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РЕФЕРАТ

Настоящий отчет о научно-исследовательской работе выполнен на 82 страницах, содержит 5 разделов, дополнен 18 таблицами, 10 рисунками. Содержит 55 литературных источников.
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Цель выполнения НИР – исследовать сорта картофеля, наиболее востребованные в Западно-Сибирском регионе, на устойчивость к колорадскому жуку при помощи тест-объектов, чувствительных к репеллентным для жука веществам. 

При проведении НИР для оценки устойчивости конкретного сорта применяли оригинальные методики оценки скорости прироста биомассы личинки колорадского жука в процессе поедания картофельных листьев, а также пищевой привлекательности сорта для жука. Перечень сортов картофеля, исследованных в экспериментах, составляли, исходя из их хозяйственной ценности и популярности в картофелеводческих хозяйствах Томской области. Кроме того, в выборе сортов особый акцент делали на сортах, выведенных в СФНЦА РАН. 

Эксперименты по оценке привлекательности зеленой массы картофеля для колорадского жука проводили на личинках 2–3 возрастов, выведенных из яйцекладок генетически выровненного второго поколения имаго жука, полученного в условиях искусственного технобиоценоза. Зеленую массу растений картофеля испытуемых сортов получали путем выращивания растений картофеля в одинаковых почвенно-климатических условиях при естественном (солнечном) освещении. При анализе пищевой ценности сортов и гибридов картофеля для личинок колорадского жука, выживаемости и прироста вредителя, исследованные сорта и гибриды были разделены на три группы устойчивости: неустойчивые, умеренно устойчивые и устойчивые. 

Среди каждой категории было отобрано 9 сортов картофеля, сок листьев которых был испытан на нескольких тест-культурах: микроводоросль хлорелла Chlorella vulgaris Beijer, дафнии Daphnia magna Straus и дождевые черви Eisenia fetida Savigny. Кроме того, в листьях, отобранных 9 сортов картофеля, определили содержание простых сахаров, полисахаридов, флавоноидов и протеина. По результатам биотестирования на хлорелле, как наиболее чувствительном тест-объекте, и данным химического анализа листьев картофеля был проведен статистический корреляционный анализ, позволивший установить следующие основные закономерности.
Скорость роста C. vulgaris в культивационной среде Тамия с добавлением водных экстрактов из листьев картофеля определенного сорта, которая отражает выживаемость личинок колорадского жука при питании листьями данного сорта. Показатель оптической плотности культуры C. vulgaris через 24 ч культивирования, который отражает скорость роста и развития личинок жука (т.е. скорости прохождения основных фаз развития личинок и достижения фазы куколки). Высокое содержание в листьях картофеля флавоноида с tr=18.3 мин может служить индикатором низкой устойчивости сорта к колорадскому жуку, поскольку его накопление обусловливает снижение общего содержания флавоноидов в листьях картофеля. Содержание простых сахаров, полисахаридов, протеина, а также плотность трихом на верхней стороне листовой пластинки картофеля не является убедительным свидетельством устойчивости или неустойчивости сорта к колорадскому жуку. 
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ВВЕДЕНИЕ
По масштабам производства и потребления картофель в России стоит на втором месте после продукции зерновых культур, при этом его рентабельность в 2 раза выше и варьирует от 45 до 55%. По этой причине развитие отечественного картофелеводства стало одним из приоритетных направлений аграрной политики Правительства Российской Федерации [1]. При этом именно картофель является одной из с/х культур, в наибольшей степени, зависимой от фитосанитарного состояния агроценоза. А, как известно, повсеместно отмечаемые в последнее время фитосанитарные проблемы агроценозов в значительной мере определяются негативным воздействием вредителей, способных к массовому размножению и распространению на огромных территориях. Колорадский жук Leptinotarsa decemlineata Say справедливо относится к числу фитофагов, способных вызывать чрезвычайные ситуации в растениеводстве любой страны, в растениеводческом секторе которой большую долю занимает возделывание картофеля [2]. В России ареал жука постоянно расширяется и в настоящее время охватывает все основные зоны картофелеводства: от Балтики до Енисея с изолированным очагом в Приморье. В Западно-Сибирском регионе практически каждый год наблюдаются вспышки численности данного вредителя, что обусловливает необходимость повсеместного применения на посадках картофеля химических инсектицидов и сопутствующее этому увеличение экологических проблем с качеством получаемой продукции. Необходимость массового применения больших доз ядохимикатов связана со значительными потерями урожая картофеля при высокой численности жука: даже в случае проведения защитных мероприятий потери могут достигать 30%, а при их отсутствии – до 100%. При этом применение инсектицидов, как правило, не решает проблему полностью, так как эффект от их воздействия носит локальный и кратковременный характер, а многократное использование однотипных препаратов ускоряет формирование популяций жука, резистентных к инсектицидам любого класса соединений [3]. 
Одним из далеко не полностью реализованных инструментов борьбы с колорадским жуком является использование сортовой устойчивости картофеля к жуку, которая способна значительно снизить пестицидную нагрузку на агроэкосистемы и получать при этом экологически безопасную продукцию при значительном энерго- и ресурсосбережении [2]. Как известно разнообразные аналитические системы оценки устойчивости различных сортов картофеля к жуку разрабатываются постоянно. В настоящее время полная схема оценки картофеля на устойчивость к колорадскому жуку (по методикам ВИЗР) предусматривает обследование посадок картофеля по 5-7 биологическим показателям в 2-3 срока в период вегетации растений, что делает подобные работы весьма трудоемкими [4]. Даже предлагаемая В.И. Танским [5] сокращенная оценка, основанная на определении всего 3-х показателей (средней численности личинок 3–4-го возрастов в пересчете на 1 или 100 кустов; среднего балла поврежденности ботвы по шкале ВИЗР и доли кустов со значительными повреждениями с потерей не менее 20% площади листовой поверхности) весьма затратна по времени.
Устойчивыми к колорадскому жуку считаются только те сорта картофеля, которые обладают дополнительными защитными свойствами, ухудшающими условия размножения и развития жука и способствующие снижению его численности и вредоносности. Как правило, данные свойства связаны с продуцированием устойчивыми растениями специфичных для разных генотипов трудногидролизуемых молекулярных структур в составе основных биополимеров пищи (атрептический барьер), наличием белков ингибиторов гидролаз насекомых (ингибиторный барьер), присутствие физиологически активных веществ из группы гликоалкалоидов и продуктов их окисления со свойствами репеллентов, детеррентов или токсинов (физиологический и оксидативный барьеры), а также часто с развитием локальных некрозов тканей листьев картофеля под кладками яиц жуков (некротический барьер) [3]. 
Поскольку развернутый анализ всех репеллентов, детеррентов и прочих соединений в тканях растений картофеля представляется довольно затратным и трудоемким основной целью данной работы стал анализ сортов картофеля, наиболее востребованные в Западно-Сибирском регионе, на устойчивость к колорадскому жуку при помощи тест-объектов, чувствительных к веществам, репеллентным для жука.
Для достижения поставленной цели были сформулированы следующие задачи: 
1. Определить содержание в экстрактах из листьев картофеля, принадлежащих к сортам, отличающимся разным уровнем устойчивости к колорадскому жуку, веществ, токсичных и репеллентных для жука.
2. Определить содержание в экстрактах из листьев картофеля, принадлежащих к сортам, отличающимся разным уровнем устойчивости к колорадскому жуку, веществ, обладающих питательной ценностью для жука. 

3. Оценить степень подавления тест-объектов, наиболее чувствительных к токсичным и репеллентным веществам, экстрактами из листьев и/или клубней картофеля 

4. Оценить пищевую привлекательность листьев разных сортов картофеля для колорадского жука.

5. Сопоставить данные о динамике поедания личинкой колорадского жука листьев разных сортов картофеля с данными биотестирования.

1 ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
1.1 Объекты исследования

1.1.1 Сорта и гибриды картофеля, исследованные на устойчивость к колорадскому жуку

Картофель относится к царству Plantae, отделу Покрытосемянные (Angiospermae), классу Двудольные (Dicotyledones), порядку Пасленоцветные (Solanales), семейству Пасленовые (Solanaceae), роду Паслен (Solanum), вид Паслен клубненосный (Solanum tuberosum L.). Картофель клубненосный – травянистое прямостоячее растение. Стебли длиной 0,5–1,5 м, листья прерывисто-непарноперистые, рассечённые. Мочковатая корневая система радиусом до 60 см, проникает относительно до 1,5 м. Клубни представлены укороченным стеблем с более мощной сердцевиной, в которой накапливается крахмал. Легко приспосабливается к неидеальным почвенным и климатическим условиям. Наилучший рост наблюдается на легких суглинках со слабокислой реакцией почвы, содержащих более 2% [6].
Для тестирования на устойчивость к колорадскому жуку выбрано 14 сортов картофеля и 3 гибрида, перспективных для целей селекции. В качестве основных критериев включения конкретного сорта в данный список использовали сведения об объеме выращивания сорта в Западносибирском регионе (т.е. популярность сорта) и принадлежность его к перечню сортов, созданных в СФНЦА РАН (приведены в алфавитном порядке). Описание включенных в Госреестр сортов приведено по [7–8], описание гибридов сделано С.Н. Красниковым.
Антонина

Включен в Госреестр по Западно-Сибирскому (10) региону. Ранний, столового назначения. Растение высокое, листового типа, полупрямостоячее. Лист от среднего до большого размера, промежуточный, зеленый. Волнистость края средняя. Венчик средний до большого размера, белый. Товарная урожайность – 211–300 ц/га, на 39–77 ц/га выше стандарта Любава. Максимальная урожайность – 426 ц/га, на 201 ц/га выше стандарта Алена (Кемеровская обл.). Клубень овальный с глазками средней глубины. Кожура слегка шероховатая, желтая. Мякоть светло-желтая. Масса товарного клубня 104–153 г. Содержание крахмала 15,9–19,4%. Вкус хороший. Товарность 80–94%. Лёжкость 95%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, восприимчив к золотистой картофельной цистообразующей нематоде. По данным ВНИИ фитопатологии, умеренно восприимчив по ботве и клубням к возбудителю фитофтороза.

Гала

Сорт германской селекции. Включен в Госреестр по Северо-Западному (2) региону. Среднеранний, столового назначения. Растение средней высоты, промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист крупный, промежуточный, зеленый. Волнистость края слабая до средней. Венчик среднего размера, белый. Товарная урожайность 216–263 ц/га, на уровне стандарта Невский. Максимальная урожайность – 390 ц/га, на 70 ц/га выше стандарта Елизавета (Вологодская обл.). Клубень удлиненно-овальный с мелкими глазками. Кожура гладкая до средней, желтая. Мякоть темно-желтая. Масса товарного клубня 71–122 г. Содержание крахмала 10,2–13,2%. Вкус хороший. Товарность 71–94%. Лёжкость 89%. Устойчив к возбудителю рака картофеля и золотистой картофельной цистообразующей нематоде. 

Каратоп
Сорт германской селекции. Включен в Госреестр по Северо-Западному (2) и Средневолжскому (7) регионам. Раннеспелый, столового назначения. Куст средней высоты, стеблевого типа, полупрямостоячий до раскидистого. Антоциановая окраска стебля отсутствует или очень слабая. Лист средний, промежуточный. Венчик белый, среднего размера. Товарная урожайность в Северо-Западном регионе 198–436 ц/га, на 44–75 ц/га выше стандартов Жуковский ранний и Изора. Дружно формирует клубни, через 50 дней после полных всходов урожайность в Калининградской области составила 250–407 ц/га, что на уровне или на 134 ц/га выше стандарта Жуковский ранний. Максимальную урожайность сформировал в Калининградской области – 494 ц/га, на 160 ц/га выше стандарта Жуковский ранний. Товарная урожайность в Средневолжском регионе 184–271 ц/га, на 22 ц/ га выше стандарта Пушкинец, в Республике Татарстан после 2-ой копки – 282 ц/га, на 156 ц/га выше стандарта. Максимальная урожайность в Республике Татарстан – 341 ц/га, на 189 ц/га выше стандарта Пушкинец. Клубень овально-округлый, с мелкими глазками. Кожура желтая, гладкая до средней. Мякоть светло-желтая. Масса товарного клубня 58–105 г. Содержание крахмала 10,6–14,4%, на уровне стандарта Жуковский ранний. Вкус хороший. Товарность 72–93%, на уровне стандартов Жуковский ранний и Пушкинец. Устойчив к раку картофеля, золотистой картофельной нематоде. По данным оригинатора, устойчив к вирусам скручивания листьев “А” и “У”, слабовосприимчив к фитофторозу по ботве и клубням. Ценность сорта: нематодоустойчивость, устойчивость к вирусам, дружная отдача ранней продукции, хорошие вкусовые качества клубней. 

Кетский

Включен в Госреестр по Западно-Сибирскому (10) региону. Среднеспелый, столового назначения. Растение средней высоты, промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист среднего размера, промежуточного типа, темно-зеленый. Волнистость края сильная. Венчик от среднего до крупного размера, красно-фиолетовый. Товарная урожайность 210–272 ц/га, на уровне стандартов Луговской, Солнечный. Максимальная урожайность 433 ц/га, на уровне стандарта Луговской (Омская обл.). Клубень овальный с мелкими глазками. Кожура гладкая, желтая. Мякоть светло-желтая. Масса товарного клубня 99–185 г. Содержание крахмала 14,5–17,2%. Вкус хороший. Товарность 71–96%. Лёжкость 93%. Устойчив к возбудителю рака картофеля и золотистой картофельной цистообразующей нематоде. По данным ВНИИ фитопатологии, умеренно восприимчив по ботве и умеренно устойчив по клубням к возбудителю фитофтороза.

Леди Клэр 

Сорт голландской селекции. Включен в Госреестр по Центральному (3) региону. Очень ранний до раннего, пригоден для переработки на картофелепродукты (чипсы). Растение средней высоты, листового типа, полупрямостоячее. Лист среднего размера до крупного, промежуточный, до открытого типа, зеленый. Волнистость края слабая до средней. Венчик среднего размера, белый. Товарная урожайность – 140–167 ц/га, у стандарта Невский 132–139 ц/га. Максимальная урожайность – 267 ц/га, на 97 ц/га выше стандарта (Владимирская обл.). Клубень овальный с мелкими глазками. Кожура гладкая и слегка шероховатая, желтая. Мякоть светло-желтая. Масса товарного клубня 82–107 г. Содержание крахмала 11,6–16,2%. Вкус удовлетворительный и хороший. Товарность 81–94%. Лёжкость 94%. Устойчив к возбудителю рака картофеля и золотистой картофельной цистообразующей нематоде. По данным ВНИИ фитопатологии, восприимчив по ботве и умеренно восприимчив по клубням к возбудителю фитофтороза.

Луговской

Сорт украинской селекции. Среднеспелый, столовый. Растение прямостоячее, средней высоты, окраска цветков белая. Клубни овальной формы, кожура светло-розовая, мякоть белая, глазки мелкие, масса товарного клубня 85,125 г. Урожайность высокая (максимальная – 514 ц/га), товарность высокая, лёжкость хорошая, содержание крахмала 12,19%, вкус хороший. Сорт устойчив к раку, относительно устойчив к фитофторозу, парше обыкновенной, среднеустойчив к вирусам, к черной ножке. Ценность сорта: стабильная урожайность, высокая товарность, хороший вкус, фитофтороустойчивость. 
Накра

Включен в Госреестр по Западно-Сибирскому (10) региону. Среднеспелый, пригоден для изготовления хрустящего картофеля. Растение высокое, промежуточного типа, прямостоячее. Лист среднего размера, зеленый. Листочек среднего размера. Волнистость края слабая. Соцветие небольшое. Венчик крупный, красно-фиолетовый. Товарная урожайность 203–308 ц/га, у стандарта Луговской 156–260 ц/га. Максимальная урожайность – 399 ц/га, на уровне стандарта Нарымка (Томская обл.). Клубень овально-округлый, глазки средней глубины. Кожура гладкая до среднегрубой, красная. Мякоть светло-желтая. Масса товарного клубня 65–160 г. Содержание крахмала 18,2–21,9%, на 5,3–8,7% выше стандарта Кемеровский. Вкус хороший. Товарность 83–95%, на уровне стандартов. Лёжкость 95%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, восприимчив к золотистой картофельной цистообразующей нематоде. Умеренно восприимчив к возбудителю фитофтороза по ботве и клубням. Ценность сорта: стабильная урожайность, высокая крахмалистость и лёжкость клубней, пригодность их для переработки.

Невский
Среднеранний, столового назначения. Растение полупрямостоячее, средней высоты. Лист средний, светло-зеленый, волнистость края слабая. Венчик белый. Клубень светло-бежевый, мякоть белая. Глазки розовые, мелкие. Товарная урожайность 380–500 ц/га. Товарность 90–95%. Масса товарного клубня 90–130 г. Содержание крахмала 10–12%. Вкус удовлетворительный и хороший. Устойчив к возбудителю рака картофеля, ризоктониозу. Умеренно восприимчив к фитофторозу по ботве и клубням. 

Памяти Рогачева 

Включен в Госреестр по Восточно-Сибирскому (11) региону. Среднеранний, столового назначения. Растение среднее до высокого, промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист средний до большого размера, промежуточный, зеленый. Волнистость края слабая. Венчик среднего размера, красно-фиолетовый. Товарная урожайность - 193-329 ц/га, на 35–158 ц/га выше стандартов Волжанин и Адретта. Максимальная урожайность – 522 ц/га, на 110 ц/га выше стандарта Добро (Республика Бурятия). Клубень овально-округлый с мелкими глазками. Кожура слегка шероховатая, желтая. Мякоть светло-желтая. Масса товарного клубня 97–160 г. Содержание крахмала 16,4–20,2%. Вкус хороший и отличный. Товарность 89–97%. Лёжкость 92%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, слабо поражался золотистой картофельной цистообразующей нематодой. По данным ВНИИ фитопатологии, умеренно восприимчив по ботве и умеренно устойчив по клубням к возбудителю фитофтороза. 

Ред Скарлет
Сорт голландской селекции. Включен в Госреестр по Центральному (3) региону. Раннеспелый, столового назначения. Растение низкое, промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист зеленый. Листочек среднего размера. Волнистость края слабая. Венчик среднего размера, красно-фиолетовый. Товарная урожайность 164–192 ц/га, на 22–106 ц/га выше стандартов Удача, Жуковский ранний. Дружно формирует клубни. Урожайность на 45-ый день после полных всходов (первая копка) – 84 ц/га, на 24 ц/га выше стандарта Жуковский ранний, на 55-ый день (вторая копка) – 108 ц/га, на 45 ц/га выше стандарта (Московская обл.). Максимальная урожайность – 270 ц/га, на уровне стандарта Изора (Смоленская обл.). Клубень удлиненно-овальный, с мелкими глазками. Кожура красная. Мякоть желтая. Масса товарного клубня 56–102 г. Содержание крахмала 10,1–15,6%, на 0,1–0,4% ниже стандарта Изора. Вкус удовлетворительный. Товарность 82–96%, на уровне стандартов. Лёжкость 98%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, золотистой картофельной цистообразующей нематоде. Восприимчив к возбудителю фитофтороза по ботве и умеренно восприимчив по клубням. Ценность сорта: нематодоустойчивость, дружная отдача ранней продукции, высокая товарность и лёжкость клубней.
Розара
Сорт германской селекции. Раннеспелый, столового назначения. Куст полураскидистый. Венчик красно-фиолетовый. Клубень продолговато-овальный с красной, гладкой кожурой и желтой мякотью. Глазки мелкие. Товарная урожайность 202–310 ц/га, на 52–80 ц/га выше стандарта Жуковский ранний. Дружно формирует клубни, через 45 дней после полных всходов урожайность – 99–260 ц/га, на уровне стандарта Жуковский ранний. Максимальная урожайность в Орловской области – 415 ц/га, на 199 ц/га выше стандарта Гарт. Масса товарного клубня 81–115 г. Содержание крахмала 12,1–15,8 %, на 1,1% ниже стандарта Красноярский ранний. Вкус хороший и отличный. Товарность 91–99%, на уровне стандартов Пушкинец и Жуковский ранний. Устойчив к раку и картофельной нематоде, слабо поражается фитофторозом и паршой обыкновенной. Ценность сорта: дружная отдача ранней продукции хороших и отличных вкусовых качеств, высокая товарность и нематодоустойчивость. 
Саровский 

Включен в Госреестр по Западно-Сибирскому (10) региону для выращивания в ЛПХ. Раннеспелый, столового назначения. Растение средней высоты, промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист среднего размера, зеленый. Интенсивность антоциановой окраски внутренней стороны венчика слабая. Товарная урожайность 112–247 ц/га, на уровне стандартов Любава и Жуковский ранний. Урожайность на 45-й день после полных всходов (первая копка) 83–154 ц/га, на уровне стандартов Антонина и Любава, на 55-й день (вторая копка) – 114–223 ц/га, на уровне стандартов Барон и Любава. Максимальная урожайность 396 ц/га, на 64 ц/га выше стандарта Алена (Омская обл.). Клубень овально-округлый с глазками средней глубины. Кожура частично красная. Мякоть желтая. Масса товарного клубня 93–147 г. Содержание крахмала 13,9–18,4%. Вкус отличный. Товарность 83–98%. Лёжкость 96%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, золотистой картофельной цистообразующей нематоде. По данным оригинатора, умеренно восприимчив к возбудителю фитофтороза, устойчив к морщинистой мозаике и скручиванию листьев. 

Солнечный 

Включен в Госреестр по Западно-Сибирскому (10) региону. Среднеспелый, пригоден для переработки на картофелепродукты. Растение очень высокое, промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист крупный, открытый, зеленый. Волнистость края средняя. Венчик крупный, красно-фиолетовый. Товарная урожайность – 178–290 ц/га, на 90–200 ц/га выше стандарта Луговской. Клубень округлый с глазками средней глубины. Кожура гладкая, желтая. Мякоть желтая. Масса товарного клубня 139–290 г. Содержание крахмала 14,4–16,0%. Вкус хороший. Товарность 85–98%. Лёжкость 94%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, слабо поражается золотистой картофельной цистообразующей нематодой. 

Юбиляр
Включен в Госреестр по Западно-Сибирскому (10) региону. Раннеспелый, столового назначения. Растение промежуточного типа, полупрямостоячее. Лист среднего размера, открытый, темно-зеленый. Волнистость края средняя. Венчик крупный. Интенсивность антоциановой окраски внутренней стороны венчика сильная, доля синевы отсутствует или очень мала. Товарная урожайность 167–360 ц/га, на уровне стандарта Любава. Урожайность на 45-й день после полных всходов (первая копка) 97–197 ц/га, на уровне стандарта Любава, на 55-й день (вторая копка) 127–217 ц/га, на уровне стандарта Любава. Максимальная урожайность 409 ц/га, на 34 ц/га выше стандарта Алена (Республика Алтай). Клубень овально-округлый с глазками средней глубины. Кожура красная. Мякоть желтая. Масса товарного клубня 94–210 г. Содержание крахмала 14,5–15,7%. Вкус хороший. Товарность 76–96%. Лёжкость 88%. Устойчив к возбудителю рака картофеля, золотистой картофельной цистообразующей нематоде. По данным оригинатора, умеренно устойчив к возбудителю фитофтороза, устойчив к морщинистой мозаике. 

Гибрид С-612-10 (Нарымская ночка)
Среднеранний. Столовый, для диетического питания. Клубни фиолетовые, округлые. Мякоть фиолетовая. Гнездо компактное. Куст средней высоты. Окраска цветка красно-сине-фиолетовая. Ягодообразование хорошее. Урожайность на уровне стандарта Невский. Товарность 85–95%. Масса клубня 90–100 г. Вкус хороший и отличный. Крахмалистость 14–15%. Лёжкость 85–90%. Устойчив к раку картофеля, парше обыкновенной, некоторым вирусам. Поражается золотистой картофельной цистообразующей нематодой.

Гибрид С-87-14 

Среднеранний. Столовый, для диетического питания. Клубни красные, овальные. Мякоть розовая. Куст высокий. Окраска цветка красно-фиолетовая. Урожайность на уровне стандарта Невский. Товарность 85–90%. Масса клубня 90–120 г. Вкус хороший. Крахмалистость 10–12%. Лёжкость 85–90%. Устойчив к раку картофеля, слабо поражается паршой обыкновенной.

Гибрид С-31-15 

Среднеспелый. Столовый. Клубни красные, округлые. Мякоть светло-жёлтая. Куст высокий. Окраска цветка красно-фиолетовая. Урожайность средняя, на уровне стандарта Кетский. Товарность 86–87%. Масса клубня 85–96 г. Вкус хороший и отличный. Крахмалистость 14–16%. Лёжкость 86–92%. Устойчив к раку картофеля, золотистой картофельной цистообразующей нематоде, некоторым вирусам. Слабо поражается паршой обыкновенной.

1.1.2
Колорадский жук (Колорадский картофельный листоед)
Систематическое положение: царство Animalia, тип Членистоногие (Arthropoda), класс Насекомые (Insecta), отряд Жесткокрылые (Coleoptera), семейство Листоеды (Chrysomelidae), род Leptinotarsa, вид Колорадский картофельный жук (Leptinotarsa decemlineata Say) [9]. 

Средний размер жука: длина 8–12 мм, ширина 6–7 мм. Тело овальное, сильно выпуклое, блестящее, жёлто-оранжевого цвета. Переднеспинка с чёрными пятнами. На каждом надкрылье по 5 чёрных полосок. Перепончатые крылья хорошо развиты, и с их помощью колорадские жуки совершают длительные перелёты. Личинка колорадского жука длиной до 15–16 мм с чёрной головой и двумя рядами чёрных точек по бокам тела, из-за чего её часто путают с личинкой божьей коровки, только личинка божьей коровки серого цвета с оранжевыми пятнами. Окраска тела личинки колорадского жука сначала тёмно-бурая, со временем становится ярко-жёлтой или розоватой. Основным красящим веществом гемолимфы личинок является пигмент каротин. Когда личинки поедают листья картофеля, они переваривают все пигменты, кроме каротина, который накапливается в их тканях и окрашивает личинок в «морковный» цвет [9].
Культура колорадского жука получена из особей, собранных на территории Кемеровской области в мае 2018 г., при введении в техноценоз в 2019 г. прошла два полных жизненных цикла, в диапаузу введено имаго второго поколения. Диапауза походила при температуре +4+5 оС. После выхода из диапаузы в вегетационный период культура пополнена прошедшими карантин и адаптацию к условиям техноценоза имаго, собранными из того же местообитания. В вегетационный период 2020 г. лабораторная культура прошла четыре–пять полных жизненных циклов. Таким образом, в диапаузу в 2020 г. введены взрослые особи жука, прошедшие в техноценозе семь полных жизненных циклов. 

Культура получена и поддерживается в лаборатории Биоцентра СибНИИСХиТ. В экспериментах использована лабораторная культура, поддерживаемая в условиях технобиоценоза и адаптированная к условиям проведения экспериментов. 
1.1.3
Микроводоросль Chlorella vulgaris
В качестве тест-организма использован термофильный штамм зеленой одноклеточной микроводоросли C. vulgaris. Данная культура поддерживается в лаборатории Биоцентра СибНИИСХиТ. Вид имеет следующее систематическое положение: отдел Зеленые водоросли (Chlorophyta), класс Собственно зеленые или Трибуксиофициевые (Euchlorophyceae или Trebouxiophyceae), порядок Хлорелловые (Chlorellales), семейство Хлорелловые (Chlorellales), род Chlorella, вид Хлорелла обыкновенная (Chlorella vulgaris Beijer). Клетки хлореллы одиночные и имеют шаровидную или эллипсоидную форму с тонкой, гладкой, слоистой оболочкой, без слизи, диаметр не превышает 15 мкм [10].

1.1.4 Питательные среды для культивирования

Культивирование микроводоросли С. vulgaris на 50% питательной среде Тамия следующего состава: KNO3 – 2,5 г/л; MgS04×7H2O – 1,25 г/л; КН2Р04 – 1,25 г/л. Среда и растворы всех солей готовили на дистиллированной воде и не подвергали стерилизации [11].

1.2 Методы исследования

1.2.1
Выращивание картофеля

Выращивание всех кормовых растений (картофель разных сортов и гибриды) проводилось в равных нормализованных условиях. Растения картофеля высаживали в ведра объемом 12 л с 7 л одинаковой почвы, полученной с полей стационара СибНИИСХиТв с. Лучаново Томского района, Томской области, имеющей следующие характеристики (Таблица 1).
Таблица 1 – Физико-химические свойства серой лесной оподзоленной почвы стационара СибНИИСХиТ «Лучаново»

	Почва, горизонт, см
	pH вод.
	pH сол.
	Гидролитич. кис л.
	Е поглощ.
основ.
	ZFe
	Гумус

	
	
	
	мг-экв./100г сухой почвы
	%

	Серая лесная оподзоленная А пах. (0–20) см
	4,87±0,03
	5,00±0,02
	3,49±0,09
	24,90±0,28
	0,16±0,04
	4,87±0,20

	Почва, горизонт, см
	n-nh4
	N-N03
	Р2О5
	К20
	Са2+
	Mg2+

	
	мг/кг а.с.п.
	мг-экв./100 г

	Серая лесная оподзоленная А пах. (0–20) см
	2,66±0,13
	8,48±0,44
	236,50±16,90
	99,20±8,70
	15,43±0,36
	2,47±0,21


Примечание – а.с.п. – абсолютно сухая почва

В каждое ведро помещали по пять клубней картофеля средней массой около 40 г. Растения выращивали в условиях естественного освещения и одинакового контролируемого полива.

1.2.2 Содержание популяции жука

Для работы использовали пластиковые контейнеры объёмом 1,2 и 2,5 л, меньшие из которых предназначались для личинок всех четырех возрастов и куколок, большие – для содержания взрослых особей. Контейнеры плотно закрывали крышками, в которых проделывали отверстия для вентиляции контейнеров. Отверстия в крышках и по бокам контейнеров проделывали в произвольном порядке. Отверстия в малых контейнерах проделывали толстой иглой, а в больших контейнерах – сверлом диаметром 1 мм. На дно контейнера помещали белую фильтровальную бумагу, которые меняли по мере их загрязнения, чаще всего раз в сутки. Контейнеры размещали на полках в Климатостате-В2 (ТУ 4211-012-26218570-2014), который позволяет поддерживать оптимальные и равные уровни освещенности, температуры и влажности.
Температуру поддерживали на уровне 25 °С, влажность – 80%, интенсивность освещения – 2500 лк, фотопериод 16/8 ч (день/ночь). В качестве корма жукам и личинкам предлагали по 5–10 листьев картофеля, срезанных с верхнего или среднего яруса кустов. Корм меняли раз в сутки. 

1.2.3 Культивирование маточной культуры хлореллы на жидких питательных средах
Маточная культура водоросли С. vulgaris поддерживалась в конических колбах с 50% средой Тамия на магнитных мешалках. Частоту вращения якоря (оборотов/минуту) устанавливали таким образом, чтобы вихревой поток обязательно достигал дна колбы для равномерного перемешивания и хорошей аэрации. Температура культивирования 30…31 °С [12]. Пересев маточной культуры проводили каждый раз в новую колбу Эрленмейера объемом 250 мл, с питательным раствором (50% среда Тамия), к этому объему вносили 10% культуральной суспензии одноклеточной водоросли. Для создания благоприятных условий были использованы две люминесцентные лампы ЛБ-20 с интенсивностью светового потока 20 Вт/м2, микрокомпрессор АЭН-3 для непрерывного барботирования атмосферным воздухом. Культура наращивалась до оптической плотности (λ) 0,125+0,005 отн. ед., при необходимости суспензия разбавлялась исходной питательной средой до необходимого значения. Регистрация оптической плотности культуры тест-объекта проводилась с помощью измерителя плотности суспензии ИПС-03 (рисунок 1) при длине волны 560±10 нм. 
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Рисунок 1 – Измеритель плотности суспензии хлореллы (ИПС-03, Европолитест, Россия) (фото Т.И. Зюбанова) 
1.2.4 Подсчет количества трихом (ворсинок) на листьях картофеля

У выращенных в вегетационных сосудах растениях картофеля отбирались полностью сформированные листья среднего яруса, из которых рядом с центральной жилкой высекали кусок листовой паренхимы площадью 0,6 см2. Подсчет количества трихом на высеченной верхней поверхности листа проводили под бинокулярной лупой МСП-1 (LOMO, Россия) при увеличении 20×10. Объем выборки в исследовании составил 10 высечек на сорт. 
1.2.5 Методика оценки поедаемости листьев и пищевой ценности разных сортов картофеля для личинок колорадского жука в условиях технобиоценоза

Эксперимент с личинками жука проводили в климатостате В-2 (г. Красноярск, Россия) с контролируемыми условиями окружающей среды: температура – 25 °С, влажность – 80%, интенсивность освещения 2500 лк, фотопериод 16/8 ч (день/ночь).

В одном контейнере содержали 10 личинок третьего возраста. Кормление проводили раз в сутки свежесорванными листьями, собранными со среднего яруса растений. Для предотвращения увядания листьев, их черешки заворачивали в увлажненную дистиллированной водой вату, которая дополнительно оборачивалась калькой. На один контейнер на одно кормление приходилось по 5–10 листьев в зависимости от их размера. Нормализацию количества корма на кормление проводили по сырой биомассе листьев (около 20 г). Эксперимент поставлен в 6-ти повторностях относительно каждого варианта. 

Ежедневно в эксперименте проводили учет количества погибших личинок (в случае гибели осуществляли замену на новые особи того же возраста, биомассы и размера), их биомассы, а также фиксировали площадь кормовых листьев путем фотографирования.
1.2.6 Приготовление вытяжек из листьев разных сортов и гибридов картофеля

Для приготовления вытяжек из листьев картофеля, листья изучаемого сорта, массой 500 мг, размельчали и растирали в ступке с небольшим количеством питательной среды для культивирования хлореллы, взятого от общего объема (100 мл), до однородной консистенции. Всего в опыте протестировали 14 различных сортов и 3 гибрида картофеля.
1.2.7 Проведение оценки влияния вытяжек из листьев картофеля на одноклеточную микроводоросль
Для оценки влияния вытяжек из листьев картофеля использован культиватор КВМ-05, представленный на рисунке 2.
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Рисунок 2 – Культиватор КВМ-05 и пенициллиновые флаконы с культурой хлореллы, выращиваемой на питательной среде с вытяжками из листьев картофеля (фото Т.И. Зюбанова)
В культиваторе 24 гнезда для установки флаконов (пенициллиновых пузырьков) с пробами. Объем среды во флаконах тестирования составлял 10 мл (9 мл подготовленной и предварительно разведенной картофельной вытяжки и 1 мл маточной культуры хлореллы). Длительность культивирования тест-объекта в каждом варианте – 5 суток. Температура культивирования составляла 36,0±1,0 °С, световое облучение культуры 60±20 Вт/м2, скорость вращения кассеты с флаконами 25–50 оборотов/минуту, концентрация С02 на уровне 0,03%. 
Влияние вытяжек из листьев картофеля на тест-объект хлореллу оценивалось, по изменению оптической плотности микроводоросли в опытных вариантах по сравнению с контрольным через 24 ч и 72 ч с момента постановки эксперимента. Измерение оптической плотности суспензии культуры хлореллы проводилось через измерение светопропускания культуры с помощью измерителя оптической плотности ИПС-03 (λ=560±10 нм). Измерение концентрации клеток хлореллы проведено непосредственно во флаконах выращивания. Оптическую плотность контроля измеряли относительно чистой 50% среды Тамия, в экспериментах с оценкой влияния вытяжек из листьев разных сортов и гибридов картофеля, из-за содержания в них хлорофилла, измерение проводилось относительно приготовленных вытяжек с 50% средой Тамия.

Рабочая концентрация приготовленных разведений составляла 1:50. Из каждой суспензии получали нужные разведения вытяжек для тестируемых сортов и гибридов картофеля в среде для культивирования микроводоросли. Засев культурой водоросли осуществлялся из расчета начальной оптической плотности 0,08–0,110 отн. ед. В качестве контроля использована среда для роста микроводоросли и культура С. vulgaris без добавления вытяжек. 
Объем выборки на повторность составлял 5 сосудов. Для сортов с небольшой дисперсией эксперимент проведен в двух–трех биологических повторностях, для сортов с большой дисперсией количество повторностей увеличено до 6–9 с тем же объемом выборки.
Измерение плотности суспензии водорослей проводили каждые 24 ч. В качестве раствора сравнения использовали чистый 50% раствор питательной среды Тамия.

1.2.8
Обработка полученных результатов

Площадь листовой пластинки рассчитывали с использованием программы с открытым исходным кодом, распространяемой без лицензионных ограничений ImageJ.
На основании полученных ежедневных фотографий листьев картофеля до и после поедания личинками рассчитаны скорости поедания листьев картофеля одной особью. На основании данных об изменении биомассы личинок жука рассчитаны удельные скорости прироста, на основании количества погибших личинок – выживаемость.
Данные, полученные в ходе экспериментов, обрабатывали с помощью пакета StatSoft STATISTICA 8.0 и представлены в работе в виде медианы. Данные подсчета трихом представлены в виде средних арифметических величин.
Скорость роста хлореллы рассчитывали двумя способами: с использованием метода линейной регрессии (параметр r) (рекомендован ГОСТ Р 54496- 2011 [13]) и методом нелинейной регрессии (параметр b).
Наличие связи между параметрами, описывающими рост культуры хлореллы в средах с добавлением вытяжек картофеля и параметрами, характеризующими поедаемость сортов колорадским жуком, а также прирост биомассы личинок, поедающих разные сорта, представлено в работе на основании расчета коэффициента линейной корреляции Пирсона.
2 УСТОЙЧИВОСТЬ КАРТОФЕЛЯ К КОЛОРАДСКОМУ ЖУКУ 

Наиболее эффективным способом борьбы с болезнями и вредителями в растениеводческой отрасли являются химические средства защиты растений. Благодаря таким методам, сельскохозяйственные угодья способны в разы увеличивать свою продуктивность [14]. Но, как известно, повсеместное массовое применение пестицидов приводит к удорожанию продукции, обусловливает загрязнение агроэкосистем и вызывает справедливое требование общественности уменьшить химическую нагрузку на окружающую среду. В связи с этим выявление факторов формирования иммунитета растений к насекомым вредителям обрело значимость не только с экономической, но и с экологической точки зрения [3, 14–15].
Иммунитет растений – это устойчивость растений по отношению к возбудителям болезней и вредителям, а также и к продуктам их жизнедеятельности. Иммунный ответ у растений индуцируется в каждой клетке и может вызывать даже гибель клетки вместе с патогеном. При этом находящиеся рядом клетки изолируются от зараженной за счет интенсивной экспрессии защитных белковых ферментов, участвующих непосредственно в синтезе низкомолекулярных соединений [16].
В регуляции устойчивости растений к вредителям важны такие соединения как жасмоновая кислота и этилен. Среди вторичных метаболитов в формировании иммунного ответа учувствуют алкалоиды, терпеноиды, цианогенные гликозиды, глюкозинолаты, макромолекулярные компоненты латекса, вещества белковой природы – лектины, ингибиторы пищеварительных α-амилаз и протеиназ, защитные пептиды. Существуют независимые от приобретенной устойчивости защитные системы, в которых принимают участие абсцизовая и масляная кислоты. Широкому спектру химических веществ соответствует обширный перечень механизмов их действия – разрушение клеточных мембран, ингибирование транспорта питательных веществ и ионов через мембраны, блокирование процессов передачи сигнала по растительному организму, подавление метаболизма, нарушение гормонального контроля физиологических процессов, повышение затрат ресурсов и энергии на усвоение пищи и т.д. [17]. Один из основных защитных механизмов картофеля обусловлен повышенным содержанием в листьях а-томатина и его метаболитов: в листьях устойчивых сортов обычно этот уровень в 2,5–3 раза выше [18–20].

У растений различают неспецифический иммунитет, проявляющийся в невосприимчивости за счет не приспособившихся в процессе эволюции к паразитированию на растениях вредителей, и специфический, появляющийся у отдельных сортов и популяций одного видового состава. Кроме того, иммунитет бывает пассивным, активным и приобретенным. Пассивный иммунитет существует независимо от наличия вредителя и препятствует его заселению и развитию. Это анатомо-морфологические факторы, непосредственно форма растения, строение покровных тканей, строение устьиц, кутикулы, наличие волосков. Физиолого-биохимические факторы определяются особенностями процессов обмена веществ, синтеза и распада, наличием химических соединений. Активный иммунитет – активное противостояние вредителю, проявляется в виде комплекса ответных специфических реакций, формируя барьер на пути вредоносного объекта [4, 21].
Практическая селекция условно различает следующие типы устойчивости – антибиоз, антиксеноз, выносливость, отличающиеся друг от друга механизмами действия и категориям. Для каждого типа характерны свои признаки проявления [22].
Антиксеноз проявляется как полная неповреждаемость, основана она на препятствии механического порядка (форма листьев, их опушение, действие отпугивающих веществ), в таких случаях откладка яиц и питание насекомого невозможно. 
Антибиоз рассматривает неповреждаемость как результат биохимических реакций, протекающих в растении, наличием ядовитых веществ (гликоалкалоидов). Они ядовиты для личинок, а у взрослых особей наблюдается снижение плодовитости. В случае повреждений растения прибегают к выносливости – быстрому восстановлению ботвы. Регенерационная способность влияет на проявление выносливости и зависит от внешних условий и агротехники [23]. 

Устойчивость растений картофеля к повреждениям насекомыми обеспечивается как анатомическими барьерами, так и биохимическими особенностями растений. В настоящее время система «фитофаг–растение-хозяин» рассматривается как результат процессов коадаптации и коэволюции животных-олигофагов и кормовых растений. Как известно, формирование вида L. decemlienata происходило без взаимодействия его с S. tuberosum, в качестве основной кормовой базы насекомые начали использовать растения картофеля относительно недавно, с начала XVIII в. [24]. Поэтому можно предположить, что в условиях современных агроэкосистем в популяциях насекомых еще должны осуществляться интенсивные микроэволюционные процессы, в первую очередь, процессы физиологической и биохимической коадаптации компонентов системы «колорадский жук – культурный картофель».

Биохимические аспекты взаимодействия насекомых и растений в последние годы интенсивно исследуются [17, 19–20]. В листьях картофеля обнаружены химические соединения, оказывающие токсический эффект на насекомых и снижающие усваиваемость растительной пищи: стероидные гликоалкалоиды, метиловые кетоны, фенолы, никотин [25]. В успешной реализации процессов пищевого обеспечения насекомых большая роль принадлежит гидролитическим ферментам фитофага и их ингибиторам из растений [17, 21, 26]. Так, подавляя процессы протеолиза в пищеварительной системе, ингибиторы снижают поступление аминокислот, в т.ч. и незаменимых, в организм насекомого. Наличие в растительной пище нескольких ингибиторов протеиназ существенно снижает пищевую активность насекомых и их репродуктивный потенциал [17, 27].
Некоторые пигментированные сорта картофеля содержат значительное количество полифенольных соединений. К таким соединениям относят антоцианы – природные пигменты, отвечающие за розовую, фиолетовую, синюю и красную окраску мякоти картофеля. Выявлена высокая положительная корреляция между содержанием фенольных соединений и антоцианов в мякоти картофеля и их антиоксидантной активностью. В настоящий момент имеются многочисленные доказательства положительной роли антиоксидантов в реакциях, защищающих растения и млекопитающих от окислительного стресса. Важным антиоксидантом, содержащимся в картофеле, является витамин С [20]. 
Содержание аскорбиновой кислоты и фенольных соединений в клубнях картофеля зависит от сорта [3, 19, 28]. Сорта картофеля с антоциановой окраской мякоти содержат в 3–4 раза больше фенольных кислот, но в 1,4 раза меньше аскорбиновой кислоты, чем традиционные сорта с белой мякотью [20, 28]. Картофель с окрашенной мякотью также обладает более высокой антиоксидантной активностью, чем картофель с белой мякотью, что, скорее всего, связано с наличием антоцианов (помимо наличия фенольных кислот). Красные клубни картофеля содержат гликозиды пеларгонидина и пеонидина, фиолетовые клубни – гликозиды мальвидина и петунидина [28].

Кроме того, содержание аскорбиновой кислоты и фенольных соединений картофеля изменяется в зависимости от условий выращивания, агротехнических мероприятий и системы удобрений [28]. Поскольку картофель является важной и доступной культурой, а пигментированный картофель – естественным источником фенольных соединений, то возникает необходимость более глубокого изучения антиоксидантной активности картофеля.

Главным биохимическим фактором устойчивости растений к листогрызущим насекомым считают гликоалкалоиды, содержание которых варьирует в зависимости от сортовых особенностей картофеля [29, 30]. Гликоалкалоиды представляют собой класс токсичных метаболитов, содержащихся в тканях растений, в том числе картофеля, и защищающих растения от поедания травоядными животными. Это органические основания, как правило, содержащие азот в составе циклов. Алкалоиды синтезируются в разных органах растений. Основные гликоалкалоиды S. tuberosum – соланин и хаконин [31]. Содержащиеся в листьях гликоалкалоиды лептин и α-томатин снижают количество биомассы, поедаемой взрослыми жуками, и повышают смертность преимагинальных личинок. Чем больше листья картофеля содержат гликоалкалоидов, тем менее они повреждаются колорадским жуком и наоборот. По данным анализа сорт Невский содержал наименьшее количество гликоалкалоидов – 100 мг/100 г и отнесен к неустойчивым сортам [32].
Помимо алкалоидов, многие другие метаболиты участвуют в формировании устойчивости к поеданию колорадским жуком. Например, макроципины, ингибируя цистеиновые протеазы, препятствуют питанию травоядных. Токсичность проявляют эфиры ряда жирных кислот и сахаров, а также сесквитерпены.
2.1 Анализ содержания флавоноидов в листьях картофеля как механизма устойчивости картофеля к повреждению насекомыми-вредителями

Концентрированные экстракты, полученные из листьев различных сортов и гибридов картофеля, анализировали методом высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) на жидкостном хроматографе «Shimadzu LC–20AD» (Япония). 

Из данных хроматограмм, представленных на рисунке 3, видно, что качественный состав мажорных компонентов фенольных соединений всех образцов идентичный. В большинстве сортов мажорными соединениями являются пики с временами удерживания 11,217–11,506 мин, 13,164–13,492 мин, 18,052–18,573 мин (рисунок 3). Однако у сорта Накра и гибрида С-612-10 первые два пика слабо выражены, тогда как на хроматограмме сорта Невский зафиксирован пик с tr 11,325 мин с наибольшей площадью. По всей вероятности, это объясняется проявлением сортоспецифичности картофеля.
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Рисунок 3 – Хроматограммы некоторых этанольных экстрактов из листьев картофеля
На рисунке 4 приведены УФ-спектры ряда соединений, на основании которых они отнесены к группе флавоноидов.
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Рисунок 4 – УФ-спектры некоторых флавоноидов
Во всех сортах обнаружен флавоноид с временем удерживания 18.3–18.5 мин и максимумами поглощения 256 и 355 нм, свойственными флавонолам и рутину. Флавоноиды с временами удерживания 19.8 и 22.9 мин. характерны практически для всех образцов, за исключением сорта Саровский.
Идентифицировать фенольные соединения не представляется возможным ввиду отсутствия соответствующих стандартов. Однако в соответствии с характерными максимумами поглощения для флавоноидов, имеющих в структуре два фенольных кольца, в диапазоне 250 и 350 нм, 255 и 340 нм, 266 и 333 нм удалось отнести ряд соединений к этой группе. Мажорные компоненты в сортах разные, например, в сортах Кетский, Памяти Рогачева и Невский и гибридах С-31-15 и С-87-14 им является соединение 1 (таблица 2), тогда как у сорта Саровский – соединение 2, а у сортов Луговкой и Накра и у гибрида С-612-10, соединение 7. 
Таблица 2 – Содержание индивидуальных флавоноидов в листьях картофеля
	№
	Время удерживания tr, мин
	Кетский
	Луговской
	Невский
	Накра
	Памяти Рогачева
	Саровский
	Гибрид

 С-612-10
	Гибрид

 С-87-14
	Гибрид

С-31-15

	1
	11.5
	1,02
	1,09
	1,35
	0
	0,92
	1,08
	0
	1,44
	0,78

	2
	13.4
	0,70
	0,80
	0,29
	0
	0,57
	1,80
	0
	0,76
	0,50

	3
	14.1
	0
	0,21
	0,25
	0
	0
	0
	0
	0,33
	0,11

	4
	14.7
	0,24
	0
	0
	0
	0
	0
	0,26
	0
	0,22

	5
	16.6
	0
	0
	0
	0
	0
	0,08
	0
	0
	0

	6
	17.3
	0
	0
	0
	0
	0,13
	0
	0
	0
	0

	7
	18.3
	0,83
	1,40
	0,43
	1,35
	0,86
	0,24
	1,85
	0,28
	0,48

	8
	19.8
	0,07
	0,01
	0,05
	0,002
	0,06
	0
	0,17
	0,03
	0,04

	9
	20.2
	0,05
	0,01
	0
	0,02
	0,06
	0
	0,15
	0
	0,04

	10
	20.6
	0,10
	0,03
	0
	0,01
	0,08
	0
	0,13
	0
	0,05

	11
	21.6
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0,07
	0
	0

	12
	22.9
	0,03
	0,02
	0,02
	0,03
	0,04
	0
	0,11
	0,02
	0,04


Содержание хроматографически разделенных фенольных соединений различно. Так уровень общего флавоноида с максимумами поглощения 256 и 355 нм и tr=18.3 мин в общей сумме для всех образцов варьирует от 7,5 в сорте Саровский до 95,7% в сорте Накра (таблица 3).
Таблица 3 – Содержание суммы флавоноидов в листьях картофеля
	Сорт/гибрид
	Mасса навески, 

г
	Объем экстракта, мл
	Содержание флавоноидов, 

%
	Содержание флавоноида с tr=18.3 мин, % от общей суммы флавоноидов

	Кетский
	1,0664
	2,0
	3,05
	27,2

	Луговский
	0,8847
	3,2
	3,57
	39,2

	Накра
	0,7843
	3,0
	1,41
	95,7

	Невский
	0,7007
	2,6
	2,37
	18,1

	Памяти Рогачева
	0,8772
	2,0
	2,72
	31,6

	Саровский
	0,7164
	2,6
	3,20
	7,5

	Гибрид С-612-10
	1,1275
	2,2
	2,72
	68,0

	Гибрид С-87-14
	0,8277
	2,6
	2,85
	9,8

	Гибрид C-31-15
	1,0224
	2,2
	2,26
	21,2


Содержание рассчитано по калибровочной зависимости площади пиков и концентраций стандарта рутина, суммированием всех флавоноидных пиков. Из данных таблицы 3 следует, что наибольшее общее содержание флавоноидов свойственно сортам Луговский, Саровский и Кетский (3,57–3,05 %), наименьшее – сорту Накра.
Полученные данные о корреляции между параметрами, характеризующими устойчивость сортов растений, и содержанием фенольных соединений (таблица 4) показывают, что наблюдается высокая статистически значимая корреляция между поедаемостью листовой пластины личинками колорадского жука в расчете на 1 г прибавки их веса и содержанием флавоноида с tr=18.3 мин. Также высокий значимый коэффициент для последнего параметра отмечен при анализе его корреляции со скоростью поедания листовой пластинки в расчете на вес личинки. 
Таблица 4 – Матрица корреляции между приростом лабораторной популяции колорадского жука и содержанием флавоноидов в листьях картофеля
	Показатели популяции жука
	Содержание флавоноидов, %
	Содержание флавоноида с tr=18.3 мин, % от общей суммы флавоноидов

	Выживаемость, %
	0,214076
	-0,143734

	Изменение веса личинки, %/сутки
	0,623093
	-0,229557

	Удельная скорость роста личинки, 1/ч
	0,545321
	-0,213901

	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, см2/г×час
	-0,415133
	0,724111

	Скорость поедания, см2/г веса личинки × час 
	-0,556619
	0,654861


Таким образом, можно заключить, что содержание флавоноида с tr=18.3 мин является одним из факторов, обеспечивающим «пищевую привлекательность» сорта для личинок колорадского жука.
В таблице 5 представлены данные о скорости поедания листьев картофеля и содержания в листьях проанализированных сортов и гибридов флавонойда с tr=18.3 мин.
Таблица 5 – Влияние скорости поедания листьев картофеля, в зависимости от содержания в растениях флавоноида с tr=18.3
	Сорт/гибрид
	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, 
см2/г ч
	Скорость поедания, см2/г веса личинки×ч
	Содержание флавоноида с tr=18.3 мин, % от общей суммы флавоноидов

	Кетский
	7,75
	2,38
	27,2

	Луговской
	7,75
	2,74
	39,2

	Накра
	18,13
	6,44
	95,7

	Невский
	10,43
	3,16
	18,1

	Памяти Рогачева
	9,87
	3,09
	31,6

	Саровский
	10,21
	3,8
	7,5

	Гибрид C-612-10
	14,68
	3,65
	68

	Гибрид С-87-14
	9,43
	3,89
	9,8

	Гибрид С-31-15
	1,56
	1,65
	21,2


Увеличение общей концентрации флавоноидов влияет на параметры, характеризующие скорость поедания личинками жука листовой паренхимы, отрицательно.

2.2 Морфологические особенности строения листа картофеля как механизм устойчивости картофеля к повреждению насекомыми-вредителями
Опушение – один из важных биотических факторов защиты растений от повреждающих факторов среды. Интерес к изучению опушения картофеля связан преимущественно с тем, что оно играет заметную роль в защите растений от насекомых-вредителей [33]. 

Опушение листовой пластинки растений формируется за счет поверхностных образований – трихом. Благодаря трихомам идет взаимодействие растения с внешней средой. Поэтому важны такие характеристики трихом как: их морфология, размер и плотность (число трихом на единицу поверхности листа). Трихомы бывают несекретирующие и секретирующие (депонирующие и/или выделяющие секрет). Первые участвуют в формировании микроклимата у поверхности листа, в защите от неблагоприятных биотических и абиотических факторов среды. Также трихомы могут физически препятствовать движениям растительноядных членистоногих и поеданию тканей. 

Особый интерес представляют секретирующие (железистые) трихомы. Такие трихомы способны синтезировать, хранить и выделять большое количество специализированных метаболитов. Железистые трихомы развивались главным образом как оружие для защиты от патогенных насекомых и микроорганизмов [34]. 

У растений семейства пасленовых опушение листа представлено широким спектром многоклеточных, обычно не ветвистых трихом разного размера. У возделываемых форм картофеля опушение – один из важных факторов сопротивления растения насекомым, в частности картофельной блохе, картофельной цикадке, колорадскому жуку, а также тлям.
Исследованиями Tingey W.M. et al [34] установлено, что опушение дикого картофеля Solanum berthaultii Hawkes., устойчивого к поражению насекомыми и распространенного в Южной Америке, отличается от опушения сортов S. tuberosum как по количественным характеристикам, так и по морфологии трихом. Количество трихом у дикого вида в разы больше, чем у культурного сорта. Плотность расположения трихом является одним из основных факторов, коррелирующих с устойчивостью к насекомым-вредителям [33]. 
Maharijaya A. и Vosman B. [35] установлено, что опушение листьев у картофеля – один из важных биотических факторов сопротивления растения колорадскому жуку. У картофеля S. tuberosum опушение листа представлено двумя типами многоклеточных трихом: трихомы типа A незначительно выступают на поверхности листа и содержат железы в виде четырех долей; трихомы типа B более длинные [36]. 
В работе А.В. Дорошкова с соавт. [37] оценены количественные характеристики опушения листьев 35 сортов картофеля. Для исследованных сортов среднее число трихом на изображении варьировало от 1 (слабо опушенные, сорта Красавчик, Импала, Брянский, Регги) до 7,3 (сильно опушенные, сорта Кемеровчанин, Великан, Танай). Предложенный метод оценки количественных характеристик опушения листьев картофеля показал высокую производительность и эффективность. 

Основные классы вторичных метаболитов, которые способны производить железистые трихомы, – это терпеноиды, фенилпропены, флавоноиды, метилкетоны, ацильные сахара [33].
Помимо вторичных метаболитов, трихомы многих видов пасленовых способны производить разнообразные белки с защитными функциями, такие как ингибиторы протеаз, полифенолоксидазы и филлопанины [30, 31, 33]. Ингибиторы протеаз снижают эффективность пищеварения вредителей, питающихся листьями, замедляя их развитие. Синтез ингибиторов протеаз и других защитных веществ может быть как постоянным, так и индуцироваться в ответ на поранение вредителем. Полифенолоксидазы представляют собой класс ферментов, которые экспрессируются в ответ на различные повреждающие факторы растений. В частности, они обеспечивают окисление моно-и O-дифенолов до О-дигидрооксихинонов, которые могут связываться с аминокислотами в кишечнике насекомых, тем самым снижая их питательную ценность.

Результаты исследований, посвященных изучению поверхности листовой пластинки представлены в таблице 6 и рисунке 5. 

Таблица 6 – Количество трихом на поверхности листовой пластинки у исследуемых сортов и гибридов картофеля (полужирным выделены статистически значимые отличия от сорта Невский) 
	Сорт/гибрид
	Количество трихом (ворсинок), шт. / см2

	Невский
	197,05±35,33

	Антонина
	452,22±52,22

	Гала
	217,25±51,86

	Каратоп
	199,57±46,41

	Кетский
	164,42±77,09

	Леди Клер
	239,91±80,26

	Луговской
	255,28±41,52

	Накра
	367,65±78,52

	Памяти Рогачева
	283,44±30,15

	Ред Скарлет
	365,90±97,41

	Розара
	76,07±47,41

	Саровский    
	195,18±24,97

	Солнечный
	463,56±89,10

	Юбиляр
	437,01±55,59

	Памяти Рогачева 
	283,44±30,15

	Гибрид C-612-10
	136,59±26,07

	Гибрид С-31-15
	254,07±28,78

	Гибрид С-87-14
	325,53±61,93
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Рисунок 5 – Высечки из листьев картофеля различных сортов 
(фото Кравец А.В.)
Как видно из таблицы 7, в условиях эксперимента не установлено значительной корреляции между параметрами, характеризующими устойчивость сортов картофеля к личинкам колорадского жука и количеством трихом на верхней поверхности листа. Наибольшее положительное значение коэффициента корреляции Пирсона отмечено между выживаемостью личинок и опушенностью. Положительная корреляция не подтверждает указанные и описанные выше результаты исследований (увеличение количества трихом не уменьшает смертность личинок, а наблюдается тенденция к увеличению количества выживших особей).
Таблица 7 – Матрица корреляции между параметрами оценки устойчивости исследованных сортов и гибридов картофеля к личинкам колорадского жука и количеством трихом на листовой пластинке картофеля
	Показатели популяции жука
	Количество трихом, шт./см2

	Выживаемость, %
	0,333

	Изменение веса личинки, %/сутки
	-0,025

	Удельная скорость роста личинки, 1/ч
	-0,028

	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, см2/г час
	-0,147

	Скорость поедания, см2/г веса личинки × час
	-0,036


Ранее нами уже подчеркивалось, что использование показателя выживаемости личинок при питании определенным сортом картофеля (как рекомендует большое количество литературных источников) не может служить единственным адекватным и полноценным признаком, характеризующим резистентность сортов к колорадскому жуку. С остальными приведенными рассчитанными параметрами, характеризующими как пищевую ценность сортов для колорадского жука, так и их пищевую привлекательность отмечены отрицательные корреляции, что согласуется с литературными данными. Однако полученные коэффициенты корреляции незначительны. 
2.3 Определение содержания в экстрактах из листьев растений картофеля, принадлежащих к сортам, отличающимся разным уровнем устойчивости к колорадскому жуку, веществ, обладающих питательной ценностью для жука, как механизм устойчивости к повреждению насекомыми-вредителями

2.3.1 Определение содержания сахаров
Из литературных данных известно об активном участии углеводов в формировании устойчивости картофеля при повреждении колорадским жуком [32, 38]. Повреждение листьев картофеля колорадским жуком приводит к некоторому возрастанию содержания простых углеводов, связанное, видимо, с процессами гидролиза полисахаридов, прежде всего крахмала. 

Определение восстанавливающих сахаров в листьях картофеля проведено по методике (ФС.2.5.0024.15, ГФ 13вып.). 
Согласно данным таблицы 8 уровни восстанавливающих углеводов варьируют в интервале 0,08–2,24%. Наибольшее содержание углеводов свойственно сорту Саровский – 2,24, среднее – Луговскому и гибриду С-87-14 – 1,30 и 1,14% соответственно, наименьшее – Накра и Памяти Рогачева – по 0,08 %.
Таблица 8 – Содержание восстанавливающих сахаров в листьях картофеля

	Сорт/гибрид
	m, г
	V экстракта, мл
	λ, нм
	D
	Среднее содержание, %

	Глюкоза
	0,0107
	50
	470
	0,53
	

	Кетский
	5,2139
	250
	468
	0,17
	0,79

	Луговской
	1,1323
	50
	468
	0,293
	1,30

	Накра
	5,1679
	250
	469
	0,016
	0,08

	Невский
	1,2956
	50
	470
	0,223
	0,86

	Памяти Рогачева
	4,0065
	250
	469
	0,012
	0,08

	Саровский
	2,7912
	100
	471
	0,623
	2,24

	Гибрид C-612-10
	5,0405
	250
	468
	0,127
	0,62

	Гибрид С-87-14
	5,2027
	250
	470
	0,236
	1,14

	Гибрид С-31-15
	5,1396
	250
	466
	0,194
	0,92


Полученные данные о корреляции, представленные в таблице 9 показали, что, несмотря на отсутствие значимости корреляции, наблюдается положительная зависимость между содержанием сахаров и параметрами, описывающими энергетическую ценность сортов для личинок жука (выживаемость, прирост веса), что противоречит приведённым литературным данным. Отрицательная корреляция между содержанием восстанавливающих сахаров и скоростью поедания листовой пластины, показывает, что личинки вынуждены быстрее и в большем объеме потреблять листья картофеля, чтобы набрать вес. 

Таблица 9 Матрица корреляции между параметрами оценки устойчивости сортов и гибридов картофеля к личинкам колорадского жука и содержанием восстанавливающих сахаров в листьях картофеля
	Показатели популяции жука
	Содержание восстанавливающих сахаров, %

	Выживаемость, %
	0,274807

	Изменение веса личинки, %/сутки
	0,155059

	Удельная скорость роста личинки, 1/ч
	0,398583

	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, см2/г ч
	-0,353779

	Скорость поедания, см2/г веса личинки×ч
	-0,259799


Сравнение с литературными данными [32] показало, что максимальные значения этого показателя характерны для нескольких сортов – Слава Брянщины (3,00%), Алый брянский (2,21%) и Дитта (2,18%). При этом в сорте Невский содержится 1,14% сахаров в стадии прорастания надземных органов, 1,04 – в фазу цветения и 0,84% – в стадию увядания, что достаточно близко к результату по одноименному сорту в настоящей работе. Авторы утверждают, что сорт Невский неустойчив к поеданию жуком. 

На рисунке 6 представлены для сравнения УФ-спектры глюкозы, используемой в качестве стандарта, образцов Кетский и Луговской, которые демонстрируют идентичность максимумов поглощения стандарта и образцов после гидролиза с пикриновой кислотой. 
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Рисунок 6 – УФ-спектры растворов стандарта и углеводов сортов 
Кетский и Луговской
Из данных таблицы 8 следует, что для других сортов максимумы поглощения лежат также в области, близкой к глюкозе – 468–471 нм.
2.3.2 Определение содержания полисахаридов в листьях картофеля
Определение полисахаридов в листьях картофеля проводили гравиметрически по методике (ФС.2.5.0032.15, ГФ 13вып.). 
Результаты анализа приведены в таблице 10.
Таблица 10 – Содержание полисахаридов в листьях разных сортов картофеля
	Сорт/

гибрид
	m навески, г
	m1 фильтра, г
	m2 фильтра, г
	Масса осадка, г
	Содержание, %

	Кетский
	5,2139
	0,5093
	0,5167
	0,0074
	3,20

	Луговской
	1,1323
	0,506
	0,5148
	0,0088
	3,50

	Накра
	5,1679
	0,4873
	0,4953
	0,008
	3,49

	Невский
	1,2956
	0,4809
	0,488
	0,0071
	2,47

	Памяти Рогачева
	4,0065
	0,5103
	0,5168
	0,0065
	3,66

	Саровский
	2,7912
	0,5073
	0,5146
	0,0073
	2,36

	Гибрид 
С-612-10
	5,0405
	0,5007
	0,5116
	0,0109
	4,88

	Гибрид 

С-87-14
	5,2027
	0,5122
	0,5191
	0,0069
	2,99

	Гибрид 

С-31-15
	5,1396
	0,5004
	0,5075
	0,0071
	3,11


Содержание полисахаридов в исследованных сортах колеблется в интервале 2,36–4,88 %. Максимальное количество свойственно гибриду С-612-10, минимальное – сорту Саровский. 
Как видно из таблицы 11 значительных корреляций между показателями роста популяции личинки жука и содержанием в листьях картофеля полисахаридов не отмечено. Положительная корреляция между содержанием полисахаридов и скоростью поедания листьев личинками жука, отрицательная – между содержанием полисахаридов и параметрами набора веса. 

Таблица 11 – Матрица корреляции между параметрами оценки устойчивости сортов и гибридов картофеля к личинкам колорадского жука и содержанием полисахаридов в листьях картофеля
	Показатели популяции жука
	Содержание полисахаридов, %

	Выживаемость, %
	-0,009785

	Изменение веса личинки, %/сутки
	-0,162010

	Удельная скорость роста личинки, 1/ч
	-0,340113

	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, см2/г×час
	0,361103

	Скорость поедания, см2/г веса личинки×час
	0,104819


Подобные закономерности обусловлены низкой доступностью полисахаридов для личинки жука в качестве энергетического субстрата, что препятствует активному набору веса. В свою очередь это определяет необходимость увеличения пищевой активности.
2.3.3 Определение содержания белка в листьях картофеля
Определение белка в листьях картофеля проводили по методике (ГОСТ 13496.4-93). Результаты анализа листьев картофеля различных сортов и гибридов приведены в таблице 12.
Таблица 12 – Содержание сырого протеина в листьях растений изучаемых сортов и гибридов картофеля
	Сорт/гибрид
	Содержание сырого протеина, %

	Кетский
	24,81

	Луговской
	30,94

	Накра
	25,88

	Невский
	27,44

	Памяти Рогачева
	23,75

	Саровский
	19,50

	Гибрид С-612-10
	24,50

	Гибрид С-87-14
	27,50

	Гибрид С-31-15
	26,69


Содержание сырого протеина в исследованных сортах картофеля варьирует в диапазоне от 19,50% до 30,94%. Максимальное содержание протеина в листьях было отмечено у сорта Луговской, а минимальное – у сорта Саровский.
В таблице 13 представлены данные о корреляции между параметрами, характеризующими устойчивость сортов и гибридов картофеля к личинкам колорадского жука, с содержанием в них сырого протеина.
Таблица 13 – Матрица корреляции между параметрами оценки устойчивости сортов и гибридов картофеля к личинкам колорадского жука и содержанием сырого протеина в листьях картофеля
	Показатели популяции жука
	Содержание сырого протеина, %

	Выживаемость, %
	-0,095996

	Изменение веса личинки, %/сутки
	0,119044

	Удельная скорость роста личинки, 1/ч
	0,309782

	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, см2/г×ч
	-0,203911

	Скорость поедания, см2/г веса личинки×ч
	-0,161514


Полученные коэффициенты корреляции показывают, что между содержанием сырого протеины в листьях картофеля и параметрами, определяющими устойчивость сортов к личинкам колорадского жука, не наблюдается высокой статистической корреляции. Наибольший положительный коэффициент корреляции наблюдается между содержанием белков и удельной скоростью роста личинок (0,31), что логично, белок является необходимым компонентом пищи для насекомых.
3 ОЦЕНКА СТЕПЕНИ ПОДАВЛЕНИЯ ТЕСТ-ОБЪЕКТОВ, НАИБОЛЕЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ К ТОКСИЧНЫМ И РЕПЕЛЛЕНТНЫМ ВЕЩЕСТВАМ, ЭКСТРАКТАМИ ИЗ ЛИСТЬЕВ КАРТОФЕЛЯ

Биологическое тестирование – это качественная оценка объектов окружающей среды (вода, почва и пр.), основанная на ответных реакциях живых организмов (тест-объектах). При проведении таких тестов предполагается использование тест-объектов биологического происхождения в обязательно полностью контролируемых условиях (лабораторных) для оценки действия токсических факторов на организм в целом или на нарушение определенных его функций. Биологическое тестирование дает возможность быстрого получения интегральной оценки токсичности в конкретный момент времени. Биотестирование проходит на молекулярном уровне, уровне клетки или организма, и характеризует возможные последствия загрязнения [39]. Это подтверждает разнообразие используемых тест-организмов как целостных систем или изолированных органов, тканей (в биомедицинских исследованиях), эмбрионов (например, моллюсков), клеток (например, половых клеток млекопитающих) [40]. 

Тест-объекты – это хорошо изученные высокочувствительные организмы, широко представленные в определенных географических зонах, доступные для сбора, удобные для содержания и культивирования в лаборатории. При выборе объекта нельзя сопоставить использование простейших организмов с многоклеточными. Это объясняется различием ответных реакции на разных уровнях организации при одних и тех же изменениях в среде. Если не учитывать такие особенности индивидуально, то трактовка полученных результатов может оказаться неверной и привести к ошибочным выводам. Поэтому специалистами предлагаются новые подходы к выбору организмов, участвующих в биотестах на основе психо-поведенческих, физиологических и эволюционных особенностях [41].

Важнейшее условие правильного проведения биотестирования ​– использование генетически однородной лабораторной культуры. Их содержание должно соблюдать специальные, оговоренные стандартами условия, обеспечивающие необходимую сходимость и повторную воспроизводимость результатов исследований, а также максимальную чувствительность к токсическим веществам. Простота реализации процесса культивирования с использованием определенных тест-объектов позволяет говорить о доступности постановки экспериментов, как в лабораторных, так и в полевых условиях [42].
Основа подобных методик – сравнение тестируемых образцов с контрольными пробами в течение определенного времени. Такие тестирования можно разделить на экспериментальные (6–24 ч), оценку острой токсичности воздействия (несколько суток), оценку хронической токсичности (7–10 суток) и прогноз отдаленных последствий (несколько недель). Острую токсичность используют для получения экспресс- информации о токсичности исследуемого вещества, а хроническую для выявления долговременного токсического эффекта, в частности, для малых и ультрамалых концентраций [41]. 
Для характеристики отклика объекта на повреждающее действие среды используют критерий токсичности (toxicity criterion) – тест-функцию. Это жизненная функция, используемая в биотестировании, для характеристики отклика тест-объекта на повреждающее действие среды. Для инфузорий, ракообразных, моллюсков, рыб, насекомых – выживаемость (смертность), их плодовитость. Для растений – энергия прорастания семян, длина первичного корня. Для культур одноклеточных водорослей тест-функция определяется гибелью клеток, изменением численности клеток в культуре, средней скоростью роста культуры, фотосинтетическими характеристиками клеток (их функционированием), содержанием пигментных веществ [40]. 

Оценивая при помощи биотестирования уровень токсичности в качестве химико-аналитического комплекса, можно выделить следующие достоинства:

1.
тест-объекты имеют широкий спектр чувствительности и реагирует на слабые дозы вредного воздействия;

2.
биотест суммирует воздействие всех биологически вредных факторов без исключения, включая как химические, так и физические воздействия;

3.
полученные данные достоверно отражают изменение состояния окружающей среды, благодаря которым можно проследить тенденцию на дальнейшее развитие ситуации [41], но некоторые тест-объекты являются нечувствительными к определенным веществам, поэтому для их выбора существуют определенные правила по их использованию. 
Для достижения наибольшей эффективности использования методик биотестирования тест-организмы подбираются по следующим критериям:

• методики должны быть стандартизированы
и легко воспроизводиться в лабораторных условиях;

• биотесты должны обладать высокой чувствительностью и иметь широкий спектр применения, быть универсальными;

• при проведении теста не должно допускаться загрязнение окружающей среды;

• временной промежуток от начала и до обработки полученных данных не должен превышать пяти суток;

• материальные затраты на проведение должны быть низкими, учитывается себестоимость материалов, реактивов и оборудования, так же, они должны быть легкодоступны.

По оперативности биотестирование превосходит оценку качества традиционными подходами к контролю состояния окружающей среды. Данные методы находятся в постоянном совершенствовании, предлагая новые подходы и аппаратуру для постановки экспериментов, проводится аттестация и их патентование [41].

Оценка роста культуры Chlorella vulgaris Beijer на среде с добавлением вытяжек из листьев разных сортов и гибридов картофеля

Биотестирование предполагает использование различных гидробионтов. Водоросли, микроорганизмы, беспозвоночные, рыбы способны выполнять роль тест-объектов. Микроводоросли стоят на значимом месте в водных экосистемах, играя роль основных производителей и являющиеся основным звеном многих пищевых цепей, поэтому отслеживание влияния токсикантов на них имеет такое большое значение. Методы с использованием в биотестировании культур водорослей принято называть альготестированием. Основаны такие методики на измерении отклонений определенных характеристик культуры (тест-функции) в опыте по отношению к контролю. Микроводоросли способны проявлять чувствительность к токсинам различных групп [40].

Среди всех видов организмов-биотестеров микроводоросли используются абсолютно во всех лабораториях по биотестированию. Широкое распространение хлореллы как одноклеточной модели в экотоксикологических исследованиях, а также для изучения и регуляции фотосинтеза, обусловлено небольшими размерами клеток, высокой скоростью воспроизведения и простоте поддержания репродукции культуры. Чувствительность водорослей к гербицидам открывает новые возможности для проведения токсикологических тестов на ксенобиотики, чужеродные вещества. Метод испытаний, основанный на скорости и простоте, обеспечивает легкое обнаружение концентрации сублетальных, летальных и максимально недействующих концентраций веществ [43]. 
В каждом растении присутствует широкий набор фенольных соединений, которые выполняют защитную функцию. Их участие в различных стадиях взаимодействия растение-хозяина с вредителем определяется специфическим действием для обоих. Зависимость между содержанием защитных веществ и устойчивостью растений вызывает большой интерес. Известно, что ярко выраженное фитонцидное действие проявляется сразу или в течении определенного промежутка времени, которое необходимо для ответной реакции слабо токсичных соединений. Соединения начинают свою аккумуляцию в ответ на разнообразные травмы растительных тканей, образуются они в здоровых клетках, которые находятся рядом с поврежденным участкам. Затем перемещаются в некротизированные ткани, где накапливаются в токсических для паразита концентрациях. Измерение токсичности этих соединений проводят не только с помощью культур патогенов, паразитирующих на изучаемом виде, но и посредством других биологических организмов. Становится возможным определение устойчивости картофеля на основе регистрации фитотоксического эффекта клеточного сока на микроводорослевый тест- организм [44]. 
В работе А.С. Прокушина (1999) описана возможность использования одноклеточной зеленой водоросли в качестве тест-объекта для оценки защитного потенциала растений [45]. Метод оценки представляет собой выделение клеточного сока из клубней картофеля и процедуру внесения тест-культуры водоросли. Выбор именно клубней для получения тестируемых вытяжек основывался на значимости культуры в период покоящегося состояния при закладке на хранение. Показатели на спектрофотометре и отражают зависимость плотности суспензии хлореллы и замедленной флуоресценции. Чем плотнее суспензия, тем выход замедленной флуоресценции закономерно возрастает. В связи с сортовыми особенностями фитоиммунитета картофеля, целью проведенных экспериментов было определение возможности использования водорослевого биотеста для оценки устойчивости клубней определенных сортов.

Посредством различных химических соединений растения способны влиять друг на друга в аллелопатических взаимодействиях, сдерживая фитофагов. Поэтому использование одного из широко применяемых в биотестировании объектов – хлореллы, в качестве тест-организма защитного потенциала растений, оправдано. Сам жизненный цикл, длительностью в 18–22 ч, позволяет в короткие сроки провести оценку содержания угнетающих ее рост веществ [42].
Для оценки влияния вытяжек их листьев различных сортов картофеля на культуру хлореллы, проводили эксперименты, в ходе которых водоросль культивировали на специализированном многокюветном культиваторе (КВМ-05) в пенициллиновых флаконах. Контролем являлись флаконы с 9 мл используемой среды для роста микроводоросли (50% Тамия) и 1 мл размноженной культуры хлореллы без добавления вытяжек. В опытных вариантах приготовлялись вытяжки листьев картофеля в культивационной среде, разбавлялись средой в соотношении 1:50 и добавлялись во флаконы для культивирования хлореллы (9 мл), засевались таким же объемом маточной культуры водоросли, что и в контроле (1 мл). Измерения оптической плотности культуры водоросли в контрольных и опытных флаконах проводили каждые 24 ч в течение 5 дней.

Оптическая плотность суспензии водоросли регистрировалась с помощью измерителя оптической плотности хлореллы ИПС-03.

Несмотря на то, что полученные экспериментальные данные о динамике роста суспензии хлореллы описывались стандартной S-образной (логистической) кривой, характеризующей рост всех микроорганизмов в периодическом культивировании, ГОСТ Р 54496-2011 предполагает линейный расчет скорости роста культуры.

Нами выполнены вычисления как регламентированной линейной скорости роста суспензиальной культуры водоросли (r), так и стандартной для микробиологических и биотехнологических динамических процессов удельной скорости роста по логистической кривой (b).
Расчёт линейных скоростей роста (рисунок 7) суспензии культуры хлореллы проведён с использованием метода линейной регрессии, для расчета удельных скоростей использован метод нелинейной регрессии.
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Рисунок 7 – Динамика изменения оптической плотности культуры Сhlorella vulgaris в процессе культивирования на среде Тамия с добавлением экстрактов, полученных из листьев исследованных сортов картофеля при расчете линейных скоростей роста культуры

Примечание: точками представлены экспериментально полученные данные, в виде линии – теоретически рассчитанная прямая. Вытяжка из листьев картофеля сорта: 1 – Накра, 2 – Кетский, 3 – Гала, 4 – Юбиляр
Данные, представленные на рисунке 7, демонстрируют разный угол наклона прямых, который отображает значение линейной скорости роста суспензиальной плотности хлореллы. Из приведенных на рисунке для примера изменений динамики численности клеток хлореллы вариантов роста, наибольший угол наклона (наибольшая скорость роста) характерна для суспензии с добавлением вытяжки сорта картофеля Кетский, а наименьший – Юбиляр.
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Рисунок 8 – Изменение оптической плотности культуры Сhlorella vulgaris при ее росте на питательной среде с добавлением вытяжки из листьев картофеля сорта Луговской 

Примечание: – точками представлены экспериментально полученные данные, в виде линии – теоретически рассчитанная прямая

Из рисунка 8 видно высокое соответствие экспериментально полученным данным теоретически рассчитанной кривой (коэффициент корреляции свыше 0,99), что выше соответствия экспериментальных данных линии, полученной в линейной регрессии, а значит, данный метод расчета удельной скорости роста больше соответствует наблюдаемой в эксперименте динамике.

ГОСТ регламентирует описание и градации токсичности проб по отклонению значений, характеризующих суспензию хлореллы, в опытных флаконах от контрольных по следующим параметрам: 1. острая токсичность (24 ч); 2. хроническая токсичность (72 ч); 3. скорость линейного роста. Для определения токсичности проб (таблица 14) использовалась следующая шкала: нетоксичная – отклонение оптической плотности от контрольных значений до 10% (включительно), слаботоксичная – от 10 до 25%, малотоксичная – от 25 до 35%, среднетоксичная – от 35 до 50%, высокотоксичная – от 50 до 100%. 
Таблица 14 – Влияние водных экстрактов из листьев картофеля исследованных сортов, добавленных в среду культивирования хлореллы, на параметры роста хлореллы и их отклонение от контроля 
	Сорт/Гибрид
	Отклонение от контроля при острой токсичности (24 ч), %
	Отклонение от контроля при хронической токсичности (72 ч), %
	Отклонение от контроля по линейной скорости роста, % / токсичность
	Отклонение от контроля по удельной скорости роста, % / токсичность

	Антонина
	28,6/
малотоксичная
	26,7/ малотоксичная
	13,3/
слаботоксичная
	0,0/
нетоксичная

	Гала
	39,6/
слаботоксичная
	25,7/ малотоксичная
	31,1/
среднетоксичная
	0,0/
нетоксичная

	Каратоп
	26,8/
	37,6/
	20,0/
	77,8/

	
	малотоксичная
	высокотоксичная
	слаботоксичная
	высокотоксичная

	Кетский
	29,6/
малотоксичная
	50,4/
высокотоксичная
	248,9 /
высокотоксичная
	277,8/
высокотоксичная

	Леди Клэр
	23,1/
слаботоксичная
	29,9/ малотоксичная
	40,0/
среднетоксичная
	22,2/ слаботоксичная

	Луговской
	0,3/ нетоксичная
	1,9/ 
нетоксичная
	ид/
слаботоксичная
	33,3/
среднетоксичная

	Накра
	31,3/
малотоксичная
	28,5/ малотоксичная
	20,0/
слаботоксичная
	155,6/
высокотоксичная

	Невский
	8,9/ нетоксичная
	47,7/
среднетоксичная
	240,0/
высокотоксичная
	33,3/
среднетоксичная

	Норымская
ночка
(С-612-10)
	18,5/
слаботоксичная
	17,9/
слаботоксичная
	13,3/ нетоксичная
	0,0/
нетоксичная

	Памяти Рогачева
	0,0/ нетоксичная
	33,4/ малотоксичная
	21,8/
слаботоксичная
	66,7/
высокотоксичная

	Розара
	25,8/
малотоксичная
	83,3/
высокотоксичная
	4,4/ 
нетоксичная
	77,8/
высокотоксичная

	Рэд Скарлет
	42,9/
среднетоксична
	35,7/
среднетоксичная
	22,2/
слаботоксичная
	55,6/
высокотоксичная

	Саровский
	12,7/
слаботоксичная
	16,9/
слаботоксичная
	20,0/
слаботоксичная
	22,2 / слаботоксичная

	Солнечный
	25,8/
малотоксичная
	37,6/
среднетоксичная
	24,4/
слаботоксичная
	77,8/
высокотоксичная

	Юбиляр
	30,0/
малотоксичная
	8,7/ 
нетоксичная
	28,8/
среднетоксичная
	22,2/ слаботоксичная

	С-31-15
	28,2/
малотоксичная
	35,3/
среднетоксичная
	42,2/
среднетоксичная
	22,2/ слаботоксичная

	С-87-14
	39,4/
среднетоксична
	50,2/
высокотоксичня
	26,7/
среднетоксичная
	22,2/ слаботоксичная

	Примечание – полужирным шрифтом выделены статистически значимые параметры


Из представленной таблицы видно, что отклонение от контроля при анализе хронической токсичности показало, что высокотоксичными сортами для хлореллы являются Кетский, и гибрид С-87-14, а значения острой токсичности не показали значимых результатов.

При анализе линейной скорости роста суспензии высокотоксичными сортами являются Кетский и Невский, на основании данных по удельной скорости роста к высокотоксичным можно отнести сорта: Кетский, Накра, Памяти Рогачева. Так, высокотоксичными сортами картофеля по линейной и нелинейной регрессии для культуры одноклеточной водоросли являются Кетский, Накра, Памяти Рогачева и гибрид С-87-14. Показатель параметра чувствительности около 50% совпадают с хронической токсичностью.

4 ОЦЕНКА ПИЩЕВОЙ ПРИВЛЕКАТЕЛЬНОСТИ ЛИСТЬЕВ РАЗНЫХ СОРТОВ КАРТОФЕЛЯ ДЛЯ КОЛОРАДСКОГО ЖУКА
Колорадский жук вызывает до 30–50% потерь урожая [31]. По уровню численности и вредоносности колорадского жука относят к числу супердоминантных вредоносных видов насекомых [3, 18, 46] и его цикл развития тесно связан с циклом развития растений, так как они имеют общую родину, где проходила сопряженная эволюция растения-хозяина и насекомого-вредителя. Такие биологические особенности колорадского жука, как высокая численность, плодовитость, наличие многолетней диапаузы имаго в почве, способность к расселению различными путями, затрудняют контроль численности вида на пасленовых культурах. Ситуация осложняется и способностью вредителя к быстрому формированию резистентных популяций. Потери урожая в результате вредоносности данного листоеда достигают значительных размеров: на стадии личинки, длящейся около 16 суток, может быть уничтожено ~35 см2 листовой поверхности, или 780 мг корма, из них около 90% – в III–IV возрасте личинок [46]. Поэтому очень важно определить мероприятия по ограничению вредоносности фитофага [47]. Получение высоких и устойчивых урожаев пасленовых культур невозможно без их защиты от жука. На борьбу с ним приходится около 100% объема защитных мероприятий против всех вредителей картофеля. Подсчитано, что проводимые мероприятия по защите растений позволяют сохранить 10–11 млн т картофеля, в том числе при защите от колорадского жука 1 млн т [48].

Изучение особенностей роста и развития данных насекомых позволит разработать эффективные меры контроля их численности и способы снижения вредоносности. 

Взрослые особи (имаго) зимуют, закапываясь в почву на глубину 20–50 см. Весной жуки выходят на поверхность и начинают питаться всходами и активно спариваться. Если самки успели спариться осенью, до наступления зимнего покоя, то весной они могут сразу начать откладывать яйца. Самки откладывают яйца группами (приблизительно до 40 яиц) на нижнюю сторону листа. Плодовитость самки имеет достаточно большой диапазон, а именно: от 400 до 1000 яиц. Через 7–14 дней из яиц появляются личинки [9]. 

Личинки развиваются от 16 до 34 дней. За время онтогенеза личинки линяют три раза и проходят четыре возраста. Личинки способны уничтожить все листья растения, если их численности достигает 20–30 особей на одном растении. Закончив свое питание, уходят в почву на глубину от 5 до 30 см, где через 5–6 дней окукливаются. Через 1–2 недели куколка превращается в жука, который через 13–16 дней вновь может откладывать яйца. 

Молодые особи нового поколения питаются в интенсивном режиме в течение 6–20 дней для формирования жирового тела, необходимого им для перезимовки. Затем они могут либо сначала спариваться и откладывать яйца, либо незамедлительно уйти в почву в диапаузу. 

Зимующие жуки в почве не промерзают, а находятся в охлажденном состоянии и в таком состоянии они долгое время выдерживают температуру от -4 до -7 °С. 

Продолжительность жизни взрослых жуков может варьировать от одного до четырех лет, но в среднем составляет один год. Численность вредителя напрямую зависит от климата местности, погодных условий сезона, вида и сорта растения-хозяина, активности энтомопатогенов и энтомофагов [49].
Такие биологические особенности колорадского жука, как высокая численность, плодовитость, наличие многолетней диапаузы имаго в почве, способность к расселению различными путями, осложняют контроль численности вида на пасленовых культурах. Ситуация осложняется и способностью вредителя к быстрому формированию резистентных популяций. 
Благодаря высокой экологической пластичности, популяционной изменчивости, жук достиг исключительного биоценотического прогресса, выразившегося в формировании обширного видового ареала, стабилизация которого еще не наступила. На современном этапе ареал вредителя в Российской Федерации окончательно не сформировался и постоянно расширяется [3, 18, 31, 50].
Информация об устойчивости разных сортов картофеля к колорадскому жуку довольно широко представлена в различных отечественных и зарубежных источниках. Однако в основном эта информация представляет собой простой перечень сортов, культивируемых в конкретных регионах. Так, например, исследователи из Всероссийского института защиты растений показали, что среди сортов раннеспелой группы, рекомендованных Госреестром селекционных достижений РФ для Северо-Западного региона России, устойчивы к колорадскому жуку по комплексу показателей Алый парус, Елизавета, Ладожский, Лига, Радонежский, Санте, Свитанок киевский, Холмогорский, а среди сортов среднепоздней группы – Виктория, Гала, Наяда, Петербургский, Раменский, Рябинушка, Русская красавица, Сиреневый туман, Сифра. При этом такие сорта картофеля как Невский, Луговской, Латона, Аврора, Чародей относятся к наиболее заселяемым и повреждаемым колорадским жуком [51].
Ученые из Тюмени доказали, что сорт Невский отличается значительной неустойчивостью к повреждениям колорадским жуком, тогда как в перечень устойчивых можно отнести сорта Каменский, Зарево, Брянский деликатес, Пересвет, Брянский надежный и Ласунак [52]. 

По данным новосибирских исследователей, если основываться на показателях потерь урожая вследствие повреждения колорадским жуком, сорта Невский и Луговской относятся к неустойчивым [53]. Неустойчивость сорта Луговской к колорадскому жуку также подтвердили специалисты из Краснодара [54].
Сотрудники Великолукской государственной сельскохозяйственной станции сообщили, что к числу высокоустойчивых и устойчивых к колорадскому жуку сортов можно отнести раннеспелые сорта: Памяти Осиповой, Бонус и Изора, из среднеранних – Вдохновение, Сударыня, Нептун, Дина, Виктория и Рябинушка, из средне- и позднеспелых – Скарб и Ладожский. К числу слабоустойчивых относятся среди раннеспелых сортов Лига, Холмогорский, Снегирь, Латона и Дерби, из числа среднеранних – Добрыня, Радонежский, Рождественский, Одиссей и Невский, среди средне- и позднеспелых – Аврора, Рокко, Петербургский и Луговской. Неустойчивыми и восприимчивыми сортами оказались раннеспелый Пушкинец, а также среднеранние Загадка Питера, Елизавета, Чародей и Детскосельский [55].
Для проведения оценки поедаемости сортов картофеля и их питательной ценности использовалась лабораторная культура колорадского жука, прошедшая два полных жизненных цикла в условиях технобиоценоза и адаптированная к условиям проведения экспериментов. 

Выбор лабораторной культуры как объекта исследования объясняется однородностью генетических, морфологических, физиологических и других показателей жизнеспособности популяции. Использование однородной популяции, выращенной на одной и той же кормовой базе, позволяет избежать при проведении оценки ошибок в интерпретации результатов, связанных с разным уровнем жизнеспособности популяций личинок жука, полученных при сборах в природе. К ошибкам можно отнести не только разную начальную жизнеспособность личинок, связанную с разным количеством питательных компонентов яйца, в свою очередь, зависящую от питательной базы материнской особи, но и такие существенные характеристики, как скрытая пораженность личинок жука в естественных биоценозах возбудителями заболеваний или наличие остаточных пестицидов, с которыми могли столкнуться материнские особи, отложившие яйцекладки, из которых вышли личинки (сублетальные дозы).

Выращивание всех кормовых растений (картофель разных сортов и гибриды) проводилось в равных нормализованных условиях. 
Для проведения оценки поедаемости сортов картофеля и их питательной ценности использовалась лабораторная культура колорадского жука третьего поколения технобиоценоза и адаптированная к условиям проведения экспериментов. 
Эксперимент с личинками жука проводили в климатостате В-2 (г. Красноярск, Россия) с контролируемыми условиями окружающей среды: температура – 25 °С, влажность – 80%, интенсивность освещения 2500 лк, фотопериод 16/8 ч (день/ночь).

В одном контейнере содержали 10 личинок третьего возраста. Кормление проводили раз в сутки свежесорванными листьями, собранными со среднего яруса растений. Для предотвращения увядания листьев, их черешки заворачивали в увлажненную дистиллированной водой вату, которая дополнительно оборачивалась калькой. На один контейнер на одно кормление приходилось по 5–10 листьев в зависимости от их размера. Нормализацию количества корма на кормление корма проводили по сырой биомассе листьев (около 20 г). Эксперимент поставлен в 6-ти повторностях относительно каждого варианта. 

Ежедневно в эксперименте проводили учет количества погибших личинок (в случае гибели проводили замена на новые особи того же возраста, биомассы и размера), их биомассы, а также фиксировали площадь кормовых листьев путем фотографирования. На рисунке 9 представлены фотоснимки динамики объедания листа картофеля личинками колорадского жука, полученные при фиксировании результатов эксперимента, на примере сорта Кетский. 
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Рисунок 9 – Лист картофеля сорта Кетский в процессе поедания личинками колорадского жука (Фото Т.И. Зюбановой):

1 – начало эксперимента, 2 – 1 сутки, 3 – 2 суток, 4 – 3 суток
Площадь листовой пластинки рассчитывали с использованием программы с открытым исходным кодом, распространяемой без лицензионных ограничений ImageJ.

На основании полученных ежедневных фотографий листьев картофеля до и после поедания личинками рассчитаны скорости поедания листьев картофеля одной особью. На основании данных об изменении биомассы личинок жука рассчитаны удельные скорости прироста, на основании количества погибших личинок – выживаемость. 

Анализ полученных результатов позволил выявить наиболее чувствительные динамические показатели, описывающие устойчивость растений картофеля к личинкам колорадского жука, которые отображены в таблице 15.
Выживаемость личинок при питании растениями тем или иным сортом является наиболее значимым показателем резистентности растений. Устойчивыми к колорадскому жуку следует считать лишь сорта, обладающие защитными механизмами с прямым негативным воздействием на популяции жука, способными в значительной степени снижать плодовитость взрослых особей, а также увеличивать смертность личинок. К повышению смертности личинок и снижению жизнеспособности популяции вредителя могут приводить наличие в тканях растений гидролитических ферментов, повышенные содержание токсичных и репеллентных физиологически активных веществ. Для картофеля описан целый ряд видоспецифичных гликоалкалоидов, проявляющих инсектицидную активность [4].
Таблица 15 – Параметры оценки устойчивости сортов и гибридов картофеля к личинкам колорадского жука в эксперименте 
	Сорт/гибрид
	Выживае-мость, %
	Изменение веса личинки, %/сутки
	Удельная скорость роста личинки, 1/ч
	Скорость поедания на 1 г прироста личинок, см2/г×ч
	Скорость поедания, см2/г веса личинки×ч

	Накра
	90
	0,613
	0,020
	18,13
	6,44

	Леди Клэр
	100
	0,557
	0,014
	11,18
	2,62

	Гибрид С-612-10
	90
	0,555
	0,014
	14,68
	3,65

	Гибрид С-31-15
	100
	0,51
	0,009
	1,56
	1,65

	
	
	
	
	
	

	Антонина
	100
	0,652
	0,024
	5,77
	2,53

	Каратоп
	100
	0,615
	0,020
	10,38
	4,73

	Кетский
	80
	0,744
	0,021
	7,75
	2,38

	Невский
	85
	0,602
	0,024
	10,43
	3,16

	Ред Скарлетт
	90
	0,698
	0,021
	9,94
	3,36

	Розара
	80
	0,682
	0,027
	7,01
	2,36

	Саровский
	100
	0,664
	0,025
	10,21
	3,8

	Солнечный
	90
	0,638
	0,022
	3,56
	1,21

	Юбиляр
	80
	0,638
	0,022
	7,82
	2,71

	Гибрид С-84-14
	90
	0,693
	0,026
	9,43
	3,89

	
	
	
	
	
	

	Гала
	100
	0,8
	0,038
	4,74
	2,11

	Луговской
	100
	0,761
	0,034
	7,75
	2,74

	Памяти Рогачева
	100
	0,71
	0,020
	9,87
	3,09


Полученные нами данные о выживаемости личинок показывают, что все использованные в тесте гибриды и сорта картофеля не оказывают значительного влияния на выживаемость личинок третьего–четвертого возраста. На протяжении всего эксперимента выживаемость личинок находилась в пределах 80–100%. Несмотря на достаточно небольшую вариацию полученные данные были разделены нами на группы, описывающие наличие или отсутствие резистентности растений. Здесь и далее нами были предприняты попытки разделения растений при анализе каждого параметра на три группы: устойчивые (выделены синим цветом), среднеустойчивые (выделены зеленым цветом) и неустойчивые (коричнево-оранжевые цвета) сортов. Группировка проведена с использованием дисперсионного анализа в программе Statsoft STATISTICA for Windows 8.0. 

Вариация данных для параметра выживаемости личинок колорадского жука для I группы (устойчивых) сортов и гибридов находилась на уровне 75–80 %, для II группы (среднеустойчивых) – 81–95 %, для III группы (неустойчивых) – 96–100%. 

Исходя их литературных данных об оценке устойчивости разных сортов и гибридов картофеля к колорадскому жуку [49–53] эталонно неустойчивым вариантом считаются растения картофеля сорта Невский. В нашем эксперименте выживаемость личинок при питании эталонным неустойчивым сортом находилась на уровне 85%, что в целом говорит о том, что использование только данных по выживаемости личинок не позволяет провести ранжирование сортов, широко распространенных для культивирования в Томской области, а также перспективных для селекции гибридов по резистентности к колорадскому жуку. Согласно анализу только этого параметра, все рассмотренные сорта и гибриды следовало бы отнести к неустойчивым сортам.

Расчет таких параметров, как изменение веса личинки при поедании картофеля разных сортов, а также удельной скорости роста личинки, позволил оценить их влияние на динамические показатели роста популяции колорадского жука. Согласно полученным данным, для I группы (устойчивых) сортов и гибридов показатели суточного прироста веса личинки находилась на уровне 0,5–0,6 %/сутки, а удельной скорости роста – 0,01–0,002 ч-1, для II группы (среднеустойчивых) – 0,61–0,7 %/сутки и 0,021–0,030 ч-1, для III группы (неустойчивых) – 0,71–0,8 %/сутки и 0,031–0,040 ч-1 соответственно.

Данные расчета такого динамического параметра, как скорость поедания листовой поверхности картофеля личинками колорадского жука, дает возможность оценки повреждаемости растений данным вредителем. Для I группы (устойчивых) сортов и гибридов данный показатель находился на уровне 1,0–2,0 см2/г веса личинки × час, для II группы (среднеустойчивых) – 2,1–3,0 см2/г веса личинки × час, для III группы (неустойчивых) – свыше 3,1 см2/г веса личинки × час.

Скорость поедания на 1 г прироста личинок позволяет оценить питательную ценность сортов и гибридов картофеля для личинок колорадского жука, а именно, показывает сколько листовой поверхности нужно потребить личинкам для прироста 1 г собственного веса, и может служить косвенным показателем «калорийности» сортов и гибридов для вредителя. Данный параметр является комплексным, учитывающим как динамику роста популяции жука, так и скорость поедания листовой поверхности отдельными особями. Согласно полученным экспериментальным данным, для I группы (устойчивых) сортов и гибридов данный показатель находился на уровне 12,1–20,0 см2/г×час, для II группы (среднеустойчивых) – 6,1–12,0 см2/г×час, для III группы (неустойчивых) – свыше 2,0–6,0 см2/г×час.

Комплексный анализ полученных экспериментальных данных и рассчитанных динамических параметров позволил разделить все изученные сорта и гибриды картофеля на три группы: устойчивых, среднеустойчивых и неустойчивых сортов. В таблице 15 они выделены соответствующими цветами и отделены друг от друга черной строчкой. 
Следует отметить, что если опираться на указанные сведения о неустойчивости сорта Невский и использовать его в качестве эталонного неустойчивого варианта для наших данных, то практически все проанализированные сорта и гибриды, используемые для выращивания в Томской обрасти, следует отнести к группе неустойчивых. Однако, найденные нами литературные данные об оценке сортов картофеля к колорадскому жуку представляют собой сведения, полученные для европейской части нашей страны. Анализ при этом проводится с использованием особей местной популяции колорадского жука, растения выращиваются в соответствующих почвенных и климатических условиях и т.д. По нашему мнению, использование «местной» популяции колорадского жука и условия выращивания картофеля в Томской области позволяют не полностью опираться на указанные литературные сведения, а, с учетом, полученных нами данных, отнести сорт Невский в группу среднеустойчивых в нашем регионе сортов. 

Таким образом, в группу устойчивых к колорадскому жуку сортов картофеля нами были отнесены Накра и Леди Клэр, в группу среднеустойчивых, кроме сорта Невский, также вошли Антонина, Каротоп, Кетский, Ред Скарлетт, Розара, Саровский, Солнечный, Юбиляр, а к неустойчивым сортам отнесены Гала, Луговской и Памяти Рогачева. 

Анализ устойчивости гибридов, перспективных для дальнейшей селекции, показал, что гибриды С-612-10 (Нарымская ночка) и С-31-15 можно отнести к группе устойчивых сортов, а гибрид С-84-14 к среднеустойчивым.
5 СОПОСТАВЛЕНИЕ ДАННЫХ О ДИНАМИКЕ ПОЕДАНИЯ ЛИЧИНКОЙ КОЛОРАДСКОГО ЖУКА ЛИСТЬЕВ РАЗНЫХ СОРТОВ КАРТОФЕЛЯ С ДАННЫМИ БИОТЕСТИРОВАНИЯ И СОДЕРЖАНИЕМ В ЛИСТЬЯХ ОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ
На основании данных о параметрах, описывающих рост суспензии культуры хлореллы на среде с добавлением листовых вытяжек разных сортов и гибридов картофеля, нами проведен корреляционный анализ и расчет коэффициентов корреляции с вычисленными и приведенными выше параметрами, описывающими устойчивость тех же сортов и гибридов к колорадскому жуку.

На рисунке 10 на примере корреляции оптической плотности хлореллы через 24 ч эксперимента и удельной скорости роста личинки колорадского жука представлено нахождение коэффициентов линейной регрессии Пирсона (на рисунке – r).
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Рисунок 10 – Корреляция удельной скорости роста личинок колорадского жука и оптической плотности культуры хлореллы через 24 часа культивирования
Значения вычисленных коэффициентов корреляции представлены в таблице 16 в виде матрицы корреляции параметров роста хлореллы и оценки устойчивости картофеля к личинкам колорадского жука.

Таблица 16 – Матрица корреляции параметров роста культуры хлореллы и оценки устойчивости картофеля к колорадскому жуку

	
	D24
	D72
	r
	b
	Выжива-​
емость
	Изменение веса личинок
	Удельная скорость роста личинки
	Скорость поедания
	Скорость поедания на 1 г прироста  личинок

	D24
	1,00
	0,69
	0,08
	0,14
	0,11
	0,45
	0,49
	0,01
	-0,08

	D72
	0,69
	1,00
	-0,07
	0,26
	-0,07
	0,16
	0,22
	0,10
	-0,05

	r
	0,08
	-0,07
	1,00
	0,64
	-0,53
	0,21
	0,17
	-0,05
	0,02

	b
	0,14
	0,26
	0,64
	1,00
	-0,66
	0,13
	-0,05
	0,16
	0,15

	Выживаемость
	0,11
	-0,07
	-0,53
	-0,66
	1,00
	-0,04
	0,01
	0,02
	-0,12

	Изменение веса личинок
	0,45
	0,16
	0,21
	0,13
	-0,04
	1,00
	0,84
	-0,12
	-0,18

	Удельная скорость роста личинки
	0,49
	0,22
	0,17
	-0,05
	0,01
	0,84
	1,00
	-0,08
	-0,18

	Скорость поедания
	-0,08
	-0,05
	0,02
	0,15
	-0,12
	-0,18
	-0,18
	1,00
	0,87

	Скорость поедания на 1 г прироста личинок
	0,01
	0,10
	-0,05
	0,16
	0,02
	-0,12
	-0,08
	0,87
	1,00

	Примечания: D24 – оптическая плотность через 24 ч; D72 – оптическая плотность через 72 ч; r – параметр угла наклона линейной регрессии; b – параметр угла наклона нелинейной регрессии. Полужирным выделены статистически значимые параметры (р≤0,05)


Представленные в таблице данные показывают, что получены положительные статистически значимые коэффициенты корреляции между параметрами, характеризующими острую и хроническую токсичность хлореллы, а также параметрами, которые показывают ее линейную и удельную скорости роста, что является логичным, поскольку все эти параметры отражают рост культуры водоросли в питательных средах.

Больший интерес проявляют коэффициенты корреляции между удельной скоростью роста личинок и оптической плотности хлореллы за 24 ч (острой токсичности). Анализ данных коэффициентов показывает, что чем лучше и больше прирост одноклеточной водоросли в первые сутки эксперимента, тем быстрее будут прирастать личинки колорадского жука, питаясь листьями этих сортов картофеля.

Также получены высокие статистически значимые коэффициенты корреляции между выживанием личинок колорадского жука и скоростями роста культуры хлореллы (для параметра расчета скорости роста по линейной регрессии (r) это значение составило -0,53, для удельной скорости роста это значение составило -0,66). Исходя из выше сказанного, следует, что чем быстрее растет культура хлореллы на средах с вытяжками из листьев картофеля, тем меньше выживаемость личинок жука при питании листьями данного сорта.
Таким образом анализ корреляции данных о росте культуры хлореллы с добавлением вытяжек из листьев разных сортов и гибридов картофеля и устойчивости растений к колорадскому жуку показал наличие статистически значимой (р<0,05) положительной корреляции между удельной скоростью роста личинок и оптической плотности хлореллы за 24 ч (острой токсичности), а также высокой статистически значимой корреляции между выживанием личинок колорадского жука и линейной и удельной скоростями роста культуры хлореллы.

В таблице 17 представлены данные о корреляции между параметрами, характеризующими рост культуры одноклеточной водоросли на среде с вытяжками из листьев разных сортов картофеля, с содержанием в них проанализированных органических соединений.
Таблица 17 – Матрица корреляции параметров роста культуры хлореллы и содержания органических соединений в листьях картофеля разных сортов
	Параметры роста культуры хлореллы
	Содержание флавоноидов
	Содержание флавоноида с tr=18.3 мин
	Восстанав-ливающие сахара
	Поли-сахариды
	Сырой протеин

	D 24
	0,271
	0,030
	0,234
	-0,269
	-0,374

	D 72
	-0,001
	0,423
	0,292
	-0,040
	-0,340

	b
	-0,243
	0,319
	-0,252
	-0,032
	-0,022

	r
	0,038
	-0,167
	0,026
	-0,374
	0,057

	Примечание: D24 – оптическая плотность через 24 ч; D72 – оптическая плотность через 72 ч; r – параметр угла наклона линейной регрессии; b – параметр угла наклона нелинейной регрессии.


Как видно из полученных коэффициентов корреляции, между параметрами роста хлореллы на среде с водными вытяжками из листьев картофеля и содержанием вышеуказанных соединений, не наблюдалось статистически значимой взаимосвязи. Наибольшая положительная связь отмечена между параметрами оптической плотности водоросли через 72 ч с момента постановки эксперимента и содержанием флавоноида с tr=18.3 мин (r=0,423), а также между данным параметром и удельной скоростью роста водоросли (r=0,319). Данные свидетельствуют о положительном влиянии данного компонента для тест-объекта, при этом количество белка в листьях отрицательно влияло на плотность культуры хлореллы как через 24 ч, так и через 72 ч с момента постановки эксперимента (r=-0,374 и -0,340 соответственно). Белки в листьях, по всей видимости являются недоступным субстратом для водоросли, т.к. отмечено отрицательная корреляция между их содержанием и параметрами, характеризующими рост водоросли.
В таблице 18 представлены денные о корреляции между содержанием проанализированных органических соединениий в листьях разных сортов картофеля.

Таблица 18 – Матрица корреляции между содержанием органических соединений в листьях картофеля разных сортов
	
	Содержание флавоноидов
	Содержание флавоноида с tr=18.3 мин
	Востанав-ливающие сахара
	Поли-сахариды
	Сырой протеин

	Содержание флавоноидов
	1,000
	-0,570
	0,627
	-0,061
	0,007

	Содержание флавоноида с tr=18.3 мин
	-0,570
	1,000
	-0,631
	0,664
	0,122

	Востанавливающие сахара
	0,627
	-0,631
	1,000
	-0,540
	-0,239

	Полисахариды
	-0,061
	0,664
	-0,540
	1,000
	0,118

	Сырой протеин
	0,007
	0,122
	-0,239
	0,118
	1,000


Данные таблицы демонстрируют наличие высокой отрицательной корреляции между общим содержанием флавоноидов и флавоноида tr=18,3 (r = -0,570). В связи с этим, можно отметить, что сорта, характеризующиеся небольшим общим содержанием флавоноидов, синтезируют преимущественно флавоноид tr=18,3. При этом, как было отмечено выше, накопление данного флавоноида в листьях стимулирует питание личинок колорадского жука и положительно влияет на плотность культуры тест-обьекта. Отмечена также высокая положительная корреляция между содержанием в листьях флавоноидов и восстанавливающих сахаров. При этом повышенное содержание сахаров способствует приросту личинок колорадского жука. Интересно отметить также тот факт, что увеличение количества восстанавливающих сахаров приводит к снижению количества полисахаридов в листьях.

Исходя из сказанного, вопреки литературным данным, в наших экспериментах было установлено, что содержание флавоноидов не оказывает отрицательное воздействие на личинок колорадского жука, поскольку сорта, обладающие высоким содержанием флавоноидов, одновременно имели в своём составе высокое содержание низкомолекулярных сахаров, представляющих собой отличный энергетический субстрат для прироста личинок. По этой причине для оценки количества простых сахаров в листьях картофеля конкретного сорта, а значит и пищевой привлекательности данного сорта для жука, можно рекомендовать показатель оптической плотности хлореллы, культивируемой на соке картофеля, через 72 ч, поскольку данные показатели положительно коррелирует между собой.
Таким образом, анализ коэффициентов корреляции между параметрами, описывающими рост суспензиальной культуры одноклеточной водоросли С. vulgaris в среде с добавлением вытяжек из листьев разных сортов и гибридов картофеля и параметрами, описывающими устойчивость данных сортов картофеля к личинкам колорадского жука, позволяет рекомендовать удельную скорость роста хлореллы на 50% среде Тамия с добавлением вытяжек из листьев картофеля, разбавленной в 50 раз, в качестве параметра, характеризующего удельную скорость роста личинок. Линейную и удельную скорости роста культуры микроводоросли на среде с добавлением вытяжек можно рекомендовать в качестве параметров, характеризующих выживаемость колорадского жука при питании данным сортом.

Использование тест-объекта может также характеризовать содержание белка в листьях картофеля и количество флавоноидов, однако методика применения хлореллы для такого рода оценки нуждается в доработке и уточнении (например, расширении спектра изучаемых сортов).
ВЫВОДЫ
1. При анализе пищевой ценности сортов и гибридов картофеля для личинок колорадского жука, выживаемости и прироста вредителя, 17 исследованных сортов и гибридов были разделены на три группы устойчивости: неустойчивые, умеренно устойчивые и устойчивые.
2. В качестве индикаторов устойчивости / неустойчивости конкретного сорта картофеля к колорадскому жуку могут быть использованы следующие показатели:
– Скорость роста Chlorella vulgaris Beijer в культивационной среде Тамия с добавлением водных экстрактов из листьев картофеля определенного сорта, которая отражает выживаемость личинок колорадского жука при питании листьями данного сорта. 
– Показатель оптической плотности культуры Chlorella vulgaris Beijer через 24 часа культивирования, который отражает скорость роста и развития личинок жука (т.е. скорости прохождения основных фаз развития личинок и достижения фазы куколки).
– Содержание в листьях картофеля флавоноида с tr=18.3 мин: высокое содержание в листьях картофеля флавоноида с tr=18.3 мин может служить индикатором низкой устойчивости сорта к колорадскому жуку, поскольку его накопление обусловливает снижение общего содержания флавоноидов в листьях картофеля. 

3. Содержание простых сахаров, полисахаридов, протеина, а также плотность трихом на верхней стороне листовой пластинки картофеля не является убедительным свидетельством устойчивости или неустойчивости сорта к колорадскому жуку. 
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