициловой кислоты на рост и развитие ячменя в год обработки семян пре​паратами;
-частота и спектр модификационной и мутационной изменчивости во втором и третьем поколениях в зависимости от вида и концентрации иммуномодуляторов;

-изменение Waxy-гена под влиянием используемых препаратов;
-оценка и характеристика мутантных форм;

Апробация работы. Основные результаты экспериментов доложены на научно-практических конференциях Вятской ГСХА «Науке нового века - знания молодых» (Киров 2008, 2009); на Международной научно-практической конференции «Экспериментальный мутагенез в биологии и селекции растений» (Киров, 2008), на Международной научно-практической конференции «Экспериментальный мутагенез в биологии и сельском хозяйстве» (Киров, 2009). Основные материалы и  положения диссертации изложены в 6 печатных работах.
Объем и структура работы. Диссертация изложена на 162 страницах машинописного текста и состоит из 8 глав, выводов, предложений для селекционно-семеноводческой практики, списка литературы и приложений. Работа содержит  18 таблиц и 23 рисунка. Список литературы включает 292 источника, из них 50 на иностранном языке.
МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЙ
Полевые исследования проводились в 2007...2009 годах на опытном поле «Кропачи» ФГОУ ВПО Вятская ГСХА. Почва участка дерново-среднеподзолистая, по гранулометрическому составу среднесуглинистая.
Семена ячменя сорта Биос-1 обрабатывали за один день до посева с увлажнением следующими препаратами: хитозар М, альбит, салициловая кислота (СК) (схема опыта). Расход рабочей жидкости приготовленного рабочего раствора 10 л/т. Контролем служили семена, обработанные дистиллированной  водой из расчета 10 л/т.
Схема опыта включает следующие варианты:

1. Контроль (семена, обработанные дистиллированной водой, 10 л/т).
2. Хитозар М 0,001 л/т.
3. Хитозар М 0,01 л/т.
4. Хитозар М 0,1л/т.
5. Альбит 3 г/т.
6. Альбит 30 г/т.
7. Альбит 300 г/т.
8. СК 0,01 г/т.
9. СК 0,1 г/т.
10. СК 1 г/т.
В каждом варианте обрабатывали и высевали 500 семян (по 125 зёрен на делянку при 4-х кратной повторности). Посев прово​дили вручную, расстояние между рядками 15 см, между семенами в рядке - 4 см, площадь делянки - 1 м2. Размещение делянок систематическое, в два яру​са, со смещением на 5 номеров.

В первом поколении (М1) проводили учёт полевой всхожести семян, выживаемости растений ячменя, динамику их развития, изменчивость количественных признаков. Для определения реакции растений ячменя в М1 на воздействие факторов был использован средний суммарный показатель депрессии или стимуляции (Володин В.Г., Лисовская З.И., 1979).
Во втором поколении (М2) посемейно высевали семена с главного ко​лоса растений первого поколения. В течение вегетационного периода в М2 проводили  учёт хлорофилльных мутаций, выделяли растения с видимыми морфологическими и физиологическими отклонениями от исходного сорта (контроля). В М2 определяли спектр новообразований, частоту семей с изменениями в процентах к общему числу высеянных семей в варианте.
В третьем поколении (М3) проверяли наследование измененных при​знаков, выделенных в М2. Частоту мутаций в М3 определяли отношением числа семей с мутантными признаками к количеству семей, изучаемых во втором поколе​нии. Процент наследования в М3 определяли по числу семей с мутациями к числу семей с измененными признаками в М2 (Володин В.Г., 1975).
Для изучения генетического действия используемых факторов приме​няли тест-метод Waxy-изменений в пыльцевых зернах (Eriksson G, 1962, 1969; Виленский Е.Р., Щербаков В.К., 1985). 
Формулы гордеинов мутантов ячменя определяли методом электрофо​реза (Поморцев А.А. и др., 1985). 

Активность каталазы в семенах, обработанных иммуномодуляторами определяли путём учёта выделившегося кислорода из суспензии семян по методике А.И. Ермакова (1987). 
Данные биометрии количественных признаков М1 - М3 обрабатывали статистически по Плохинскому (1969), Доспехову (1985). Оценку показателей альтернативной (качественной) изменчивости проводили по Вольфу (1966).

Математическую обработку цифрового материала проводили с помо​щью персональной ЭВМ «Athlon 2000».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Влияние иммуномодуляторов на рост и развитие растений ярового ячменя в первом поколении (М1). 
Достоверное увеличение числа взошедших семян на 13,4% отмечено в варианте альбит 30 г/т. Достоверное снижение данного показателя на 11% наблюдалось в варианте СК 1г/т. Результаты остальных вариантов находились на уровне контроля. 

В начальный период роста наблюдались различия по длине первых ли​стьев ячменя. Замеры проводились в фазу полных всходов при выборке 15 растений с каждого из четырех повторений. Во всех вариантах отмечено увеличение длины первых листьев относительно контроля, за исключением варианта с салициловой кислотой 1 г/т, где зафиксировано снижение этого показателя на 2%. Существенный прирост первых листьев на 10,3% отмечен в варианте  с салициловой кислотой с нормой расхода 0,1 г/т.

Иммуномодуляторы  не оказали негативного влияния на выживаемость растений ячменя. С увеличением нормы расхода препарата хитозар М с 0,001 до 0,1 л/т выживаемость растений снижалась с 93,2 до 91,7%, в контроле 91,1%. В вариантах альбит 3 и 30г/т отмечена стимуляция выживаемости, в варианте альбит 30г/т прирост на 4,5% был достоверным (95,6%). Увеличение дозы альбита до 300г/т привело к снижению выживаемости до 91,8%. Увеличение нормы расхода салициловой кислоты (СК) с 0,01 до 0,1 г/т положительно сказалось на выживаемости растений, увеличив её с 90,5 до 93,8%. Дальнейшее увеличение нормы расхода препарата до 1 г/т снижало выживаемость до 90,5%.

Рассматриваемые факторы вызвали изменения в структуре элементов продуктивности растений ячменя сорта Биос-1 в M1. В вариантах хитозар М 0,001 и 0,01л/т, альбит 30 и 300 г/т, СК 0,1 г/т отмечено достоверное увеличение общей и продуктивной кустистости. Средняя длина стебля существенно возросла в варианте СК 1г/т – 54,7см, в контроле – 50,8 см. Иммуномодуляторы оказали влияние и на количественные показатели колоса. Достоверное увеличение длины колоса отмечено в вариантах: альбит 30 г/т (8,4см), СК 0,1 г/т (8,8см), в контроле длина колоса составляла 7,8 см. Под влиянием хитозара М с нормой расхода 0,001 г/т и альбита 300 г/т достоверно увеличилось среднее число колосков в колосе на 1,02 и 1,10 соответственно. В варианте альбит 30 г/т возросла озернённость колоса до 21,6 зерновки, в контроле 20,6. В варианте альбит 300 г/т озернённость колоса существенно снизилась и составила 19,5 зерновок. Отмечено, что высокие нормы расходов препаратов во всех вариантах снижали озерненность колоса относительно контроля. Предпосевная обработка семян не оказала влияния на массу зерна с колоса.
Наименьшим коэффициентом изменчивости (Cv) характеризуются: высота растений, длина колоса, число колосков и зёрен в колосе (Володин В.Г., Колосенцева Н.В., Лисовская З.И., 1989). Аналогичная картина наблюдалась и в нашем опыте. Наиболее варьирующими были признаки: общая (Сv = 44,3 … 66,7%) и продуктивная (Сv = 48,2… 68,8%) кустистость. Менее вариабельными были признаки: длина колоса (Сv = 12,7 … 18,4%) , число колосков в колосе (Сv = 9 … 15,1%) , число зёрен (Сv = 11,2 … 17,1%) и масса зерна с колоса (Сv = 18,4 … 25,9%).  Признак высоты растений  был наиболее выровненным (Сv = 8,8…12,8%).  Применение иммунномодуляторов с низкой нормой расхода привело к увеличению вариационной изменчивости признаков по сравнению со средними и высокими нормами расхода этих же препаратов. 
Реакцию растений ячменя на изучаемые факторы оценивали с помощью среднего суммарного показателя стимуляции St, %,  депрессии Д, % (Володин В.Г., Лисовская З.И., 1979). Коэффициента St (Д), %, рассчитывали по пяти признакам: полевой всхожести семян, длине стебля и колоса, числу колосков и массе зерна с колоса.
При оценке чувствительности  ячменя к обработке мутагенами в большинстве вариантов отмечена общая стимуляция роста растений ячменя (рис.1). Наибольший стимулирующий эффект отмечен в варианте СК 0,1 г/т (St= 3,88%). В вариантах хитозар М 0,1 л/т и СК 1 г/т отмечена общая депрессия (соответственно Д = -0,99% и Д = -0,04%).
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Рисунок 1 - Реакция растений ячменя на воздействие изучаемых факторов: где СК- салициловая кислота.
В вариантах с хитозаром М наблюдается снижение стимулирующего действия и переход к депрессирующему действию с ростом нормы расхода, а в вариантах с альбитом и салициловой кислотой наибольший эффект стимуляции проявился при использовании средних норм расхода препаратов. 
Изменчивость ярового ячменя во втором поколении. В М2 хлорофилльные мутации были выделены во всех вариантах опыта, кроме контроля. Наименьшая частота данных мутаций отмечена в варианте  альбит 3 г/т (0,75%), наибольшая – в варианте СК 0,01 г/т (2,33%).

При увеличении нормы расхода препарата хитозар М с 0,001 до 0,1 л/т частота хлорофилльных мутаций возрастала с 1,52 до 2,05%. В вариантах  опыта с другими препаратами такой зависимости проследить не удалось.

В опыте выделено 14 типов хлорофилльных мутаций. Наиболее часто встречались мутации типа claroviridis. Менее распространенными были типы albina и flavoviridis. Наиболее широкий спектр хлорофилльных изменений (6 типов) отмечен в варианте СК 0,01г/т, наименее широкий - в вариантах хитозар М 0,001 л/т и во всех вариантах с альбитом (2 типа).
Кроме хлорофилльных мутаций в М2 были выделены семьи с морфологическими и физиологическими изменениями.  Частота семей с морфофизиологическими изменениями варьировала  от 1,16% в контроле, до 6,84% в варианте хитозар М 0,001л/т (табл. 1). Минимальная норма расхода альбита вызвала наименьшую частоту изменений – 3,76%. С увеличением нормы использования препарата альбит от 3 до 300 г/т отмечен существенный рост частоты изменений до 6,07%. В вариантах с салициловой кислотой не обнаружена зависимость частоты морфофизиологических изменений от нормы расхода. Наибольшая частота семей с морфофизиологическими изменениями в блоке с салициловой кислотой наблюдалась в варианте СК 0,1 г/т – 5,11%, в вариантах СК 0,001 и 1 г/т она составляла 4,67 и 4,80% соответственно.

 Таблица 1 - Частота морфологических и физиологических 

изменений ячменя в М2
	Варианты 
	Проанализировано семей
	Частота  семей 

с изменениями

	
	
	n
	р±Sp,%

	Контроль 
	258
	3
	1,16±0,67

	Хитозар М 0,001 л/т
	263
	18
	6,84±1,56**

	Хитозар М 0,01 л/т
	249
	14
	5,62±1,46*

	Хитозар М 0,1 л/т
	243
	16
	6,58±1,59**

	Альбит 3 г/т
	266
	10
	3,76±1,17

	Альбит 30 г/т
	307
	13
	4,23±1,15*

	Альбит 300 г/т
	247
	15
	6,07±1,52**

	СК 0,01 г/т
	257
	12
	4,67±1,32*

	СК 0,1 г/т
	274
	14
	5,11±1,33*

	СК 1 г/т
	229
	11
	4,80±1,41*


Примечание: * - уровень вероятности Р >0,95;

                    ** - уровень вероятности P>0,99.
Для практической селекции важен спектр индуцированной изменчивости. Максимальное число типов морфологических и физиологических изменений (14) выделено в варианте хитозар М 0,001 л/т, по 13 типов изменений отмечено в вариантах хитозар М 0,01 л/т и альбит 300 г/т, минимальное количество типов новообразований отмечено в контроле (3 типа).  В вариантах с применением хитозара М и салициловой кислоты число типов морфофизиологических изменений снижалось с увеличением нормы расхода препаратов. 
Наиболее часто в опыте наблюдались новообразования по признакам: длина стебля (29%), реже – по массе зерна с колоса (12,7%) и срокам наступления фазы колошения (9,7%).
Мутационная и модификационная изменчивость ячменя в третьем поколении. В третьем поколении изучалось наследование хлорофилльных мутаций и морфофизиологических изменений, выделенных в М2.
В М3 частота хлорофилльных мутаций снизилась по сравнению с М2 более чем в 2 раза. Если во втором поколении хлорофилльные мутации составляли 1,45%, то в третьем поколении только 0,62%. Наибольшее снижение частоты хлорофилльных мутаций произошло в варианте СК 1 г/т (в 5 раз), наименьшее  - в варианте СК 0,1 г/т (в 1,5 раза). Такая же закономерность снижения количества типов и частоты хлорофилльных мутаций в М3 по сравнению с М2 отмечается и другими исследователями (Прийлин О., Шнайдер Т., Орав Т., 1976). 
Максимальная частота хлорофилльных мутаций отмечена в варианте СК 0,01 г/т (1,17%), чуть ниже в варианте СК 0,1 г/т (1,09%). Минимальная частота отмечена в варианте альбит 30г/т (0,33%).  

Спектр хлорофилльных мутаций в М3 сузился по сравнению со вторым поколением. На 100% наследовались мутации viridoxanthostriata, viridovirescens, glauca и хanthoviridis. Мутации типа сlaroviridis – светло-зеленые растения - сохранились на уровне 57,1%.  Такие хлорофилльные изменения как хanthomaculata, аlbovirescens, аnthocyana, lutea, хanthoviridoterminalis, viridissima и хantoviridoterminalis в третьем поколении не наследовались. В третьем поколении в трёх семьях в вариантах хитозар М 0,01 и 0,1 л/т вновь выделены хлорофилльные мутации. 
В М3 отмечено уменьшение количества типов морфофизиологических изменений по сравнению с М2. Модификациями в М2 явились такие типы изменений, как раннее кущение, скороспелость, короткий колос, отсутствие воскового налёта на листьях. Высокий процент сохранившихся изменений отмечен по признакам: высокая продуктивная кустистость - 88,9%, длинный колос - 87,5%, поздний выход в трубку - 81,8%, длинный стебель - 80,0%, позднеспелость - 80,0%, раннее- 77,78% и позднее - 71,43% колошение, высокая масса зерна с колоса - 70,0%. Низкий процент наследования  имели признаки: узкая - 20,0% и широкая -25,0% листовая пластинка, низкое число колосков в колосе - 25,0%. 
Таблица  2 -Частота морфофизиологических мутаций ячменя в М3
	Варианты 
	Количество изучаемых семей в М2
	Число семей с             изменениями
	% семей, сохранивших измененный признак

	
	
	М2
	М3
	

	
	
	n
	n
	(р ± Sр)
	

	Контроль 
	258
	3
	0
	0
	0

	Хитозар М 0,001 л/т
	263
	18
	15
	5,70±1,43**
	83,33±8,78

	Хитозар М 0,01 л/т
	249
	14
	9
	3,61±1,18*
	64,29±12,81

	Хитозар М 0,1 л/т
	243
	16
	11
	4,53±1,33**
	68,75±11,59

	Альбит 3 г/т
	266
	10
	6
	2,26±0,91
	60,00±15,49

	Альбит 30 г/т
	307
	13
	10
	3,26±1,01*
	76,92±11,69

	Альбит 300 г/т
	247
	15
	9
	3,64±1,19*
	60,00±12,65

	СК 0,01 г/т
	257
	12
	9
	3,50±1,15*
	75,00±12,50

	СК 0,1 г/т
	274
	14
	8
	2,92±1,02*
	57,14±13,23

	СК 1 г/т
	229
	11
	7
	3,06±1,14*
	63,64±14,50


Примечание:     * - уровень вероятности P > 0,95;
                           ** - уровень вероятности P > 0,99.

В третьем поколении доля мутантных семей во всех вариантах опыта оказалась ниже по сравнению с частотой изменённых семей в М2. Наименьший процент семей, сохранивших измененные признаки в М3, отмечен в вариантах: СК 0,1 г/т и альбит 3 г/т (соответственно 57,14 и 60,0%), в контроле все изменения в М2 имели модификационную природу и не наследовались (табл.2). Наибольший процент семей, сохранивших новый признак в третьем поколении, отмечен в вариантах: хитозар М 0,001г/т (83,33%); альбит 30г/т  (76,92%); СК 0,01г/т (75,0%).

Максимальная частота мутантных семей отмечена в варианте хитозар М 0,001 л/т – 5,7%. Увеличение нормы расхода препарата привело к незначительному снижению частоты мутантных семей. В вариантах с альбитом наблюдалась тенденция возрастания частоты мутантных семей (с 2,26 до 3,64%) с ростом нормы расхода препарата. 

В вариантах с салициловой кислотой частота мутаций находилась на одном уровне (2,92…3,50%) и не зависела от нормы расхода препарата.

Все типы морфофизиологических мутаций ячменя в третьем поколении были объединены в пять групп (табл. 3). 
1. Морфологические мутации ячменя (форма куста, ширина листа, длина стебля и колоса).

2. Раннеспелость.

3. Позднеспелость.

4. Мутации количественных признаков (изменение кустистости, числа колосков в колосе, массы зерна с колоса).
5. Другие физиологические мутации (раннее и позднее кущение, выход в трубку, колошение).

Таблица 3 – Частота различных групп мутаций в М3
	Варианты

	Частота мутаций, %

	
	морфолгические
	раннеспелость
	позднеспелость
	количественных признаков
	другие физиологические

	Хитозар М 0,001 л/т
	40,00
	
	5,00
	30,00
	25,00

	Хитозар М 0,01 л/т
	30,80
	
	
	38,40
	30,80

	Хитозар М 0,1 л/т
	37,50
	
	
	31,25
	31,25

	Альбит 3 г/т
	57,10
	
	
	28,60
	14,30

	Альбит 30 г/т
	60,00
	
	
	20,00
	20,00

	Альбит 300 г/т
	54,50
	
	9,10
	9,10
	27,30

	СК 0,01 г/т
	50,00
	
	8,30
	33,40
	8,30

	СК 0,1 г/т
	66,70
	11,10
	
	22,20
	

	СК 1 г/т
	50,00
	
	12,50
	25,00
	12,50


К группе морфологических относилось большинство мутаций во всех вариантах опыта, за исключением варианта хитозар М 0,01 л/т. Мутации, относящиеся к четырём группам, отмечены в вариантах хитозар М 0,001 л/т, альбит 300 г/т, СК 0,01 и СК 1г/т. В остальных вариантах отмечены мутации, относящиеся к трём группам.

Чаще других встречались мутации по признакам: длина стебля (32,4%), массе зерна с колоса (12,4%) и времени наступления фазы колошения (10,5%). Редкими были мутации, отразившиеся на ширине листа и времени наступления кущения (по 1,9%). 

Мутации маркерного Waxy-гена под действием иммуномодуляторов. Генетическая активность применяемых факторов оценивалась с помощью чувствительной тест-системы на изменения по локусу Waxy ячменя. Мутация локуса Waxy регистрируется по изменению цвета пыльцевых зерен при специфическом окрашивании на крахмал в растворе Люголя. 

Таблица 4 - Частота мутаций локуса Waxy у ячменя

	Варианты 
	Число пыльцевых зёрен

	
	Проанали-зировано,
тыс. шт.
	Мутантных пыльцевых зёрен

	
	
	n
	p±Sp,%

	Контроль 
	65
	38
	0,058±0,009

	Хитозар М 0,001л/т
	58
	65
	0,112±0,014**

	Хитозар М 0,01л/т
	55
	81
	0,147±0,016***

	Хитозар М 0,1л/т
	55
	106
	0,193±0,019***

	Альбит 3 г/т
	58
	53
	0,091±0,013*

	Альбит 30 г/т
	55
	57
	0,104±0,014**

	Альбит 300г/т
	54
	64
	0,119±0,015***

	СК 0,01 г/т
	57
	62
	0,109±0,014**

	СК 0,1 г/т
	55
	75
	0,136±0,016***

	СК 1г/т
	56
	73
	0,130±0,015***


Примечание: * – уровень вероятности Р> 0,95;

** – уровень вероятности Р> 0,99;
*** – уровень вероятности Р> 0,999.
Обработка иммуномодуляторами дала достоверное увеличение мутирования Waxy-гена во всех вариантах по сравнению с показателем в контроле (табл. 4). В вариантах с препаратами: хитозар М и альбит наблюдалась закономерность - увеличение числа мутантных пыльцевых зёрен с ростом концентрации препаратов.

Максимальная частота мутаций локуса Waxy (0,193%) получена при обработке семян хитозаром М с нормой расхода 0,1 л/т, минимальная (0,091%) – в варианте альбит 3 г/т.

Частота мутирования Waxy-гена коррелирует с частотой хлорофилльных мутаций в М2 на среднем уровне, коэффициент корреляции К = 0,62 (средняя зависимость), с частотой морфофизиологических мутаций в М3 также на среднем уровне К=0,54.
Активность каталазы в семенах, обработанных иммуномодуляторами. Под действием иммуномодуляторов в процессе развития иммунного ответа в  клетках растений возникает и распространяется реакция накопления перекиси водорода. Сдерживающим фактором цепной реакции, ведущей к накоплению перекиси, является синтез клетками фермента каталазы, разлагающего перекись водорода на кислород и воду. В ряде работ установлена прямая связь между активностью фермента каталазы и накоплением перекиси водорода в клетках (Тютерев С.Л., 2002; Дьяков Ю.Т., Багирова С.Ф., 2001; Сhamnongpol S., 1998). Мутагенное действие перекиси водорода известно достаточно давно (Никифоров В.Г.,1965), не исключается, что мутагенный эффект иммуномодуляторов может быть частично обусловлен именно накоплением перекиси водорода.

Активность каталазы во всех опытных вариантах достоверно превышала данный показатель в контроле. Наибольшая активность каталазы, превышающая показатели контроля в 2,2-2,5 раза, отмечена в вариантах с салициловой кислотой с нормой расхода 0,1 и 1г/т. Наименьшие показатели, превышающие контроль в 1,4 раза, отмечены в варианте альбит 3 г/т.

Активность каталазы коррелирует с частотой хлорофилльных мутаций во втором поколении на высоком уровне (К=0,76 – сильная зависимость).
Электрофоретический спектр гордеинов мутантов ячменя. 
Подлинность всех выделенных мутантов подтверждена данными электрофоретического анализа гордеинов ячменя. Формулы гордеинов мутантов соответствуют исходному сорту Биос-1 (Hrd A2 B8 F2).

Характеристика мутантов с хозяйственно-полезными признаками.
В результате исследований по изучению мутагенного действия препаратов хитозар М, альбит, салициловая кислота на яровой ячмень сорта Биос-1 выделено 84 семьи с морфофизиологическими мутациями.
Одиннадцать мутантных форм, представляющих селекционный интерес по признакам раннеспелости и продуктивности, переданы в ВИР им. Н.И. Вавилова.

Ниже приводится краткая характеристика мутантных форм. 

Мутант 2-7 создан при воздействии на семена хитозара М с нормой расхода 0,1 л/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный светло-жёлтый, длиной 8,3 см (Биос-1 – 9,1см), плотность низкая – 11,5 члеников на 4 см длины колосового стержня.  Зерно крупное (масса 1000 зерен 57,7 г), соломенно-желтое, эллиптическое. Длина соломины выше, чем у родительской формы, и составляет- 74,4см (Биос-1 -66,0см). Продолжительность вегетационного периода на уровне контроля. Устойчив к полеганию (5 баллов).
Мутант 3-6 получен в М2 в варианте хитозар М 0,01 л/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный желтый, средняя длина колоса 9,9 см. Плотность колоса очень низкая (10 члеников на 4 см колосового стержня). Зерно крупное (масса 1000 зерен 63,0 г), соломенно-желтое, удлиненное. Мутант выделяется высокой продуктивной кустистостью и длинной соломиной. Созревает одновременно с исходным сортом Биос-1. Устойчивость к полеганию (4 балла) на уровне контроля,  

Мутант 3-18 выделен во втором поколении при обработке хитозаром М 0,01 л/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, желтый длиной 10,5 см, очень низкой плотности (9,8 членика на 4 см колосового стержня). Зерно средней крупности (масса 1000 зерен 50,8 г), бледно-желтое, удлиненное. Стебель высотой 71 см, устойчив к полеганию. 
Мутант 4-13 получен во втором поколении в варианте хитозар М 0,001 л/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, серо-желтый, длина колоса 9,4см. Плотность низкая – 10,1 членика на 4 см колосового стержня. Зерно очень крупное (масса 1000 зерен 61,9г), соломенно-желтое, эллиптическое. Соломина длиной в среднем 80 см, что на 14 см длиннее исходной формы. Имеет высокую массу зерна с колоса. Часть колосьев мутанта деформирована. Колосится и созревает одновременно с контролем. Устойчивость к полеганию 4 балла.
Мутант 4-17 выделен во втором поколении при воздействии на семена препарата хитозар М 0,001 л/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, желтый, длиной 9,5 см,  очень низкой плотности – 10 члеников на 4 см колосового стержня. Зерно крупное (масса 1000 зерен 54,9г), соломенно-желтое эллиптическое. Мутант высокостебельный. Устойчив к полеганию.  Длина вегетационного периода больше исходного сорта на 1-3 дня.

Мутант 6-7 получен во втором поколении в варианте альбит 30 г/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, длиной 10 см, очень низкой плотности (9,6 членика на 4 см колосового стержня). Зерно крупное (масса 1000 зерен 54,5г), соломенно-желтое, удлиненное. Длина соломины в среднем 75,3 см. Коэффициент продуктивной кустистости значительно превышает исходный сорт, устойчивость к полеганию 4 балла.

Мутант 7-5 выделен в М2 при воздействии на семена альбита с нормой расхода 3 г/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, ярко-жёлтый, длиной 9,9 см, плотность очень низкая – 9,8 членика на 4 см колосового стержня. Зерно крупное (масса 1000 зерен 58,1г), соломенно-желтое, удлиненное. Отличается высокой продуктивной кустистостью и массой зерна с колоса. Колосится и созревает одновременно с сортом Биос-1. Не полегает.
Мутант 7-10 получен во втором поколении в варианте альбит 3 г/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, желто-серый, средней длины 9,2 см, низкой плотности -11 члеников на 4 см колосового стержня. Зерно крупное (масса 1000 зерен 56,4 г), жёлтое. Высокорослый (длина соломины 77 см), имеет высокую продуктивную кустистость. Устойчивость к полеганию на уровне сорта Биос-1. 

Мутант 9-19 получен в М2 в варианте с салициловой кислотой снормой расхода 0,1 г/т. Разновидность нутанс. Колос желтый, длина в среднем 9,3 см, очень низкой плотности (10 члеников на 4 см колосового стержня). Зерно крупное (масса 1000 зерен 51,6 г), соломенно-желтое, эллиптическое. Соломина длиной 83,5 см. Куст прямостоячий. Созревает на 7 дней раньше сорта Биос-1. Устойчивость к полеганию 4 балла.
Мутант 10-11 выделен во втором поколении под действием салициловой кислоты с нормой расхода 0,01 г/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, желтый, длина 10,3 см, очень низкой плотности (9,5 члеников на 4 см колосового стержня). Зерно крупное (масса 1000 зерен 55,3 г), соломенно-желтое, удлиненное. Длина соломины в среднем 77,7 см. Куст прямостоячий. Мутант отличается высокой продуктивной кустистостью и большой массой зерна с колоса. Длина вегетационного периода на уровне родительской формы. Устойчивость к полеганию 4 балла. 
Мутант 10-17 получен во втором поколении в варианте СК 0,01 г/т. Разновидность нутанс. Колос двурядный, светло-жёлтый. Длина колоса в среднем 9,4 см, плотность очень низкая – 9,7 членика на 4 см колосового стержня. Зерно крупное (масса 1000 зерен 55,7 г), соломенно-желтое, удлиненное. Соломина длиннее на 9 см, чем у родительской формы. По продуктивной кустистости превышает исходный сорт. Устойчивость к полеганию  на уровне исходного сорта. 

ВЫВОДЫ

1. Обработка семян  иммуномодулятором альбит с нормой расхода 30г/т достоверно повысила полевую всхожесть ячменя в первом поколении. Салициловая кислота в дозе 1 г/т вызвала ингибирующее действие, существенно снизив полевую всхожесть. Остальные варианты не оказали существенного влияния на всхожесть семян ячменя.

2. На выживаемость растений ячменя иммуномодуляторы  не оказали отрицательного воздействия. Существенный стимулирующий эффект отмечен в варианте альбит 30 г/т (95,6%), в контроле – 91,1%. 

3. В вариантах хитозар М 0,1 л/т и СК 1 г/т отмечена незначительная депрессия (соответственно Д = -0,99% и Д = -0,04%) роста растений ячменя в М1, другие факторы оказали стимулирующее действие. Максимальный стимулирующий эффект 3,88% отмечен в варианте СК 0,1 г/т.

4. В М2 получены хлорофилльные мутации ячменя. Наибольшая частота хлорофилльных мутаций отмечена в варианте СК 0,01 г/т (2,33%), наименьшая частота отмечена в варианте альбит 3 г/т (0,75%). Наиболее широкий спектр данных мутаций (6 типов) отмечен в варианте СК 0,01 г/т.

5. Во втором поколении выделены морфологические и физиологические изменения, частота которых колебалась от 1,16 до 6,84%. В вариантах с препаратом альбит частота семей с морфофизиологическими мутациями возрастала с увеличением нормы расхода препарата. 

6. Высокий процент наследования изменений в М3 отмечен в вариантах хитозар М 0,001 л/т -83,33%; альбит 30 г/т – 76,92%; СК 0,01 г/т – 75,00%. Наибольшая частота морфологических и физиологических мутаций получена под действием хитозара М с нормой расхода 0,001 л/т – 5,70%.
7. Спектр новообразований в М3 сузился в сравнении с М2. Преобладали  морфологические мутации, связанные с длиной стебля и мутации количественных признаков, в основном продуктивной кустистости и массы зерна с колоса. Наибольшее разнообразие типов мутаций (12) отмечено в варианте хитозар М 0,001 л/т. 
8. Применение в качестве теста мутаций Waxy-локуса подтвердило вывод о наличии мутагенных свойств иммуномодуляторов хитозар М, альбит и салициловой кислоты. Обработка семян линии Waxy этими препаратами достоверно повышала уровень мутирования.
9. Активность каталазы во всех вариантах превышала показатели контроля. Установлена сильная корреляционная связь между активностью каталазы и частотой хлорофилльных изменений в М2.

10. Электрофоретический анализ гордеинов мутантных форм ячменя показал, что с помощью иммуномодуляторов - хитозар М, альбит и салициловой кислоты можно получать разнообразные морфологические, физиологические и биохимические мутации без изменения в гордеиновом спектре.
11. Создана коллекция мутантов ячменя с хозяйственно-полезными и селекционно-ценными признаками. Одиннадцать мутантных форм переданы во Всероссийский НИИ растениеводства им. Н.И. Вавилова.

ПРЕДЛОЖЕНИЯ ДЛЯ СЕЛЕКЦИОННО-СЕМЕНОВОДЧЕСКОЙ ПРАКТИКИ

1. Для создания исходного материала ярового ячменя предлагаем использовать эффективный по выходу морфологических и физиологических мутаций  препарат хитозар М с нормой расхода 0,001 и 0,1л/т. Семена обрабатывать препаратом за один день до посева с нормой расхода рабочей жидкости 10л/т.
2. Селекционным учреждениям рекомендуем использовать в селекции на скороспелость и продуктивность мутант 9-19, в селекции на продуктивность мутанты 2-7, 3-6, 3-18, 4-13, 4-17, 6-7, 7-5, 7-10, 10-11, 10-17.

3. Не применять для обработки семян на посевах оригинальных и элитных семян препараты: хитозар М, альбит, салициловую кислоту.
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