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(54) Штамм гриба Trichoderma lignorum Т-781 для получения препарата против корневых гнилей овощных и технических культур
(57) Изобретение относится к сельскохозяйственной микробиологии, в частности к получению средств защиты овощных и технических культур от корневых гнилей. Задачей изобретения является получение нового штамма, обладающего высокой антагонистической и гиперпаразитической активностью по отношению к возбудителям гнилей овощных и технических культур. Задача решается получением нового штама Trichoderma lignorum Т-781, который выделен из почв агробиоценозов Чуйской долины. Штамм позволяет повысить эффективность биологической борьбы с вредителями овощных и технических культур, является перспективным для использования в микробиологической промышленности для получения эффективных препаратов, 4 пр., 5 табл.
Изобретение относится к микробиологической промышленности, в частности к получению средств защиты овощных и технических культур от корневых гнилей и представляет собой новый штамм Trichoderma lignorum для получения биопрепарата.
Известен штамм Trichoderma lignorum - продуцент грибного препарата триходермина (А.с. SU №502026, кл. C12K 1/00, A01N 15/00, 1976). Эффективность этого биопрепарата была показана только в отношении корневых гнилей зерновых культур, льна и огурцов.
Наиболее близким по технической сущности и достигаемому положительному эффекту является культура Trichoderma lignorum, полученная путем воздействия этиленимином и УФ-лучами на штамм Trichoderma lignorum ВКПМ F-262 (T889) с последующей селекцией (А.с. SU №1390828, кл. A01N 63/00, C12N 1/14, 1985). Эффективность этой культуры была показана только в борьбе с болезнями сахарной свеклы, огурцов, томатов.
Задачей изобретения является получение нового штамма, обладающего высокой антагонистической и гиперпаразитической активностью по отношению к возбудителям гнилей овощных и технических культур. Задача решается получением нового штамма Trichoderma lignorum T-781, который был выделен из почв агробиоценозов Чуйской долины.
Штамм подавляет рост Corynobacterium sepedonicum, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia violacea, Bacillus Bussei.
Из почвенных образцов, отобранных из пахотного горизонта, готовятся почвенные образцы (10 г почвы на 100 мл стерильной воды). Для десорбирования спор и мицелий гриба с поверхности почвенных частиц почвенную суспензию обрабатывали путем 15-20 минутного перемешивания в колбах на качалке. Затем готовили нужное для посева разведение (1:10, 1:100, 1:1000).
На поверхность твердой питательной среды наносили одну каплю почвенной суспензии и с помощью стерильного шпателя распределяли ее по всей поверхности агаровой пластинки. Оптимальная температура инкубации посевов 24-26°C. Начиная с 3-5 суток, на питательной агаровой среде образуются характерные колонии грибов, которые отсевают в пробирки с питательной средой. Идентификация микроскопического гриба основывается в основном на морфологических признаках, главным образом на строении и способах развития репродуктивных структур.
Штамм хранится в лабораторной коллекции под номером Т-781.
Номенклатурные данные:
Порядок гифомицетов, класс несовершенных грибов, вид Trichoderma lignorum Harz.
Штамм Trichoderma lignorum T-781 имеет следующие морфолого-культуральные признаки:
Хорошо растет на агаризованной картофельно-гюкозной среде, сусло-агаре, на среде Чапека, на агазированных средах из кукурузной муки, отрубей кукурузного экстракта.
При оптимальных условиях (рН=5.5-6.6, температура 24-25°C) видимый рост колоний на всех средах наблюдается на 2-й день после посева.
На картофельной среде колонии развиваются последовательными концентрическими кругами белым воздушным мицелием. Колония, радиально расходящаяся от центра посева, сглаженно-пышная. На 3-4 сутки роста становятся матово-темно-зелеными. Диаметр колонии через 6-7 суток культивирования 5.8-6.2 ± 0.02 см.
На сусло-агаре колония, радиально расходящаяся от центра посева, пушистая, развивается последовательно концентрическими кругами сероватым субстратным и серовато-белым воздушными мицелиями. Дерновики в виде бархатных, белых колючек, сливающиеся в виде сплошного газона, на 4-5 сутки роста становятся матово-голубовато-зелеными.
На Чапеке-агаре колонии развиваются последовательными концентрическими кругами сероватым субстратным и серовато-воздушными мицелиями. Колония, радиально расходящаяся от центра посева, сглаженно-паутинистая. Дерновики в виде колючек, серовато-белые, на 4-5 сутки становятся матово-темно-зелеными.
У Trichoderma lignorum мицелий бесцветный, быстро образует мощную грибницу, конидиеносцы собраны в виде выпуклых дерновинок подушечковидной формы, сначала белые, позднее - темно-зеленые, иногда желто-зеленые. Конидиеносцы представляют боковые ответвления гиф, чаще вильчато разветвленные, бесцветные. Стеригмы приближаются к бутыльчатой форме, слегка изогнуты и расположены мутовками или одиночно, размеры - (6-13) х (2.5-4.4) мкм. Конидии округлые, 2.5-3.75 мкм в диаметре, собраны в шаровидные головки, обычно темно-зеленого, иногда желто-зеленого цвета. В гифах нередко образуются хламидоспоры, они бесцветные, 7.5-15.0 мкм в диаметре.
Физиолого-биохимические свойства:
Температура роста 4-35°C. Оптимум для роста 20-27°C, штамм слабо растет при 3-4 и 33-34°C, при 35°C конидии не прорастают. При 50°C гриб не растет.
Рост мицелия лучше идет на средах с pH - 5.0, конидии лучше образуются на средах с pH - 5.6-6.0.
Штаммы в бескислородной среде не растут.
Отношения к источникам углерода:
Штамм усваивает глюкозу, сахарозу, фруктозу. Не усваивает мальтозу, маннит, лактозу, арабинозу, рамнозу, сорбит.
Отношения к источникам азота:
Штамм хорошо усваивает пептон, азотнокислый натрий, несколько хуже - азотнокислый аммоний, плохо — казеин, гликакол хлористый.
Изобретение поясняется следующим конкретным примером получения препарата на основе Trichoderma lignorum T-781 для защиты картофеля и сахарной свеклы от возбудителей корневых гнилей.
Пример 1. Посевной материал получают выращиванием штамма в пробирках или в чашках Петри на картофельном агаре или сусло-агаре. Полученный посевной материал в количестве 1.0 % от объема среды засевают в колбы со стерильной жидкой питательной средой. В качестве жидких питательных сред используют сусло, картофельную среду без агара и среду, содержащую 1 % кормовых дрожжей или отруби:
Кормовые дрожжи БВК — 10 г или отруби, % — 40.
Вода питьевая — 1 л, % — 60
pH = 5.6 - 6.0.
Культуру в колбах выращивают на качалках со скоростью вращения 200-220 об/мин при температуре 25-26°C в течение 48-56 часов. Через 24 часа на среде появляется белый мицелий, который затем приобретает темно-зеленый цвет.
Сухой препарат получают на зерноотходах следующим образом:
1) отходы зерна замачивают водой в соотношении 1:1.5 не более 17 часов;
2) набухшее зерно засыпают в эмалированные кюветы.
Толщина слоя биомассы 2-3 см. Доращивание гриба продолжается до 96 часов при температуре 26-28°C. При этом происходит массовое образование спор темно-зеленого цвета.
Созревший сырой препарат высушивают в сушильном шкафу или в специальной комнате с умеренной тягой воздуха при 35°C в течение 72 часов при периодическом перемешивании. Влажность сухого препарата должна быть не более 7-8 %. Содержание спор в грамме сухого препарата не менее 10 млрд.
Пример 2. Были проведены исследования по выявлению антагонистического действия культуры Trichoderma lignorum в отношении выделенных в чистую культуру возбудителей кольцевой, серой, сухой гнили и ризоктониоза картофеля, и бурой, красной хвостовой гнилей сахарной свеклы.
В таблице 1 приведены данные, полученные при подсеве возбудителей корневых гнилей картофеля к культуре Trichoderma lignorum T-781.
Таблица 1
	Возбудители корневых гнилей картофеля
	Характер антагонистического действия триходермы

	
	48 часов
	7 суток
	20 суток

	1. Corynobakterium sepedonicum
	Активное угнетение
	Рост возбудителя подавлен на 50 %
	Следы возбудителя

	2. Botrytis cinerea
	Агрессивное
	Рост возбудителя подавлен на 70 %
	Полное подавление

	3. Fusarium solani
	Угнетение агрессивное
	-//-
	-//-

	4. Rhizoctonia solani
	Угнетение гиперпаразитизм
	Рост возбудителя подавлен на 50 %
	Следы возбудителя


В таблице 2 приведены данные, полученные при подсеве возбудителей корневых гнилей сахарной свеклы к культуре Trichoderma lignorum T-781.
Таблица 2
	Возбудители корневых гнилей картофеля
	Характер антагонистического действия триходермы

	
	48 часов
	7 суток
	20 суток

	Fusarium oxysporum
	Агрессивное угнетение
	Рост возбудителя подавлен на 70 %
	Полное подавление

	Rhizoctonia violacea
	Гиперпаразитизм
	Рост возбудителя подавлен на 80 %
	-//-

	Bacillus Bussei
	Активное угнетение
	Рост возбудителя подавлен на 50 %
	Следы возбудителя


Пример 3. Использование препарата. Заболевание сахарной свеклы, вызванные Fusarium oxysporum, Rhizoctonia violacea, Bacillus Bussei, характеризующиеся гнилью корневой системы и корнеплодов эффективно подавлялись путем обработки семян. Данные таблицы 3 показывают, что при обработке зараженных семян суспензией штамма Trichoderma lignorum T-781 количество здоровых всходов почти на 75 % больше, чем количество всходов необработанных семян. Это свидетельствует о подавлении суспензией штамма Trichoderma lignorum Т-781 развитие болезней при использовании ее путем обработки семян.
Готовят рабочую суспензию из сухого препарата с титром 5-6 млрд. в 1 г 700-800 мл этой суспензии достаточно для погружения 2 кг семян сахарной свеклы.
Таблица 3
	Семена сахарной свеклы
	Количество всходов
	Здоровые и способные к росту всходы в конце эксперимента

	Здоровые
	100
	100

	Обработанные суспензией штамма Trichoderma lig-norum T-781
	91
	84

	Зараженные возбудителями
	16
	3


В таблице 4 представлены данные, полученные при обработке почв препаратом штамма Trichoderma lignorum Т-781 в борьбе с болезнями сахарной свеклы. При титре 9-10 млрд. спор в 1 г сухого препарата вносят в почву из расчета 6-7 г/м Заметное оздоровление всходов, зараженных возбудителями корневых гнилей, получено при внесении препарата в почву — вокруг корневой системы растущего растения Развитие болезней сокращается на 57 %.
Таблица 4
	Всходы сахарной свеклы
	% здоровых растении
	% развития болезни

	Здоровые
	89
	102

	Зараженные культурой возбудителей корневых гнилей
	14.7
	85.3

	Зараженные возбудителями корневых гнилей и обработанные препаратом штамма Trichoderma lig-norum T-781
	72.8
	28.2


Пример 4 Проверена эффективность в отношении патогенов картофеля, поражающих клубни в процессе хранения. При сравнительном изучении с химическими антисептиками показана возможность использования штамма Trichoderma lignorum T-781 для снижения потерь картофеля при хранении. Проведено опудривание клубней картофеля сухим порошком спор триходермы в расчете 400-500 г на 2 кг картофеля (Таблица 5).
Таблица 5
	№
	Варианты
опыта 
	Искусственное заражение клубней

	
	
	Сухой гнилью
	Серой гнилью

	
	
	d
	h
	x
	d
	Н
	x

	1
	Контроль
	21.3
	20
	4.26
	19.3
	22.1
	4.26

	2
	Марганец
	19
	28.3
	5.37
	19.0
	24.2
	4.59

	3
	Хлорная известь
	20
	21.5
	4.3
	17.3
	20.5
	3.54

	4
	T.lignorum Т-781
	15
	19.3
	2.89
	14.7
	10.3
	1.51


Примечание:                                    d - диаметр зоны загнивания,
h - глубина загнивания,
х - индекс поражения.
Формула изобретения
Штамм гриба Trichoderma lignorum T-781 для получения препарата против корневых гнилей овощных и технических культур.
Составитель описания                   Усубакунова З.К.
Ответственный за выпуск             Арипов С.К.
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