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ВВЕДЕНИЕ 

Аmалъность проблемы. В структуре почвенного покрова 

сельскохозяйственных угодий Татарстана чернозем составляет 39,3% (Молин 
В.О., Гареев Р.П., 1996). За последние 25 лет площади кислых черноземов в 
Татарстане возросли на 233,9 тыс. га (13.36%) (Мещанов В.Н. и др. 1988). При 
нынешних темпах подкисления все nочвы Центрально-черноземных областей к 

2017 году станут кислыМи (Шильников И.А. 1987). В ряде областей с 

иреимущественным расnространением черноземных почв уже к настоящему 

времени практически не осталось нейтральных nочв. Это свидетельствует о 

необходимости ·их известкования. Дальнейшее nромедпение с этим nриемом 

усилит почвенные процессы по nути деградации чернозёмов - снижение 

кислотности и, как следствие этого, снижение фитосупрессивности и 

фунгистатических свойств, а значит и ухудшение фитосаннтарной обстановки 

(Величко В.А. и др., 1991, Филипчук О.Д. и др.,1997). Так, nоражаемость 

зерновых возбудителями корневых гнилей возросла за nоследние годы на 30-
40%, до 80% из которых nадает на долю микромицетов (Великанов Л.Л., 1997). 
Ухудшению фитосаннтарной сиrуации в Татарстане так же сnособствует резкое 

увеличение инфицированности семян возбудителями заболеваний 

(Прогноз ... ,1998). При nосеве таких семян nроисходит активное инфицирование 
растений и почвы в течение всего вегетационного nериода. Предnосевное 

обеззараживание семян зачастую не даёт ожидаемых nоложительных 

результатов. Известно, что некоторые фунгициды - nротравители не только не 

уничтожают заразное начало гриба, но и, напротив, сnособствуют развитию 

заболеваний растений за счёт избирательного уничтожения nолезных 

микроорганизмов. 

Биотическим фактором супрессивности кислых nочв являются 

антагонистические и биотрофные формы микроющетов активных, nротив 

широкого спектра возбудителей заболеваний. В nрактике главным образом 
отдают nредnочтение грибам-антагонистам, nродуцентам антибиотиков или 

токсинов широкого сnектра действия (виды Trichodenna, Gliocladium и др. 

(Великанов И.А. 1997)). 
Для регуляции численности фитоnатогенных грибов в почве nрибегают либо к 

интродуJЩИИ антагониста-супрессора, либо создают оnтимальные условия для 

стабильного воспроизводства аборигенных штаммов антагонистов. Интродукция 

супрессоров антагонистов в nочву nродолжает оставаться одним из надёжных 

nриёмов nри nомощи которого за короткий период удаётся реально улучшить 

фитосаннтарную обстановку агроценоза (Филипчук О.Д. и др.,1997). Выбранный 
вид питродуцента должен удовлетворять ряду экологических и 

биотехнологических требований: высокая активность к фитоnатогенным 

микроорганизмам, отсутствие токсичности в отношении не целевых организмов, 

хорошая nриживаемость в тех экоенетемах и тех условиях, в которых будет 
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использоваться этот интродуцент. Необходимо также учесть, что поиск 

высокоэффективных и жизнеспособных аборигенных антагонистов в условиях 

конкретной экологической НИ1UИ должен быть приурочен в nepBYJO очередь к 
почвам конкретного аграрегиона (Горленко М.В.,1975, . Филипчух О.Д. и 

др., 1997). Следует отметить и слабУJО изученность экологических nоследствий от 
применения биоnестицидов в агроэкосистемах. В такого рода исследованиях 

природные механизмы защиты растений, аnриорно рассматриваются как 

экологически чистые в противовес химическим методам защиты растений. 

Uель и задачи исследования. Целью настоящего исследования явилась 

комnлексная оценка функционирования микромицета Trichodenna haпianum при 
интродукции в выщелоченные чернозёмы Татарстана на фоне возрастающих доз 

известкования. В соответствии с целью исследования в работе были поставлены 

следующие задачи : 

1. Осуществить скрининr гриба-интродуцента для биологического метода 

защиты из экологических ниш агрорегиона. 

2. Осуществить фитоэкспертизу семян зерновых (пшеницы, ячменя и овса) и 
выделение возбудителей заболеваний. 

3. Определить антагонистичесКУJО активность Т. harzianum в отношении 

возбудителей заболеваний растений в опытах in vitro. 
4. Оценить влияние экологической ниши и вида адсорбента, используемого 

при получении биоnестицида, на жизнесnособность Т. harzianum. 
5. Оценить влияние Т. harzianum на биологичесКУJО активность nочв по 

данным микробиологического мониторинга. 

6. Изучить биологичесКУJО активность чернозема в условиях интегрированного 
применения известкования и биоnестицида. 

Научная новизна. Вnервые из защищённого грунта агрорегиона выделен 

urraмм T.harzianum (Т18), обладающий высокой антагонистической активностью 
к широкому сnектру микромицетов - возбудителей заболеваний растений, 

выделенных с поверхности семян зерновых, культивируемых в Татарстане. 

Вnервые проведено комnлексное исследование жизнедеятельности микромицета 

- интродуцента T.harzianum в nочве Татарстана. Показано, что T.harzianum 
оказывает положительное влияние на растения и отрицательное на 

возбудителей заболеваний растений. Интродукция T.harzianum в чернозем как на 
фоне агротехнических nриемов, так и без них вызывает различные изменения в 

функциональной активности микробного сообщества. Выщелоченный чернозем 

и известкование почвы оказывают влияние на жизнедеятельность T.harzianum. 
Показано, что традиционно исnользуемым в технологии nолучения 

триходермина сорбентам растительного происхождения, альтернативным может 

быть - минеральный адсорбент - цеолит (вулканогенная осадочная nорода из 

месторождений Татарстана). 

Впервые осуществлён микробиологический мониторинг выщелоченных 

чернозёмов Татарстана и выявлено влияние на биологичесКУJО активность nочвы 

известкования, интродукции биопрепарата-- ексноrо воздействия 
мелиорации с биоnестицидом.\ :, ,.,;,· ~;;,<.;\ r::~c_: ~~< .< · ::tл 

н м. Н. ;i. J1, ;G:- ' . .... ~ •. г о 
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Установлена возможность регулирования фитосаннтарной ситуации с 

помощью агротехнолоrических мероприятий и «оперативного сдерживания» за 

счет интродукции Trichodenna harzianurn. 
I]рактическая значимость paбQIЪI. Оrмечаемое в течение последних лет 

ухудшение фитосаннтарной ситуации почв в Татарстане обусловлено не только 
подкислением чернозема, и как следствие, снижением супрессивности почв, но и 

использованием семян зерновых, поражённых возбудителями заболеваний 

растений. 

В условиях биологизации сельскохозяйственного производства возможно 

"оnеративное сдерживанИе" ухудшающейся фитосаннтарной ситуации 

микромицетами антагонистами, являющееся экологически безопасной 

альтернативой химической защите растений. Восстановление супрессивности 

nочв возможно не только благодаря агротехническим мероприятиям, но и 

интродукции биопестицида, сопровождающейся увеличением общей 

биологической активности экологической ниши. 

Цеолитсодержащие nороды, обладая высокой адсорбционной способностью, 
могут исnользоваться как в качестве мелиоранта, так и сорбента для 

антагонистов возбудителей заболеваний растений. 

Аnробаnия работы. Основные результаты исследований представлены на 

итоговых научных конференциях Казанского государственного университета 

(1998, 1999, 2000 rr.), на конфереиции «Экологические проблемы и пути их 
решения в зоне среднего Поволжья», Саранск (1999 г). 

Оубликаuии. По материалам диссертации опубликовано 7 работ. 
CJpyiCD:pa и объем диссертации. Диссертация изложена на 191 страницах, 

состоит ю обзора литературы, оnисания материалов и методов исследования, 

раздела собствеННЪIХ исследований, обсуждения результатов, выводов и списка 

литературы. Работа содержит 17 рисунков, 20 таблиц. Список литературы 

содержит 130 отечественных и 150 работ зарубежных авторов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследований явился: микромицет Trichodenna harzianum, 
выделенный из защищённого грунта. 

Об.разuы почвы: чернозем выщелоченный, средиемощный, тяжело 

суглинистый с содержанием гумуса 4-5%, сумма логлощенных оснований 

составляет 20-26 мг экв/IООг почвы, рН 5,4-5,6 Почвы среднеобеспечены 

подвижными формами кальция. Для поддержания уровня почвенной 

кислотности в почву вносились возрастающие дозы Са2 СОз (2, 3, 4, 5 т/га) на 
фоне азотио-фосфорно калийных удобрений (NсюРсюК90)· 
Qбразцы по~ы чернозема отобраны в соответствии с nравилами отбора проб 

для микробиологического анализа со стационарных участков совхоза 

«Левашевский», Алексеевекого района РТ (Методы ... , 1991 ). 
Ми!фобиолоrические исследования семян зерновых проведены согласно 

рекомендациям Международной Ассоциации по испытанию семян (Наумова 
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Н.А. ГОСТ 12044-81 "Семена сельскохозяйственных культур. Методы 

определения зараженности болезнями 1981 "). 
АнтагонистичесiфО активность и кон1()1!ентосцособность Т. harziaпum 

определяли методом встречных культур на среде Чапека (Семонян И.К. и 

Мамиконян Т.С., 1982). 
Адсорбенты дЛЯ подучения биоnрепарата: шелуха (Ш) - отход трихограмного 

nроизводства совхоза «Казанский тепличный», древесные берёзовые опилки (0), 
навозный компост (Н) - отходы животноводческого комnлекса РТ, цеолит (Ц) -
вулканогенная осадочная порода (Дрожжановское месторожденне, РТ). 

Ддя подучения спорового материала Т. harzjanum. сусnензией спор Т. 

harzianum засевали адсорбент, предварительно простерилизованый при 1,5 атм в 
течение 20 мин. Количество спор составляло 109 спор на грамм адсорбента. 
ОтбQр спQнтанных мYf!UiTQB. устойчивых к высоким дозам стрептомицина ( 10-

100 мг/ мл), производился путём последовательных пересевов на твёрдую среду 
Чапека с возрастающими концентрациями стрептомицина. После 5-6 nересевов 
была получена стрептомицин устойчивая поnуляция Т. harzianum.(Meтoды ... , 
1991). 
Оnределение фунгистатическQго действия почвы проводили методом агаровых 

блоков Добба и Ханеона (Методы экспер ... , 1982 ). 
ПQдГОТОВкУ микробиолQГическQго материала для анализа и посев его на 

питательные среды осуществляли общепринятыми стандартными методами 

(Методы ... , 1993; Теппер, 1993 ). 
Для учёта кQличества бактерий в nQчве водную суспензию почвенной массы 

высевали на мясо-пептонный агар МПА (аммонификаторы), 

крахмалоаммиачный агар- Гаузе (актиномицеты), МПА с суслом (бактерии , 
образующие эндогенные споры), среду Чапека (мнкромицеты). (Теппер Е . 3. и 
др., 1993). 

Определение биQмассы МИiфQбных клеток проводили методом прямого счёта 

в люминесцентном микроскопе с исnользованием светофильтров ФС-1-2, ЖЗС-

19, ЖЗС-18 (Головченко А. В. и др., 1995; Кожевин П. А . , 1989; Методы 
почвенной биохимии, 1991). 
Интенсивность разлQженив пелтолозы в почве оnределяли методом 

Звягинцева Д. Г. (Методы .. . , 1991 ). 
fhщтеазн;ую активность почвы определяли методом Мишустяна и др. 

(Методы .. . , 1993 ) 
Активность аЗQ'rфиксаuии в ПQЧВе измеряли «ацетиленовым» методом 

(Методы ... , 1991; Гарусов А. В., 1998) 
Оnределение активнQсти пQчвеннQГQ дыхания осуществляли на газовом 

Хроматографе (Ананьева Н. Д. И др., 1997; Гарусов А. В ., 1998). 
Оnределение фитотQксической активности почвы проводили на семенах 

растений (Методы ... , 1993) 
Статистическая обрабmа результатов проводилась с использованием 

стандартного пакета программ Exel, Origin. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

1. Скринииr штаммов rрибов-интродуцентов для биолоrическоrо метода 
защиты 

В отборе агентов биоконтроля, интродуцируемых в аrроэкосистемы, 
выбранный вид микроорганизма должен у довлетворятъ ряду экологических и 
био·1 ехнологических требований (ВеликаНов, Сидорова, 1988; Великанов, 1997): 
конкурентосnособность, хорошая приживаемость в конкретных экосистемах, 

нетоксичность к защищаемому растенюо, технологичность (хорший рост и 

сnоруляция на питательных средах, лёгкость культивирования и т.д.) . 

1.1. Определение конкурентоспособности микромвцетов-внтродуцевтов 
С целью выявления антагонистов, персnективных для биологической защиты 

растений проводился скрининг микромицетов Trichoderma из выщелоченного 
чернозёма и защищённых rрунтов Татарстана. Установлено, что нанбольшая 

численность (20-30 % от общего количества микромицетов) и разнообразие 
Trichoderma (4 вида) обнаруживается в защищённых rрунтах. В чернозёмах 

количество жизнеспособных nропагул (КОЕ 1 г nочвы) Trichoderma составило 
всего 4% от общего числа микромицетов. Двлее было проведено изучение 
конкурентосnособности выделенных штаМмов микромицетов Trichoderma между 
собой и коллекционным штаммом Trichoderma lignorum, исnользуемым 

тепличными хозяйствами для получения биопестицида триходермина (табл.l). 

Таблица 1 
Антагонистическая активность Trichoderma в опытах in vitro 

Виды Штаммы Скорость Встречаемость типов Индекс Место 

микрОми роста DеаКШ!И антагонизм 

Trichodenna цета 1 (мм/час) А в в, с л Е (ИЛ)• выделения 

T.viride Т24 о 309±() 02 - 4 2 3 2 - 29 Защищенный 

Т23 о 354±0 08 - 3 4 - - 8 55 1 рун"Е!з «Майский» 

Т5 oi20±002 3 5 1 2 - - 13 ернозеМ'Т 

T.konin2ii Т9 о 220±0 01 2 3 5 - - - 16 Защищенный 

T.harzianшn Тl8 о 350±0 01 - - 3 1 - 6 42 рунт с/з«Казанский 

Т8 о 416±0 05 - - - 1 1 7 42 теiiЛИЧИЬIЙ» РТ 

Е19 о 204±0 03 4 5 2 - - - 9 Чернозl!мРТ 

T.liiZilorum Т23 о 237±0 02 - - - 3 4 - 25 ВКМ г. Москва 

ил•= B(n•t)+B 1 (n•2)+C(n•3)+Д(n•4)+E(n•S), где ИА- индекс антагонизма ; 

В, В 1 , С ... - типы реакций, выявленные видом данного гриба по отношению к 

другим ; n - частота встречаемости данной реакции; 1-5 - баллы . 

Как видно из табл.l, наибольшей скоростью роста и индексом антагонизма 

(ИА) обладали штаммы Т23, Тl8, Т8, выделенные из защищённых rрунтов РТ. 

Сравнительный анализ показал, что штаммы Т8 и Т23 характеризовались 

высокой фитотоксичностью к растениям - тест-объектам и уступали штамму Тl8 
по технологичности (уровню споруляции микромицета-антагониста на сорбенте -
шелуха ячменя, используемом для получения триходермнна). Для дальнейших 
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исследований экологических аспектов Trichodenna использовали штамм 

Trichodenna harzianum (Т18). 

1.2. Вливине эколоrической ниши и вида адсорбента на жизнеспособность 
Tricboderma harzianum (Т18) 

В качестве адсорбентов для получения биопестицида исследовали: 

растительные отходы (опилхи), органическое соединение 

(прокомпостированный отход птицеводческих фабрик), минеральное вещество 

(цеолит) и классический сорбент, используемый в Татарстане для получения 

биопестицида триходермина - шелуха семян ячменя (отход трихограмного 

производства). 

Биопестицид для интродукции в чернозём исnользовался в виде спор, 

адсорбированных на носителях. Исходное количество в почве (КОЕ 1 г почвы) 
Т.harzianum было максимальным при интродукции биопестицида на навозе и 
оnилках. Меньшее значение обнаружено при исnользоJШНии шелухи и цеолита в 

качестве носителя. 

Интродукция биоnестицида на различных носителях в чернозём 

соnровождалась флуктуациями численности микромицета с максимальными 

значениями для опилок и навоза на 5 и 7 сутки, что составило 260х 105 и 160х 1 о' 
КОЕ 1 г nочвы соответствеНно и минимальными значениями <l,Oxl02 и 0,16xl03 

КОЕ 1 г почвы на 30 и 60 сутки соответственно. 
Trichodenna на цеолите и шелухе при инродукции в чернозём количественно 

флуктуирует на более низком уровне в течение 60 дней. Так, ёмкость среды для 
Т.harzianum, адсорбированной на цеолите, составила 2,6х 105 КОЕ 1 г nочвы, а для 
шелухи 4,8х 105 КОЕ 1 г почвы, с минимальными значениями < 103 КОЕ 1 г nочвы 
на 7 и 60 сутки . 

При известковании чернозёма отмечена nоложительная корреляция 

возрастающих концентраций извести с количеством интродуцентов на шелухе и 

цеолите (табл. 2). 

Таблица2 

Коррелятивная зависимость численности Trichoderma harzianum на 
различных носителях от концентРации извести в черноземе 

Вариант Время ( сут. ) 
адсор_бента 

о 3 5 7 15 30 60 90 

Навоз 0,05* 0,38* 0,32* 0,26* 0,47* -0,18* -0,18* 0,55* 

Оnилки -0,25* -0,25* -0,16* -0,06* 0,32* -0,04* 0,09* -0,38* 

Шелуха 0,54* 0,83* 0,58* 0,78* 0,82* 0,17* 0,42* -0,07* 

Цеолит 0,4* 0,7* 0,82* 0,29* 0,05* -0,10* 0,81* 0,36* 

•- коэффициент корреЛJЩНИ r. 
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В случае использования в качестве сорбента опилок коррелятивная 

зависимость в динамике отрицательная, а для адсорбента - навоза характерно 

отсутствие коррелятивной зависимости в динамике за искточением 90 суток (r = 

0,55). 
Таким образом, кинетика T.harzianum в чернрзёме характеризуется 

флуктуациями численности жизнеспособных пропагул микромицета и их 

стабилизацией, за иследованный период, на исходном . популяционном уровне, 

что указывает на возможность преодоления сопротивления среды. Ёмкость 
среды - К (максимальное значение численности микроорганизмов данной 

экологической ниши) зависит для микромицета-интродуцента от типа сорбента и 

состояния экологической ниши. 

2. Взаимоотношении микромицета-интродуцента с растением 
Биотический аспект изучения T.harzianum предполагает обязательное изучение 

её взаимоотношения с эдификаторами, которыми являются фототрофные 

организмы. Значительную роль в почвоутомлении играют фитатоксические 

вещества, выделяемые преимущественно фитапатогенными грибами и многими 

сапротрофными микромицетами (Шабаев, 1998). 
Почвенные сапротрофные микроорганизмы влияют на интенсивность 

поглощения корнями растений питательных веществ и в целом на процессы 

почвообразования. Продуцируя целый ряд биологически активных веществ 

(гормоны, антибиотики и т. д.), они принимают участие в превращении 

физиологически активных веществ почвы. В ходе таких превращений могут 

образоваться фитатоксические соединения, которые могут накапливаться в почве 

до уровня действующего начала на растения (Шатохин, 1998). 
Из общего микробного населения почвы нанбольшее количество 

токсинообразователей nриходится на долю микроскоnических грибов, меньше 

их среди бактерий и актиномицетов (Головко, Кострюк, 1987). 

2.1. Токсичность Tricboderma haп:ianum к растени11м- тест-объектам in 
vitro и in vivo. 

Так как изопяты исследуемого штамма Т. harzianum предполагается вносить 
как на поверхность семян, так и в ризасферу растений, предварительно 

необходимо бьmо nроверить способность микромицета-интродуцента к 

токсинообразованию. По данным литературы известно, что ~ 40% T.harzianum 
являются токсинообразователями ( Сейкетов Г.Ш., 1982). В оnытах in vitro нами 
была проверена фитатоксичность культуральной жидкости Т. harzianum по 
отношению к проросткам семян редиса, кресс салата и кукурузы. По данным 

опыта Т. harzianum можно отнести к микромицетам с ростстимулирующим 

действием. 

В опытах in vivo нами было проведено определение фитотоксичности самого 
чернозема, а также влияние биолестицида и извести на степень почвоутомления 

методом б нотеста (с проростками семян кукурузы). Въпцелоченный чернозём не 

является фитатоксичным в отношении проростков кукурузы и в динамике 
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оказывает стимулирующий эффект на nрорастакие семян. Возрастающие дозы 

извести также не вызывают угнетения роста тест-объектов. 

Интродукция T.harzianuпi в nочву оказывает различное воздействие на уровень 

токсичности nочвы. Интенсивность воздействия микромицета на растение 

зависит от тиnа сорбента, исnользуемого nри nолучении биопестицида, и 

времени инкубации. T.harzianum, адсорбированная на цеолите и шелухе, на 30 
сутки стимулирует nрорастание семян кукурузы на 100% и 78% соответственно . 

На 60 сутки при адсорбции михромицета на опИЛJ(ах отмечено незначительное 
стимулирование nрорастания тест-объекта по сравненИJО с контролем . На 90 
сутки проЯВЛJiется слабый фитатоксический эффект в вариантах с 

микромицетом, адсорбированным на цеолите и шелухе. 

При комплексном воздействии биопестицида и извести на фитотоксичность 

почвы отмечено отсутствие токсического влияния на растение.На фоне 

мелиорации и интродукции Trichodenna, адсорбированной на навозе, происходит 
незначительное стимулирующее действие на 30 сутки (37%) по сравнеНИJО с 
контролем и на 90 сутки при адсорбции T.harzianum на опилках и шелухе - на 

54% и 34% соответственно. 
Известно, что T.harzianum оказывает как иигибирующее, так и стимулирующее 

действие на рост растения (Сейкетов Г. Ш.,1982, Оразов Х.Н. 1989). Продукты 
жизнедеятельности T.harzianum in vitro в большинстве случаев оказывают 

иигибирующий эффект, но в условиях почвы высокая концентрация продуктов 

жизнедеятельности никогда не сохраняется надолго, nоэтому чаще проявляется 

стимулирующее или слабовыраженное ингибирующее действие . Однако 

метаболиты микромицета могут накаnливаться в почве и давать картину высокой 

токсичности. Снижение токсического эффекта на фоне антропогенного 

воздействия, вероятно, связано с низкой коицентрацией метаболитов или 
увеличением образования ростстимулирующих веществ. 

Таким образом, T.harzianum, адсорбированная на цеолите и шелухе, оказывает 
стимулирующее действие на растение на 30 сутки после интродукции с 

последующим незначительным ингибированнем на 90 сутки. На фоне 

мелиорации стимуляция прорастания семян отмечена для микромицета, 

адсорбированного на опилках и навозе, и незначительный ингибирующий 

эффект - для биопестицида на шелухе. 

2.2. АнтагонистическаJI активность Т. harzianum. 
к возбудител11м заболеваний растений 

Для изучения антагонистической активности микромицета-интродуцеита нами 

были выделены местные штаммы микроорганизмов возбудителей заболеваний 

растений с поверхности семян зерновыХ, культивируемых в исследуемой нами 

экологической нише. 

Исследованине микромицетного сообщества семян зерновых, культивируемых 

в РТ, позволило выяснить общую микромицетную нагрузку и обнаружить 

заражённость семян различными возбудителями заболеваний растений (табл . 3). 
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С семян nшеницы, овса и ячменя выделено всего 30, 38, 22 вида 
микромицетов, соответственно. Из них на семяпах пшеницы обнаружено 8, на 
семянаховса 5 и на семянах ячменя 7 видов возбудителей заболеваний растений. 
Определение видового состава фкrоnатогенных микромицетов nозволило 

установить, что на зернах пшеницы, ячменя и овса он сушественио различается. 

Таким образом, фкrоэкспертиза семян зерновых показала высокую 

инфицированностъ их разными видами микромицетов, что свидетельствует о 
неблагопрнятном фитосанкrарном состоянии семян Татарстана. 

Таблица 3 
Видовой состав микромицетов, вызывающих заболевания растений, с 

семян nшеницы овса и ячменя 

Виды мюсромицетов Пшеница Ячмень Овёс 

Altemaria altemata + + + 
B~olaris sorokiniana + + 
Cephalosporium roseum + 
Cladosporium herbarum + 
Drechslera graminea + 
Fusarium avenaceum + 
Fusarium gt"aminiarum + + 
Fusarium solani + 
Puccinia graminis + 
Rhizoctonia cerealis + 
Sclerotinia spp. + 
Trichotecium roseum + + + 
Ustila~o hordei + 
Ustilago nuda + 
( + ) - наличие, ( - ) - отсуrствие данного вида микромицетов на зернах. 

Дляпроверки антагонистической активности T.harzianum были использованы 
выделенные с поверхности семян зерновых местные штаммы возбудкrелей 

заболеваний (Табл.4). 

При этом для 9 штаммов микромицетов характерным является Е тип реакции 
(nодавление одного организма nри контакте; рост антагониста поверх колонии 

подавляемого организма по типу паразитизма). Степень колонизации 

антагонистом Trichoderma harzianum поверхности колонии фитапатогенного 

микромицета на третий день (С,%) зависит от его вида. Наибольшее подавление 

роста уже на третий день отмечено для Botrytis cinerea. Cephalosporium roseum, 
Fusarium avenaceum, для которых процент колонизации (С,%) составил 33,3 , 36,6 
и 66,6 соответственно. Как видно из табл.2, рост фитапатогенных микромицетов 

под действием Trichoderma harzianum резко снижается. Наибольшее подавление 
роста фитапатогенных микромицетов антагонистом отмечено для Phytophthora 
infestans, Rizoctonia cerealis и Bipolaris sorokiniana, для которых степень 

подавления скорости роста на 7 день (RI) составила 97,7 , 92,2 и 94 % 
соответственно. Отсутствие антагонизма - А тип реакции (смешанный рост двух 
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микромицетов ), nо казан только для Botrytis cinerea. Подавление возбудителя 
заболевания антагонистом при контакте. то есть за счет выделяемых в среду 

антибиотиков (Д- тиn реакции ) обнаружен у трех видов микромицетов: Bipolaris 
sorokiniana, Fusarium solani, Phytophthora infestans. 

Таблица4 

Антагонистическая активность T.harzianum к микромицетам- возбудителям 

заболеваний 

Микромицеты - с, RI, Тиn Скорость роста 

возбудители %,* %•• антагонисти- тест-объекта 

заболеваний ческой (мм/час) на 7 сутки 
(Т ест-объект) активности R2 RJ 

ДО после 

взаимод. взанмод. 

Alternaria alternata 20 78 4 Е о 166 о 036 
Alternaria brassicae 20 81,8 Е о 196 о 036 
Botrytis cinerea 33.3 88 8 А о 535 0060 
Bipolaris sorokiniana 10.0 94 о D 0297 о 018 
Cephalosporium roseum 36.6 42 1 Е о 113 о 065 
Colletotrichum corda 23.0 91 7 Е о 505 0042 
Fusarium culmorum 26.6 91 1 Е о 535 о 048 
Fusarium solani 6.6 88 2 D о 101 о 012 
Fusarium avenaceum 66.6 692 Е о 386 о 119 
Fusarium graminiarum 30.0 470 Е о 101 0,054 
Phytophthora infestans 6.6 97 7 D о 535 0,012 
Rizoctonia cerealis 23.3 92,2 Е о 535 о 042 
Verticillium beticola 26.6 86,2 Е о 345 0,048 
*С(%)=ДТ/ДЕ*100 , rде ДЕ - рассто11ИИе между мюсромицетами , ДТ-расстохние , 

проходимое антаrонистом за З суrок. 

**Rl(%)=R2-R1/R2 *1 00 
Итак. для выделенного нами аборигенного штамма Trichoderma harzianum 

установлена высокая антагонистическая активность в отношении широкого 

спектра возбудителей заболевания растений. 

3. Микробиологический мониторинr аrроэкосистемы на фоне 
биопестнцида 

При исnользовании биологического метода защиты растений в 

аrроэкосистемах практически не учитывается тот факт, что агенты биоконтроля 

могут оказывать воздействие не только на возбудителей заболеваний растений, 

но и на другие микроорганизмы. Экологические nоследствия от применении 

биологических преnаратов в аграэкасистемах пока мало изучены (Великанов, 

1997). Поэтому необходимо оценить экологические последствия в 

аrроэкосистемах при биологических методах защиты растений. 
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3.1. Изменение суммарной биомассы и активной биомассы 
микроорганизмов червозёма РТ 

Общая биомасса микроорганизмов является составной частью почвенного 

органического вещества, его наиболее подвижной фракцией. Считается, что её 

величина может служить одним из важнейших показателей истинной работы 

микробиоценоза в данной экасистеме СТоленская и др. , 1995; Мосина, 1996; 
Kussel, 1997). 
В динамике не отмечено значительных колебаний в суммарной биомассе 

микроорганизмов, величина которой составляет для чернозема Татарстана - 2 
гх 1 o·s /г почвы. Нами было показано, что известкование чернозема не вызывало 
достоверных различий в заnасе биомассы микроорганизмов. Только в одном 

варианте опыта, в чернозёме с начальной стартовой дозой извести 4 т/га, 

отмечено достоверное возрастание биомассы микроорганизмов на 90 сутки (-
11 ,8 гх10.5/г почвы). Интродукция биоnестицида, адсорбированного на 
растительных сорбентах, оказывает достоверное влияние на суммарную 

биомассу микроорганизмов, (г-0,71; r=l). При комnлексном воздействии 

изменение в общей биомассе отмечено в случае интродукции в чернозём 

конидий, адсорбированных на цеолите и шелухе. 

Величина общей биомассы микроорганизмов сама по себе не nозволяет судить 

о функционировании комnлекса микроорганизмов nочвы и указывает только на 

заnас микроорганизмов определенного типа почвы (Звягинцев Д. Г., 1987). 
Особенности его функционирования обычно оцениваются исходя из величины 

активной биомассы (мг С 1 lООг почвы), определяемой по интенсивности 

выделения СО2 из почвы, обогащённой субстратом (Vsir) (Благодатская Е.В . , 

Ананьева Н.Д., 1996). В оnытах с возрастающими дозами извести нами отмечено 
достоверное влияние мелиорации и интродукции биопестицида на увеличение 

углерода активной биомассы микроорганизмов. При комплексном воздействии 

углерод активной биомассы в микробиоценозе на 60-90 сутки снижается . 

Учитывая, что количество активной биомассы, определяемой при nересчете из 

величины скорости Vsir, не дает представления об активности микроорганизмов 
(Благодатская Е.В . , Ананьева Н.Д. , 1996), вычисляли величину V'sir (V'sir = 
V sirопьп 1 V sir •онтр 100% ), которая характеризует активность микробного 
сообщества почвы. Мы установили, что по данным V'sir интенсивность 

деятельности активной биомассы в чернозёме возрастает - в 2-3 раза лишь на 30 
сутки nосле антроnоrенного воздействия. Эффект этой деятельности 

нивелируется уже на 60-90 сутки, когда наблюдается тенденция к снижению 

метаболизма микробиоценоза. 

Биопестицид, независимо от типа сорбента, оказывает положительное влияние 

на активность микроорганизмов чернозёма. Исключением являются оnыты с 

применением биопестицнда, адсорбированного на опилках, для которых 

стимуляция nоказава толБко на 60 сутки. Однако, на фоне известкования 
биоnестицид оказывает положительное влияние только в первые 30 дней , в 
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дальнейшем отмечен отрицательный тиn воздействия на активность 

микробиоценоза. 

Таким образом, антагонист оказывает достоверное воздействие на запас общей 

биомассы микроорганизмов только при комплексном воздействии биопестицида 

с известью и только в случае инродукции в чернозём конидий, адсорбированных 

на цеолите и шелухе. Степень активности микробиоценоза возрастает при 

интродукции микромнцета nрактически во всех вариантах оnыта с 

использованием всех исследуемых адсорбентов в динамике . Наиболее 

достоверное возрастание активности сообщества отмечено при интродукции 

Trichoderma на шелухе и цеолите как nри комплексном воздействии (на фоне 
мелиорации), так и без (r- 0,7 и 0,8 соответственно). 

3.2. Изменевне интенсивности «дыханиll» чернозёма РТ 
На основании анализа изменения таких nараметров как VЬas (скорость 

выделения СО2 из необогащённой почвы) и Qp_ ( соотношения Vbas 1 Vsir ) 
можно оценить влияние внешних факторов на микробное сообщество почвы 

(Ананьева Н.Д. и др . 1997). 

Известно, что VЬas отражает достуnность органического вещества для 

микроорганизмов, а V'bas наnравленность процесса разрушения 

(инrибирование или стимулирование). Оказалось, что под влиянием мелиорации 

достуnность органического вещества для микроорганизмов в течение первых 60 
дней возрастает по сравнению с контролем и снижается на 90 суrки . 

Интродукция T.harzianum на различных адсорбентах увеличивает 

положительный эффект мелиорации на VЬas. Нанбольший nоложительный 

эффект по казан для опилок как адсорбента для микромицета. 

Исследование динамики изменения коэффициента микробной активности QR 
отражает степень нарушения сообщества почвенных микроорганизмов, 

вызванное низкими значениями рН и дР·· а по значениям V'bas, V'sir и Q'R 
можно сделать вывод о причинах нарушений в микробном сообществе и 

возможности nреодоления стресса (Благодатская, 199бг). Нами показано,что сам 

чернозём характеризуется слабым нарушением устойчивости микробного 

сообщества (QR = 0,07 - 0,28). Использованные в работе методы мелиорации 
несколько увеличивают устойчивость сообщества, т.к. отмечена тенденция к 

снижению величины QR (до 0.02 - 0.18). По сииэкологической шкале оценки 
влияJЩЯ внешних факторов на микробное сообщество (Благодатская Е.В., 

Ананьева Н.Д. 1996) интервал значений Qp_ О, 1-0,2 указывает на отсуrствие 
нарушения устойчивости микробиоценоза. Интродукция микромицета 

Trichoderma позволила выявить слабое влияние его лишь в случае использования 
в качестве адсорбента опилок. 

При изучениИ комплексного воздействия биопестицида и известкования 
отмечено отсуrствие изменения состояния микробного сообщества. 
Таким образом, известкование и использование биопестицида вызывают 

стимуляцию почвенного дыхания, не соnровождающуюся нарушением 

устойчивости микробиоценоза почвы. 
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3.3. Количественная оценка соотношении ферментативной активности 
с биомассой микроорганизмов 

К настоящему времени показана корреляция между ферментативной 

активностью и количеством биомассы микроорганизмов. Для выявления 

достоверных связей между параметрами функциональной активности 

микроорганизмов и текущих почвенных процессов нами изучался коэффициент 

Кмл, отражающнйет скорость микробиологической деградации органического 

субстрата в условиях антропогенного воздействия с учётом действия пула 

ферментов (Сорокин Н.Д1993). Вместе с тем, nоказатели ~. VЬas, Vsir 
отражают лишь интенсивность элиминации со2, определяющуюся 

деятельностью жизнесnособных михроорганизмов, растений и химических 

процессов в nочве. В то же время пул ферментов почвы представлен 

экзоферментами - nродуктами жизнедеятельности живых микроорганизмов, так 

и эндоферментами, накаnливаемыми в экологической нише nосле гибели клеток 

(Звягинцев Д.Г.,1987). 

Представляло интерес оценить напряженность микробиологических процессов 

также и по интенсивности разложения клетчатки в почве, характеризующей 

энергию круговорота углерода, и по общей nротеазной активности, 

характеризующей энергию круговорота . азота почвенными микроорганизмами. 

Отношение суммы nараметров интенсивности разложения органического 

вещества к общей биомассе nозволяет нам оценить «производительность» 

микроорганизмов. (Кмл.= Целлюлаза+Протеаза 1 микробная биомасса). 
Известно, что коэффициенты микробиологической активности в почвах 

различных регионов значительно отличаются (Сорокин Н.Д. 1993). Для 

выщелоченного чернозема Татарстана значения Кмл колеблются в пределах от 

0,68 до 4,5 , что указывает на то, что в динамике наблюдается активизация 
nроцессов трансформации органического вещества, в микробиоценозе 

преобладает гетеротрофный компонент (rидролитИI<ов и копитрофов), 

интенсивно nротекают nроцессы минерализации. Таким образом, микробиоценоз 

чернозёма характеризуется сменой активности в микробном сообществе от 

олиготрофного блока к гетеротрофному. На фоне мелиорации отмечено 

возрастание активности гетеротрофного блока микроорганизмов в 2-3 раза уже в 
nервые 30 суток, вероятно, за счет возрастания, вследствие известкования, 

количества достуnного органического вещества и ферментативной активности. В 

дальнейшем, в динамике уменьшается индекс гетеротрофности и возрастает 
олиrотрофность nочвы. Отмечена тенденция к сниженюо величины Кмл в 2-4 
раза. Исключением явилась активность ферментов в почве на фоне извести в 

концентрации 5 т/га, когда бьmо отмечено пролонгирование эффекта возрастания 
величины Кмл по еравненто с конторолем. Аналогичная картина была отмечена 
нами и в опытах по изучению влияния биоnестицида на величину Кмл -
интродукция T.harzianum на всех сорбентах, за исключением опилок, вызывает 
увеличение Кмл в 2-3 раза только на 30 сутки. Изучение комплексного 

воздействия мелиорации и биопестицида также nозволило выявить стимуляцию 

уже на 30 сутки деятельности гетеротрофного блока и активизацию 
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олиготрофноrо блока в последние дни, что может быть следствием быстрой 

трансформации досrупноrо субстрата. 

Таким образом, и мелиорация, и биопестицид оказывают достоверное 

nоложительное влияние на активность гетеротрофного блока микробиоценоза, 

пул микробных ферментов и их активность на начальных этаnах сукцессии 

микробного сообщества в микроэкосистемах. 

3.4. Изменение азотфиксирующей активности чернозёма РТ 
Известно, что nотенциальная азотфиксирующая сnособность nочвы является 

одним из показателей уровня ее биологической активности (Андреюк Е.И. и 

др.,l988, Микроорганизмы и охрана ... , 1989, Марфенина О.Е .,1991). Изучение 
влияния внешнИх факторов на процесс nотенциальной азотфиксации nоказала, 

что сам исходный чернозём характеризуется незначнтельным начальным 

уровнем азотфиксации и возрастанием его на 90 сутки исследования с 30 до 226 
(мг/ кг*ч) . Мелиорация стимулирует nотенциальную активность азотфиксации 

nочвы только на 30 сутки оnыта. Оnтимальной для стимуляции 

азотфиксирующей активности можно считать дозу извести 4 т/га, когда бьm 

отмечен максимальный эффект стимуляции (в 5-9 раз no сравнению с контролем) 
в течение всего оnыта. Последующее увеличение дозы извести до 5 т/rа 

оказывает ингибирующий эффект на nотенциальную азотфиксирующую 

активность чернозема. 

Интродукция T.harzianum, адсорбированной на шелухе и опилках, оказывает в 
различной степени стимулирующее действие на сообщество азотфиксирующих 

микроорганизмов в зависимости от времени и типа сорбента. Максимально 

положительный уровень аэтфиксирующей активности nочвы составил для 

оnытов с интродукцией Trichodenna. адсорбированной на шелухе, - 959 (мr/ 
кг*ч), для опытов с биопестицидом на опилках - 485 (мг/ кr*ч). При 

комnлексном воздействии биоnестицида и известкования почвы сохраняется 

набmодаемый эффект стимуляции потенциальной азотфиксирующей активности 

с возрастанием доз извести (от 2 до 4 т/га), а для цеолита также и в случае 
коНцентрации извести - 5 т/га. 

Таким образом, в динамике интенсивность азотфиксации только на 30 сутки в 
незначнтельной степени коррелирует с интесивиостью мелиорации (r=0,4). 
Биоnестицид как на растительных, так и минеральных сорбентах оказывает 

nоложительное ВЛИJIНИе на азотфиксирующую активность почвы (r=0,7 и 0,98 
соответственно). При комплексном воздействии биоnестицида и извести 

достоверная положительная корреляция с уровнем азотафиксации в динамике 
показава для Trichodenna. адсорбированной на цеолнте (г-0,69-0,98) и 

отрицательная для Trichodenna. адсорбированной на растительных сорбентах (r= 
-0,96). 

3.S. Изменение общей биологической активности чернозёма РТ 
Для оцеики общей биологической активности (БА) почвы, рассматриваемой 

как суммарный результат соnряженно протекающих микробиологических и 
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биохимических процессов, использовали метод относительных единиц. По 

каждому определяемому биологическому показателю давалась относительная 

оценха его изменения по вариантам опыта (Каригина Л.А. , 1982). В показатель БА 
нами были включены следующие величины: общая и активная микробная 

биомасса, интенсивность дыхания и азотфиксацин, протеазная активность, 

интенсивность разложения целлюлозы. При этом наибольший показатель принят 

за 100 единиц. 
В черноземе уровень БА возрастает со временем с 48,3 относительных единиц 

(отн. ед.) до 234,05 (рис. 1). Биопестицид в динамике оказывает различное 
воздействие на БА - от индиффирентного до стимуляции или ингибировання . 

При этом степень и тип воздействия зависят от типа адсорбента и времени . 

Нашими исследованиями была показава стимуляция БА на 30 день после начала 
опыта (r-0,45). Оrмечена положительная зависимость в динамике изменения БА 
почвы от количества жизнеспособных пропагул T.harzianum, адсорбированной на 
опилках (r=0,92), для остальных сорбентов нами установлена слабая зависимость 
(г-0;45). 

В случае мелиорации отмечена также общая тенденция к увеличению уровня 

БА почвы в первые 30 дней для всех исследуемых доз извести (r=0,67). Оrмечена 
тенденция к возрастанию степени положительного влияния на 30 день в случае 
nрименения минеральных удобрений и извести в дозах 2-3 т/га. Дальнейшее 

увеличение интенсивности известкования почвы сопровождалось снижением БА 

примерно до уровня контроля. 

При комrшексном воздействии известкования и биопестицида была также 

отмечена стимуляция общей БА почвы в первые 30 дней для всех вариантов 
опыта. В дальнейшем пролонгирование наблюдаемого нами эффекта стимуляции 

зависила от типа сорбента и экологической ниши. Так, микромицет, 
адсорбированный на навозе и цеолите, в динамике на 60 - 90 день оказывал 
только инrибирующий эффект независимо от доз извести. 

Использование растительных типов сорбентов для микромицета-интродуцента 

позволило пролонrировать стимуляцию БА почвы до 60 дней на фоне 

возрастающих концентраций извести. 

Таким образом, уровень БА чернозема, определяющий суnрессивность почвы, 

может быть увеличен на раиних этаnах как раздельным, так и комnлексным 

воздействием исследуемых факторов (мелиорация и биологическая защита). 

Эффект nролонrирования стимуляции БА чернозема может быть достигнут 

только при одновременном исnользовании биопестицида на растительных 

сорбентах и известкования. 

въmоды 

1. Выделен аборигенный штамм микромицета Trichodenna harzianum (Тl8), для 

которого показана высокая конкурентоспособность к микромицетам того же 

рода, ростстимулирующие свойства по отношению к растениям, технологичность 

и антагонистическая активность к широкому спектру возбудителей заболеваний . 

2. Семена зерновых, культивируемых в Татарстане, характеризуются высокой 
обсеменеиностью как сапротрофными видами микромицетов, так и 
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Рис. 1 Динамика покаэателя общеМ биолоrической активности почвы в 
относительных единицах на фоне иэвесnсоеания и интродукции биоnестицида 
на различных едсорбектах. 

А- влияние известкования 
Комnлексное влияние иэ88СТ1(оеания и биоnестицида, едсорбированноrо на 
навозе (Б), - оnилках (В), - цеолите (Г), - шелухе (Д). 
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микромицетами-возбудителямн заболеваний. Это свидетельствует о низком 
качестве посевного материала, неэффективности современных методов 

протравливания пестицидами и ухудшении фитосаннтарной ситуации в регионе. 

Бисnестицид трихедермин на основе Trichodenna harzianum (Т18) является 
экологически безопасным средством оздоровления посевного материала. 

3. Чернозем является благоприятной средой обитания для Trichodenna 
h~anum, так как после интродукции численность микромицета в течение 90 
дней стабилизируется на исходном популяционном уровне. Максимальное 

количество жизнеспособных пропагул Trichodenna harzianum в аграэкасистеме 
обнаруживается при интродукции на минеральном адсорбенте (цеолнт), который 

по сорбционным свйствам не уступает традиционно используемому в· тепличных 

грунтах Татарстана растительному адсорбенту (шелуха). Следовательно , 

жизнеспособность микромицета интродуцента в nочве зависит от типа 

экологической ниши и исnользуемого адсорбента для получения биопестицида. 

4. Показана положительная корреляционная зависимость численности 

жизнеспособных пропагул микромицета от проводимыХ в чернозёме 

агротехнических мероприятий (применение известкования в возрастающих 

дозах) лишь в случае адсорбции Trichodenna harzianum, на цеолите и шелухе . 

Следовательно, адаптивные свойства у микромнцетов интродуцетов в 

агроценозе на фоне антропогенной нагрузки можно увеличить при правильном 
экологически обоснованном применении адсорбента. 

5. Микромицет-интродуцент оказывает влияние в почве на структуру 

микробного сообщества и ero функциональную активность. Это свидетельствует 
о том, что в почве микромицет-интродуцент оказывает влияние не только на 

микромнцеты возбудители заболеваний (организмы мишени), но и на организмы 

"не мишени". 

6. Бипестицид оказывает влияние на общую биологическую активность почвы. 
Оrмечена стимуляция отдельных параметров активности микробного сообщества 

в зависимости от типа адсорбента в динамике. Максимальная способность к 

стимуляции общей биологической активности показана для микромицета, 

адсорбированного на шелухе. Это указывает на то, что тип адсорбента для 

микроорганизма в nочве может оказывать влияние не только на 

жизнеспособность, но и увеличивать их метаболическую активность . 

7. Оrмечена nолжительпая корреляция между уровнем биологической 

активности чернозёма и количеством T.harzianum, адсорбированной на 

растительном сорбенте, а на фоне мелиорации - с количеством микромицета­

интродуцента, адсорбированного на цеолите. Это свидетельствует о том, что 

биспестицид оказывает влияние на биологическую активность почвы . Тип 

воздействия определяется экологической нишей и видом сорбента, 

исnользуемого для получения биопрепарата. 
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