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T U M A S O V A M. I. INFLUENCE OF FUSARIUM INFECTION ON MICROMYCETES NUMBER

AND TAXONOMIC STRUCTURE IN THE RHIZOSPHERE OF RED CLOVER

Клевер луговой (Trifolium pratense L.) — одна из важнейших кормовых культур,
обогащающая почвы азотом и улучшающая их фитосанитарное состояние. Однако
в последние годы из-за сильного поражения корневыми гнилями многолетний кле-
вер все чаще становится накопителем фузариозной инфекции (Тумасова и др., 1998;
Полякова, 2002). Фузариоз поражает корни клевера с первого года жизни, с воз-
растом растений болезнь сильно прогрессирует. Симптомы заболевания проявляются
в виде пятен и язв на поверхности корня с последующей мацерацией внутренних
тканей.

Одним из перспективных методов защиты растений от болезней является созда-
ние устойчивых сортов, в том числе путем проведения отборов на искусственном ин-
фекционном фоне (Дьяков, 1971; Тумасова, Крылова, 2000). Несмотря на многочис-
ленность работ по созданию и использованию в селекции инфекционных фонов, све-
дения о влиянии, оказываемом на микобиоту ризосферы искусственным внесением в
почву инфекционного материала, в литературе ограничены (Широких, Шешегова,
2005). Между тем такие данные необходимы как для понимания механизмов возник-
новения и развития корневых инфекций, так и для оценки степени селекционной эф-
фективности искусственно создаваемых фитопатоценозов.

Сочетание методов оценки численности микромицетов при помощи люминес-
центной микроскопии с изучением качественного состава грибных комплексов, раз-
вивающихся в тканях корня и в прикорневом пространстве, при посеве на плотные
питательные среды позволяет получить достаточно полное представление об особен-
ностях взаимодействия растений с грибами на искусственном инфекционном фоне.

Целью данной работы было выявление и характеристика некоторых изменений,
происходящих в комплексе микромицетов под посевами клевера лугового в результа-
те искусственного внесения в почву фузариозной инфекции.

Материал и методы

Численность и родовой состав микромицетов в прикорневой зоне клевера лугово-
го изучали в полевом опыте Отдела многолетних трав Зонального научно-исследова-
тельского института сельского хозяйства Северо-Востока. Опыт был заложен на дер-
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ново-подзолистой почве, характеризующейся следующими показателями: рН 4.2—
4.4, гидролитическая кислотность — 5.5—5.9 мг-экв./100 г, P2O5 — 161—196, K2O —
171— 216 мг/кг почвы.

Для создания искусственного инфекционного фона в почву перед посевом вноси-
ли зерносмесь (60 г/м2), инфицированную грибами Fusarium culmorum (W. G. Smith.)
Sacc., F. оxysporum Schltdl.: Fr., F. аvenaceum (Fr.: Fr.) Sacc. в равных соотношениях
по массе (Методические рекомендации.., 1999). Контролем служил вариант без внесе-
ния инфекционного инокулюма.

Объектом исследований служил клевер луговой сорта Дымковский. Образцы кор-
ней с почвой для анализа отбирали из посевов клевера лугового 2005 г. — контроль-
ного (вариант 1) и инфекционного фона (вариант 2); из посевов клевера лугового
2006 г. — контрольного (вариант 3) и инфекционного фона (варианты 4 и 5). В вари-
анте 5 семена до посева дополнительно были обработаны суспензией (107 КОЕ/мл)
штамма клубеньковых бактерий Rhizobium leguminosarum bv. trifolii 348a. Количест-
венный учет микромицетов проводили также в образцах, взятых из неризосферной
почвы с глубины 0—3 см.

Для анализа использовали свежие образцы. С помощью скальпеля и пинцета осто-
рожно в стерильных условиях счищали излишки почвы с корней из ризосферы, остав-
ляя лишь слой, не превышающий 3 мм по толщине. Затем вырезали сегменты корней
(на 2—3 см ниже шейки корня). Из каждого образца брали навеску корней (2 г) с при-
липшей к ним почвой, помещали в 100 мл стерильной водопроводной воды и взбал-
тывали 3—5 мин с металлическими отбойниками. Из полученной суспензии извлека-
ли корни. Для получения образца из ризопланы отмытые корни стерильно растирали
в ступке и доводили объем гомогената до 100 мл, добавляя стерильную воду. После
фильтрования через бумажный фильтр и высушивания при 105 °С определяли грави-
метрически сухую массу корней и почвы.

Длину мицелия грибов определяли с использованием люминесцентного микро-
скопа «Биомед 2». Препараты для микроскопии готовили по общепринятой методике
(Методы.., 1991). Для окраски препаратов использовали 0.01%-й раствор калькофлуо-
ра белого. Каждый образец просматривали в 100 полях зрения микроскопа.

Качественный состав типичных микромицетов ризосферной почвы и ризопланы
клевера лугового определяли при посеве суспензий на твердую среду Чапека со
стрептомицином (100 мг/л), который добавляли для ингибирования роста бактерий.
Чашки с посевами инкубировали в течение 10—14 суток при комнатной температуре.
Для выявления патогенных грибов в пораженных тканях клевера лугового поверхно-
стно обработанные спиртом сегменты корней помещали в чашки Петри с агаризован-
ной средой и культивировали в течение 3—5 суток при 27 °С. Учитывали колонии по
морфологическим типам. Из колонии доминирующего типа выделяли чистую культу-
ру и изучали морфологические и культуральные признаки грибов в соответствии с
определителями (Литвинов, 1969; Кириленко, 1977; Саттон и др., 2001). Грибы рода
Fusarium определяли по ключу В. И. Билай (1977). Для каждого образца ризосферы и
ризопланы рассчитывали показатели относительного обилия представителей рода в
комплексе в процентах.

Статистическую обработку данных проводили с использованием программы
EXCEL 5.

Результаты и обсуждение

Внесение в почву зерносмеси, инфицированной грибами рода Fusarium, привело к
снижению выживаемости растений клевера лугового во второй и в третий годы жизни
(табл. 1). Продуктивность растений, выживших на искусственном инфекционном фо-
не, незначительно отличалась от таковой у контрольных растений, что может свиде-
тельствовать о толерантности сорта Дымковский к корневым гнилям и его способно-
сти в условиях изреженности формировать высокопродуктивный травостой. Количе-
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ство грибных колониеобразующих единиц (КОЕ) в прикорневой зоне растений на
инфекционном фоне было в 2—6 раз выше, чем в ризосфере контрольных растений
(табл. 2). Поскольку функциональная активность почвенных микромицетов и интен-
сивность колонизации ими корней и прикорневой зоны растений связана с мицели-
альной стадией их развития, представлялось важным определить концентрацию гриб-
ного мицелия по вариантам. Использование люминесцентной микроскопии позволи-
ло выявить изменения в плотности мицелия грибов, обусловленные как возрастом
растения, так и искусственным внесением в почву инфекционного материала. С уве-
личением возраста растений общая длина мицелия микромицетов в ризосфере возрас-
тала. Если в ризосфере контрольных растений второго года жизни показатели длины
мицелия (49.3 м/г), как и в свободной от корней почве (23.5—30.1 м/г), еще сущест-
венно не различались, то в ризосфере растений третьего года жизни длина мицелия
была на порядок выше и составила 235.2 м/г (табл. 2).

На искусственном инфекционном фоне длина мицелия в ризосфере растений вто-
рого года жизни превосходила аналогичный показатель в контрольном варианте в
4 раза. Столь существенное увеличение его концентрации связано, очевидно, с допол-
нительным поступлением в почву растительных полимеров в составе инфицирован-
ной зерносмеси. Гибель растений на инфекционном фоне была выше по сравнению с
контролем на 5—8 % (табл. 1).

В ризоплане контрольных растений клевера лугового второго и третьего года жиз-
ни длина мицелия составляла десятки метров на 1 г субстрата. Учитывая, что доступ-
ная для колонизации микроорганизмами площадь поверхности 1 г почвы существен-
но превышает таковую для 1 г корней (Звягинцев, 1987), можно заключить, что засе-
ленность грибами корневой поверхности по крайней мере не уступает или даже выше,
чем заселенность поверхности почвенных частиц и агрегатов. В ризосфере клевера
лугового третьего года жизни дальнейшее увеличение концентрации мицелия под
воздействием искусственно внесенной инфекции не наблюдалось (табл. 2).

В ризоплане клевера лугового, выращенного на инфекционном фоне, показатели
длины мицелия превышали 100 м, причем у растений второго года жизни превыше-
ние оценивалось на уровне тенденции, а у растений третьего года жизни – как сущест-
венное по сравнению с контрольными растениями.

Сопоставление результатов определения длины мицелия в ризоплане (табл. 2) с
данными выживаемости растений на инфекционном фоне (табл. 1) указывает на то,
что максимальной плотности мицелия в ризоплане соответствует самая низкая выжи-
ваемость растений — на 25% ниже, чем в контроле.

Дополнительная обработка семян клевера перед внеcением клубеньковых бакте-
рий R. leguminosarum bv. trifolii 348a (вариант 5) привела к увеличению в ризосфер-
ной почве количества грибных пропагул, обнаруженных методом посева, но сущест-
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Т а б л и ц а 1

Изменение выживаемости и продуктивности клевера лугового Дымковский
на искусственном инфекционном фоне

Показатель Контроль Инфекционный фон

Растения второго года жизни

Выживаемость, % 90 82/85*

Продуктивность, г сухого веса /м2 2297 2228/2239*

Растения третьего года жизни

Выживаемость, % 90 65

Продуктивность, г сухого веса /м2 2630 2560

П р и м е ч а н и е. В знаменателе звездочкой отмечены данные после обработки се-
мян клубеньковыми бактериями.



венно не изменила концентрацию мицелия (табл. 2). В то же время в ризоплане клеве-
ра лугового с внесением бактерий плотность мицелия (51.6 м/г) была в 2 раза меньше,
чем на инфекционном фоне без бактерий (105.7 м/г). Эти результаты говорят о воз-
можности ограничивать проникновение патогенов в ризоплану растений клевера, воз-
действуя на мицелий, как функционально активный компонент грибной популяции.
Отмечена тенденция к повышению показателей выживаемости и продуктивности рас-
тений под воздействием бактеризации семян (табл. 1).

Определение родовой структуры комплекса почвенных микроскопических грибов
показало ее существенное отличие под посевами клевера лугового на инфекцион-
ном фоне и в контроле, в прикорневой зоне растений второго и третьего года жизни, а
также между образцами ризосферы и ризопланы. Из всех образцов в результате по-
сева на агаризованную среду Чапека было выделено 44 культуры микромицетов, от-
носящиеся к 11 родам классов Deuteromycetes, Zygomycetes и Ascomycetes. В струк-
туре комплекса микромицетов в варианте с растениями второго года жизни домини-
ровали как в контроле, так и на инфекционном фоне виды рода Penicillium (табл. 3).
В варианте с растениями третьего года жизни в комплексе микромицетов наряду с пе-
нициллами отмечена высокая представленность видов рода Aspergillus. В ризоплане
растений второго года жизни только на искусственном инфекционном фоне отмече-
ны представители рода Fusarium, тогда как на третий год фузарии присутствовали
в микромицетном комплексе ризопланы как опытных, так и контрольных растений.
Однако обилие фузариев в комплексе на инфекционном фоне было в 3 раза выше, чем
в контроле. В комплексе микромицетов ризосферной почвы представители рода Fusa-
rium не выявлены. Разнообразие фузариев в пораженных корнях клевера лугового
ограничивалось видами F. oxysporum, F. culmorum, F. sporotrichiella Bilai, F. avena-
ceum.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что создание ис-
кусственных инфекционных фонов путем внесения в дерново-подзолистую почву фу-
зариозной инфекции привело к изменениям микромицетного комплекса в посевах

169

Т а б л и ц а 2

Изменение количественных показателей,
характеризующих комплексы почвенных микромицетов в посеве клевера лугового

Показатель

Растения второго года жизни

контроль инфекционный фон
инфекционный фон +
+ бактеризация семян

1 2 1 2 1 2

Численность, тыс. КОЕ/г 415 � 54 34 � 5 918 � 110 287 � 34 4584 � 596 1024 � 133

Длина мицелия, м/г 49.3 79.6 199.1 105.7 119.1 51.6

Общее число родов 3 2 4 5 3 6

Т а б л и ц а 2 (продолжение)

Показатель

Растения третьего года жизни

контроль инфекционный фон

1 2 1 2

Численность, тыс. КОЕ/г 1034 � 134 825 � 91 6032 � 724 887 � 133

Длина мицелия, м/г 235.2 58.2 196.4 172.7

Общее число родов 3 4 4 5

П р и м е ч а н и е. 1 — ризосфера, 2 — ризоплана.



клевера лугового. В ризосферной почве на второй год жизни растений существенно
по сравнению с контролем возросли общее количество грибных пропагул и длина
грибного мицелия. В комплексе микромицетов ризопланы обнаружены представите-
ли рода Fusarium, отсутствующие в комплексе контрольных растений. Общее количе-
ство грибных пропагул было на порядок выше, чем в контроле, проявилась тенденция
к увеличению длины мицелия в корневых тканях растений. По-видимому, более низ-
кая (на 5—8 %), чем в контроле, выживаемость клевера лугового на инфекционном
фоне была обусловлена изменениями микромицетного комплекса.

В ризосфере растений на третий год жизни под воздействием искусственно вне-
сенной в почву инфекции существенно возрастало общее количество грибных пропа-
гул, а в ризоплане значительно увеличивалась длина грибного мицелия в сравнении с
контролем.

В таксономической структуре микромицетного комплекса доминирующую пози-
цию заняли виды рода Fusarium, относительное обилие которых на инфекционном
фоне было в 3 раза выше, чем в ризоплане контрольных растений. Выживаемость кле-
вера лугового при этом, наоборот, была на 25 % ниже, чем выживаемость растений
контрольного варианта. Полученные результаты позволяют считать, что выявленное
в опыте снижение выживаемости клевера лугового на инфекционном фоне обуслов-
лено поражением корневых систем растений грибами рода Fusarium.

В обычных условиях в ризосфере и на корнях клевера лугового также накаплива-
лось значительное количество грибных пропагул, в корневых тканях на третьем году
жизни была обнаружена фузариозная инфекция, не связанная с ее искусственным
внесением в почву. Несмотря на то что продуктивность клевера лугового при этом
снижалась незначительно, выявленные изменения в микромицетном комплексе сви-
детельствуют о способности данной культуры накапливать в прикорневой зоне зна-
чительный пул грибной инфекции, включая фузарии, которые, учитывая низкую ви-
довую специфичность этих фитопатогенов, может представлять реальную опасность
для последующих культур в севообороте (Свистова, Бабьева, 1990; Васютин и др.,
1996).
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Т а б л и ц а 3

Изменение структуры комплекса микромицетов в посеве клевера лугового
под воздействием фузариозной инфекции (обилие представителей рода, %)

Род

Растения второго года жизни Растения третьего года жизни

контроль
инфекционный

фон

инфекционный
фон + бакте-

ризация семян
контроль

инфекционный
фон

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Aspergillus Micheli : Fr. — — — — — — 41.8 — 4.7 21.9

Chaetomium Kunze: Fr. — — — — — — 20.0 7.4 — —

Chrizosporium Corda — — — 9.3 — — — — — —

Fusarium Link : Fr. — — — 30.8 — 11.0 — 14.8 — 46.5

Gliocladium Corda — — — — — 12.8 — — — —

Mucor Micheli 22.2 16.6 12.5 — — 14.6 — — 37.0 15.3

Penicillium Link : Fr. 72.0 83.4 71.4 38.5 71.4 26.2 38.2 55.6 52.6 —

Rhizopus Ehrenberg
ex Corda

5.8 — 12.0 8.8 3.2 20.0 — 22.2 5.7 4.7

Trichoderma Pers. — — — — 25.4 — — — — —

Tritirachium Limber — — 4.1 12.6 — 15.4 — — — —

Verticillium Nees ex Link — — — — — — — — — 11.6



Внесение клубеньковых бактерий перед посевом семян клевера лугового мо-
жет при выращивании на инфекционном фоне способствовать ограничению актив-
ного развития в прикорневой зоне микроскопических грибов, и в частности фуза-
риумов.
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Р Е З Ю М Е

С использованием методов посева и люминесцентной микроскопии изучена структура

комплексов микроскопических грибов в прикорневой зоне клевера лугового (Trifolium praten-

se L.) при искусственном создании фитопатоценозов на дерново-подзолистой почве. Выявлены

существенные различия в плотности заселения корней и ризосферной почвы грибами, обуслов-

ленные воздействием внесенной в почву фузариозной инфекции. Показана принципиальная

возможность направленной регуляции плотности заселения грибами корней клевера лугового

путем бактеризации семян клубеньковыми бактериями.
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Ключевые слова: фузариозная инфекция, почва, ризосфера, клевер луговой, бактериаль-

ная инокуляция.

S U M M A R Y

The micromycetes complexes in the rhizosphere of red clover (Trifolium pratense L.) on soddy

podzolic soil were investigated using the methods of luminescense microscopy and cup sowing. The

differences in the number and composition of genera between the micromycetes complexes were rela-

ted to impact of Fusarium infection. It was established, that mycelial density of microscopic fungi in

the rhizosphere of red clover depended on the seed inoculation with bacterium Rhizobium legumino-

sarum bv. trifolii.

Key words: fusarium infection, soil, rhizosphere, red clover, inoculation with bacterium.
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