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АННОТАЦИЯ

Известные факты повышения доли фитопатогенных форм микромицетов в почвах,  загрязненных тя-
желыми металлами (ТМ),  делают актуальными исследования механизмов их резистентности,  что  важно  
для выбора эффективных средств борьбы с возбудителями болезней растений. Не менее актуальными 
и нуждающимися в изучении остаются вопросы взаимодействия металл-резистентных фитопатогенов 
с непатогенными видами на фоне загрязнения. В лабораторных экспериментах с чистыми культурами 
четырех видов грибов (фитопатогенные штаммы Alternaria alternata и Fusarium oxysporum и непатоген-
ные Trichoderma harzianum и Clonostachys rosea) исследовали резистентность к катионам Cu,  Zn,  Pb,  по  
отдельности добавленных в питательную среду с разным содержанием доступного  углерода (сахарозы). 
Измеряли рост колоний,  активность спорообразования и накопление биомассы. Рассчитывали эффектив-
ные концентрации,  приводящие к 50%-му ингибированию параметров роста,  – ​EC50. Исследуемые грибы 
проявляли различную устойчивость к ТМ. T. harzianum и C. rosea были более устойчивы к Zn и Pb при 
любом содержании доступного  углерода. Наиболее устойчивы к Cu были пары A. alternata – ​ C. rosea 
и T. harzianum – ​C. rosea на средах с меньшим и большим содержанием углерода соответственно. При этом 
для всех грибов Zn и Pb оказались менее токсичны,  чем Сu. Антагонистическая активность,  оцененная 
методом встречных культур  на средах с добавлением ТМ,  зависела как от ростовых характеристик,  так 
и от выявленной устойчивости вида к ТМ. Активность быстрорастущего  T. harzianum как территори-
ального  антагониста стимулировалась внесением Zn и Pb. Медленнорастущий C. rosea проявлял конку-
рентоспособность благодаря высокой устойчивости к ТМ. Сделан вывод о  необходимости учета видовой 
устойчивости к ТМ для прогноза развития взаимоотношений патогенных и непатогенных видов в грибных 
сообществах на фоне загрязнения почвы.

Ключевые слова: загрязнение почвы,  патогены,  антагонизм,  метод встречных культур,  эффективные 
концентрации,  гормезис.
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ВВЕДЕНИЕ

Тяжелые металлы (ТМ) способны оказы-
вать негативное влияние на развитие грибов на 
разных уровнях биологической организации: 
от клеточного  уровня до  сообществ. Токсич-
ность ТМ обусловлена несколькими механиз-
мами их воздействия на живую клетку [Ба-
гаева и др.,  2013;  Singh et al., 2015]. Катионы 
ТМ взаимодействуют с различными электрон-
донорными группами в составе многих органи-
ческих соединений. Соединяясь с молекулами,  
участвующими в метаболизме клеток,  – ​бел-
ками,  нуклеотидами,  коферментами,  фосфо-
липидами,  порфиринами,   – ​ ТМ оказывают 
влияние на активность этих молекул. Повы-
шенное накопление ТМ вызывает эффект ок-
сидативного  стресса и  последующие про-
цессы повышенного  перекисного  окисления 
липидов,  обеднение содержания глутатиона 
и эргостерола,  а также изменение активности 
ферментов (дегидрогеназной,  каталазной,  пе-
роксидазной) [Pérez-Torres et al., 2020; Rola et 
al., 2022]. Тяжелые металлы,  таким образом,  
оказывают свое токсическое действие на боль-
шинство  участков метаболических путей ми-
кроорганизмов.

Первым внешним барьером,  защищающим 
клетку от действия ТМ,  является поверхность 
клеточной стенки,  которая может высту-
пать в качестве лиганда для связывания ио-
нов металлов и участвовать в их внеклеточной 
секвестрации [Palanivel et al.,  2023]. Тяжелые 
металлы,  достигшие плазматической мемб- 
раны,  могут изменять ее структуру [Rola et 
al., 2022]. Проникновение ТМ в клетку может 
происходить через специфические транспор-
теры [Palanivel et al.,  2023],  после чего  ТМ 
могут повреждать внутриклеточные структу-
ры и макромолекулы внутри клеток.

Вместе с тем грибы характеризуются вы-
сокой резистентностью и адаптивностью к ТМ. 
Резистентность грибов обусловлена несколь-
кими защитными механизмами [Багаева и др.,  
2013;  Siddiquee et al., 2015;  Скугорева и др.,  
2019;  Gajewska et al., 2022],  в частности: эли-
минацией металлов барьером проницаемости,  
активным транспортом металлов из клетки,  
внеклеточным секвестрированием,  фермен-
тативной детоксикацией,  внутриклеточным 
секвестрированием металлов,  уменьшением 
чувствительности клеточных мишеней к ме-
таллам.

Грибы обладают уникальными биохимиче-
скими особенностями,  способствующими уве-
личению резистентности к токсическому дей-
ствию ТМ [Скугорева и др.,  2019]. Клеточная 
стенка содержит хитин – ​ полисахарид,  об-
ладающий высокой сорбционной способностью 
благодаря хелатированию ТМ. Меланины  – ​
связанные с клеточной стенкой фенольные мо-
лекулы – ​ еще одна группа соединений,  ко-
торые вырабатываются грибами в  ответ на 
действие ТМ. Некоторые меланины микроми-
цетов являются эффективными биосорбента-
ми меди [Gadd, de Rome, 1988; Caesar-Tonthat 
et al., 1995]. Функциональные группы полиме-
ров клеточной стенки способны к ионному вза-
имодействию и формированию комплексных 
соединений с ионами металлов [Awofolu et al., 
2006; Alluri et al., 2007]. Особенности грибов 
затрагивают строение не только  клеточной 
стенки,  но  и клеточной мембраны и особен-
ности внутриклеточных метаболитов. В связи 
с этим выделяют возможные универсальные 
стратегии адаптации грибов к неблагоприят-
ным факторам: накопление в цитоплазме за-
щитных веществ (осмолитов) и изменение ли-
пидного  состава мембран [Danilova et al., 2020; 
Федосеева и др.,  2021].

Среди наиболее устойчивых к действию ТМ 
выделяют представителей родов Trichoder-
ma, Fusarium, Aspergillus, Penicillium и Alter-
naria из широко  представленного  в почве от-
дела Ascomycota [Iskandar et al., 2011; Olapido 
et al., 2018; Torres-Cruz et al., 2018; Njoku et al., 
2020]. Многие металл-устойчивые грибы из ро-
дов Aspergillus, Fusarium, Penicillium и Alter-
naria способны к проявлению фитопатогенных 
свойств. Среди устойчивых к ТМ грибов прак-
тический интерес вызывают широко  распро-
страненные представители рода Trichoderma. 
Грибы триходерма устойчивы к ряду агрохи-
микатов,  ТМ и органическим загрязняющим 
веществам,  их широко  используют в  сель-
ском хозяйстве в качестве стимуляторов роста 
растений и для биологической борьбы с фито-
патогенами [Gorai et al., 2020]. Под действием 
ТМ в структуре грибных сообществ происхо-
дит элиминирование видов грибов,  способных 
к супрессорной активности на фоне смещения 
в сторону доминирования оппортунистических 
резистентных патогенных групп,  усиливается 
агрессивность патогенов [Pariaud et al., 2009; 
Корнейкова и др.,  2012]. Опасность,  которую 
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представляют грибные патогены,  усилива-
ется за счет ускоренной эволюции патогенов 
в основном из-за использования фунгицидов 
и других видов деятельности человека,  спо-
собствующих притоку токсичных соединений,  
часто  содержащих ТМ,  в среду обитания ми-
кроорганизмов [Pandaranayaka et al., 2019].

Цель работы – ​изучить устойчивость к ТМ 
почвенных микромицетов,  различающихся по  
фитопатогенным и  антагонистическим свой
ствам,  и  охарактеризовать изменение анта-
гонистической активности в среде роста гри-
бов,  содержащей катионы ТМ. Эффекты ТМ 
(Сu,  Zn,  Pb) изучали в модельных лабора-
торных экспериментах на примере двух ви-
дов фитопатогенных микромицетов  – ​ Alter-
naria alternatа и Fusarium oxysporum, и двух 
непатогенных,  но  обладающих потенциальной 
антагонистической активностью – ​Trichoder-
ma harzianum и Clonostachys rosea.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Грибные культуры  
и дизайн эксперимента

Объектами исследования были выделен-
ные из почвы штаммы видов: Alternaria alter-
natа (Fr.) Keissl,  Fusarium oxysporum Schltdl. 
1824,  Trichoderma harzianum Rifai 1969 и Clo-
nostachys rosea (Preuss) Mussat 1901. Гриб 
T. harzianum не синтезирует меланины. Гриб 
A. alternata синтезирует 1,8‑дигидроксинаф-
талин (DHN-)меланиноподобные соединения,  
которые в  основном связаны с  аскомицета-
ми [Toledo et al.,  2017]. Представители рода 
Fusarium способны синтезировать менее ка-
нонические для аскомицетов меланины  – ​
5‑дезоксибострикоидеин-меланин [Toledo et al., 
2017]. Ранее нами получены экспериментальные 
подтверждения синтеза меланино-подобных 
пигментов у F. solani [Fedoseeva et al., 2022].

Грибы культивировали на среде Чапека 
со  следующим минеральным составом (г/л): 
NaNO3 – 3,0;  K2HPO4 – 1,0;  MgSO4 – 0,5;  
KCl‑0,5;  FeSO4 – 0,001 (pH  5,5–6,0). Сахаро-
зу в концентрации 3 и 20 г/л вносили в каче-
стве источника углерода. Микромицеты инку-
бировали при 22 °C в колбах с жидкой средой 
Чапека или в  чашках Петри,  содержащих 
агаризованную среду Чапека. В эксперимен-
тах на жидких питательных средах суспензию 
спор  вносили в колбы со  100 мл среды до  соз-

дания плотности спор  105 – 106 ед/мл,  инку-
бацию проводили на шейкере. В таких случаях 
грибная биомасса была представлена мицели-
альными пеллетами. На твердые среды грибной 
инокулюм переносили бактериологической пет-
лей из пробирок с маточной культурой.

Тяжелые металлы

Катионы ТМ применяли в форме солей (ни-
траты меди,  свинца и цинка). Применение од-
ной и той же анионной формы позволяло  ис-
ключить эффект влияния разных анионов на 
отклики микромицетов. В экспериментах по  
накоплению биомассы в  жидких питатель-
ных средах соли ТМ добавляли в среды од-
новременно  с внесением грибного  инокулю-
ма. В экспериментах на агаризованных средах 
соли ТМ добавляли в среды после автоклави-
рования и  снижения температуры. Методом 
кратных разведений создавали диапазон кон-
центраций катионов Cu,  Pb и Zn 0,001 – 1 г/л. 
Широкий диапазон концентраций позволял 
получить эффект как стимулирования,  так 
и  ингибирования ростовых показателей ми-
кромицетов. При выборе катионов металлов 
и испытуемых концентраций солей ориенти-
ровались на публикации об устойчивости гри-
бов к ТМ [Iskandar et al., 2011; Mohammadian 
et al., 2017; Torres-Cruz et al., 2018]. Контролем 
служила питательная среда без ТМ.

Оценка ростовых показателей  
грибных культур

Измеряли ростовые показатели грибов 
(fungal endpoints): биомассу мицелия,  диа-
метр  грибной колонии и продуктивность ко-
нидий. Кинетические показатели скорости ро-
ста колоний оценивали в  чашках Петри по  
изменению диаметра (радиуса) колоний,  ко-
торый фиксировали с помощью линейки. При 
анализе структурно-функциональной органи-
зации микобиоты в природных средах доста-
точно  широко  используется экспресс-метод 
оценки разнообразия микробных сообществ по  
радиальной скорости роста [Нетрусов и др.,  
2012]. На основе этого  показателя предло-
жено  группировать микроорганизмы,  выде-
ляемые при посеве образцов на питательные 
среды,  по  разным классам с определенным 
диапазоном значений коэффициента радиаль-
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ной скорости роста (Kr) и кинетическим ти-
пам [Полянская и др.,  1988]. В данной работе 
проведено  ранжирование исследуемых видов 
грибов по  скорости роста в контрольных (без 
внесения ТМ) и с внесением ТМ вариантах. 
Скорость роста определяли в период линей-
ного  роста колоний в чашках Петри с агари-
зованной средой,  измеряя диаметр  колонии 
каждые 24–48 часа. Скорость роста (СР) рас-
считывали по  формуле:

	 СР = R/Δt,

где R – ​радиус колонии,  мм;  Δt – ​продолжи-
тельность культивирования,  ч.

Биомассу мицелия после культивирования 
на жидкой среде собирали при фильтровании 
на обеззоленные бумажные фильтры. Мице-
лий высушивали при 103 °C до  постоянного  
веса,  взвешивали.

Интенсивность спороношения оценивали 
по  продукции конидий на 1 мм2. Для этого  
вырезали три равных участка агаризованной 
среды со  спороносным мицелием от центра 
к  краю колонии микробиологическим свер-
лом. Вырезанные участки помещали в  5 мл 
дистиллированной воды с небольшим добав-
лением детергента (Твин‑80),  встряхивали,  
а затем суспензию спор  фильтровали через 
капроновое сито. Интенсивность спороношения 
определяли с помощью камеры Горяева со-
гласно  опубликованным рекомендациям [Са-
нин и др.,  2008].

Рассчитывали эффективные концентрации,  
вызывающие 50%-е (ЭК50) ингибирование ро-
ста колоний на агаризованной среде (на 2‑е,  
4‑е,  6‑е и 7‑е сутки роста для T. harzianum, 
F. oxysporum, A. alternata и C. rosea соответ-
ственно),  а также ингибирование накопления 
биомассы при росте в жидкой среде (на 3–4-е 
сутки роста для всех культур).

Оценка антагонистических свойств  
методом встречных культур

Антагонистическую активность грибов,  по-
тенциально  обладающих супрессорной актив-
ностью по  отношению к фитопатогенам,  оце-
нивали методом встречных культур  [Matarese 
et al., 2012]. Диски,  вырезанные с края актив-
но  растущей колонии антагониста и патоге-
на,  помещали в чашку Петри с агаризованной 
питательной средой. Учитывали радиус коло-

нии патогена как обращенный навстречу ко-
лонии антагониста (Ra),  так и в перпендику-
лярном (контрольном) направлении (Rc). Для 
оценки антагонистической активности грибов 
рост колоний оценивали на средах со  снижен-
ной концентрацией сахарозы.

Статистическая обработка

Эксперименты проводили в  3–5 повтор-
ностях с расчетом средних арифметических 
и стандартных отклонений,  на графиках ука-
зывали планки погрешностей. Достоверность 
различий между вариантами определяли с по-
мощью однофакторного  дисперсионного  ана-
лиза (ANOVA) и попарного  множественного  
сравнения (тест Тьюки). Для расчета ЭК при-
меняли пробитный анализ. Все расчеты прово-
дились в статистических программах R,  Excel 
и ExcelStat.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кинетические типы грибов

По  результатам кинетических измене-
ний диаметра колоний на питательных сре-
дах без добавления ТМ проведено  ран-
жирование исследуемых видов грибов по  
скорости роста (табл. 1). Скорость роста T. har-
zianum находилась в пределах (0,78 ± 0,03) –
(0,89 ± 0,07)  мм/ч,  что  позволило  отнести 
этот штамм к кинетическому типу – ​быстро-
растущий с  Kr ≥ 12. Скорость роста C. ro-
sea находилась в  пределах (0,18 ± 0,03) – 
(0,22 ± 0,02) мм/ч,  что  характеризовало  гриб 
как медленнорастущий с Kr = 4. Скорость роста 
A. alternata – ​(0,38 ± 0,02) –(0,39 ± 0,03) мм/ч,  
поэтому этот вид был отнесен к кинетическо-
му типу – ​быстрорастущий с Kr = 8. И,  на-
конец,  F. оxysporum, скорость роста которого 
(0,58 ± 0,01) – (0,61 ± 0,02) мм/ч,  был квали-
фицирован как быстрорастущий с Kr = 10–
11. По  снижению скорости роста исследован-
ные микромицеты можно  расположить в ряду: 
T. harzianum ˃ F. oxysporum ˃ A. alternata ˃ 
C. rosea. Разные концентрации сахарозы (3 
и 20 г/л) не влияли на описанные кинетиче-
ские типы изученных микромицетов.

Влияние тяжелых металлов  
на рост колоний

Тяжелые металлы при внесении в  пита-
тельную среду в основном ингибировали рост 
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колонии,  снижая скорость роста грибов (см. 
табл. 1). Эффект стимулирования (гормезис) 
наблюдался при невысоких концентрациях 
Zn и Pb,  которые провоцировали увеличение 
скорости роста T. harzianum. Цинк при самой 
невысокой концентрации увеличивал скорость 
роста C. rosea. Анализ рассчитанных скоро-
стей роста грибов и эффективных концентра-
ций ТМ,  вызывающих ингибирование роста 
колоний,  позволил заключить,  что  медь яв-
лялась наиболее токсичным ТМ для исследо-
ванных представителей микромицетов. Внутри 
исследованной группы микромицеты проявля-
ли разную устойчивость к воздействию ТМ. 
К действию Zn и Pb наибольшую устойчивость 
проявляли T. harzianum и C. rosea.

Разные концентрации сахарозы влияли на 
степень устойчивости к ТМ изученных штам-
мов. При увеличении содержания легкодо-
ступного  источника углерода (увеличение 
концентрации сахарозы с 3 до  20 г/л) прак-
тически двукратно  повышалась устойчивость 
и T. harzianum, и C. rosea к Zn и Pb (рис. 1,  в,  
д). Устойчивость к меди,  характеризуемая по  
ЭК50,  также зависела от содержания сахарозы 
в среде роста. При 20 г/л сахарозы у T. har-
zianum и C. rosea ЭК50 Cu 0,024 и 0,023 г/л 
соответственно  (рис. 1,  а). При снижении со-

держания легкодоступного  источника угле-
рода наибольшую устойчивость проявляли 
виды C. rosea и A. alternata – ЭК50 Cu 0,015 и 
0,003 г/л соответственно  (см. рис. 1,  а).

Влияние тяжелых металлов  
на накопление биомассы

Наибольшая устойчивость к Zn выявлена 
у T. harzianum: значения ЭК50 1,16 и 1,64 г/л 
в средах с сахарозой 3 и 20 г/л соответствен-
но  (рис.  1,  г). Устойчивость C. rosea к  Zn 
ниже,  чем у триходермы: ЭК50 = 0,79 г/л при 
20 г/л сахарозы,  ЭК50 = 0,24 г/л при 3 г/л 
сахарозы (см. рис. 1,  г). Устойчивость F. oxy- 
sporum и  A. alternata была значительно  
ниже – ​ЭК50 от 0,09 до  0,15 г/л.

Наибольшая устойчивость к Cu выявлена 
у A. alternata (ЭК50 0,046 г/л при 3 г/л саха-
розы) (рис. 1,  б). Гриб T. harzianum,  который 
можно  отнести к наиболее устойчивому к дей-
ствию Zn,  к действию Cu не проявлял высо-
кой устойчивости.

Влияние тяжелых металлов  
на интенсивность спороношения

Для трех видов микромицетов,  C. rosea,  
A. alternata,  F. oxysporum,  внесение ТМ в кон- 

Т а б л и ц а  1
Скорость роста микромицетов в контроле и образцах с внесением тяжелых металлов, мм/ч*

Вид T. harzianum C. rosea A. alternata F. oxysporum

Сахароза (г/л) 3 20 3 20 3 20 3 20

Контроль – 0,78±0,03ab** 0,89±0,07c 0,22±0,02a 0,18±0,03bc 0,39±0,03a 0,38±0,02a 0,58±0,01a 0,61±0,02a

Тип Быстрорастущий,   
Kr ≥ 12

Медленнорастущий,  
Kr = 4

Быстрорастущий,   
Kr = 8

Быстрорастущий,   
Kr = 10–11

Pb,  г/л 0,5 0,59±0,02bc 0,88±0,06c 0,16±0,01b 0,15±0,02bc 0,10±0,005d 0,13±0,02bc 0,15±0,01cd 0,25±0,02c

0,05 0,80±0,007a 1,21±0,02abc 0,21±0,01a 0,19±0,01bc 0,36±0,03a 0,34±0,01a 0,57±0,008a 0,54±0,03a

0,01 0,84±0,008a 1,37±0,16a 0,22±0,01a 0,18±0,02bc 0,39±0,003a 0,34±0,03a 0,56±0,02a 0,56±0,03a

Zn,  г/л 0,5 0,16±0,03d 0,31±0,04de 0,10±0,005c 0,19±0,02bc 0,06±0,004d 0,03±0,03d 0,20±0,01c 0,34±0,02b

0,05 0,71±0,05ab 1,23±0,03ab 0,21±0,01a 0,21±0,02b 0,28±0,02b 0,21±0,07b 0,53±0,01a 0,52±0,05a

0,01 0,86±0,02a 1,32±0,13a 0,21±0,03ab 0,28±0,04a 0,30±0,07b 0,31±0,05a 0,54±0,008a 0,50±0,04a

Cu,  г/л 0,05 0,15±0,02d 0,08±0,02e 0,05±0,01d 0,014±0,003d 0,11±0,01cd 0,04±0,02d 0e 0c

0,01 0,23±0,05d 0,48±0,28d 0,16±0,003b 0,14±0,003c 0,09±0,002d 0,11±0,02cd 0,14±0,02d 0,15±0,13c

0,005 0,44±0,12c 0,91±0,08bc 0,16±0,04b 0,17±0,01bc 0,17±0,01c 0,17±0,01bc 0,32±0,06b 0,32±0,01b

 * Самая высокая скорость в экспоненциальной фазе роста.
** Значения,  которым присвоены разные буквы,  различаются значимо  (p ≤ 0,05,  критерий Тьюки).
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центрациях,  не подавляющих рост колоний,  
стимулировало  спороношение. Причем коло-
нии C. rosea активнее продуцировали конидии 
при внесении каждого  из трех ТМ (рис. 2,  в,  
г;  рис. 3,  д–з);  A. alternata – ​при внесении Cu 
(рис. 2,  д,  е;  рис. 3,  и–м);  F. oxysporum – ​при 
внесении Zn (рис. 2,  ж,  з;  рис. 3,  н–р). Актив-
ность спороношения T. harzianum на фоне вне-
сения ТМ зависела от концентрации сахаро-
зы в среде (рис. 2,  а,  б;  рис. 3,  а–г). При 3 г/л 
сахарозы Zn и Pb в больших концентрациях 
(1 и 0,5 г/л) ингибировали продуцирование ко-
нидий,  а Cu полностью подавляла. При уве-
личении сахарозы до  20 г/л Zn и Pb при всех 
исследованных концентрациях стимулирова-
ли продуцирование конидий,  стимулирование 

Cu отмечалось на самых низких концентраци-
ях (0,005 г/л).

Влияние тяжелых металлов  
на проявление антагонистической  

активности грибов

На средах с внесением Zn и Pb отмечалась 
активизация роста быстрорастущего  T. har-
zianum (рис. 4,  б,  в,  е,  ж). В паре с фитопа-
тогенными A. alternata и  F. oxysporum, ха-
рактеризующимися меньшей скоростью роста 
колоний,  триходерма проявляла себя как наи-
более активный территориальный антагонист. 
Однако  на средах с Cu,  ингибирующей рост 
триходермы в большей степени,  чем рост аль-

Рис. 1. Эффективные концентрации металлов (ЭК50,  
г/л среды),  рассчитанные по  ингибированию роста 
колоний (а –  ​медь;  в –  ​цинк;  д –  ​свинец) и ингиби-
рованию накопления биомассы (б –  ​медь,  г –  ​цинк)

Определение ЭК свинца осложнялось тем,  что  при высо-
ких концентрациях,  требуемых для создания ингибирую-

щего  эффекта,  нитрат свинца выпадал в осадок.
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тернарии и даже фузариума,  эффект усиле-
ния антагонистических свойств T. harzianum 
не проявлялся (рис. 4,  г,  з).

Гриб C. rosea по-разному проявлял себя 
по  отношению к фитопатогенным грибам. Он 

имел более низкую скорость роста,  чем A. al-
ternata и F. oxysporum. На средах с ТМ за-
метной активации,  как ростовой,  так и воз-
можной супрессорной активности,  C. rosea 
не наблюдалось (рис.  5,  а–г). Внесение Cu  

Рис. 2. Интенсивность спороношения микромицетов в контроле (K) (без внесения металлов) и образцах 
среды с внесением металлов: при 3 г/л сахарозы (a –  ​T. harzianum;  в –  ​C. rosea; д –  ​A. alternata;  ж –  

F. oxysporum) и 20 г/л сахарозы (б –  T. harzianum;  г –  ​C. rosea;  е –  ​A. alternata;  з –  ​F. oxysporum).

* — значения,  которым присвоены разные буквы,  различаются значимо  (p ≤ 0,05,  критерий Тьюки)
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ингибировало  рост F. oxysporum,  а C. rosea 
оказывался устойчивым к действию данного  
ТМ (рис. 5,  з). Таким образом,  в присутствии 
меди C. rosea мог быть потенциально  более 
конкурентоспособным,  чем фитопатогенный 
F. oxysporum.

Способность к проявлению антагонистиче-
ских свойств (особенно  как территориальных 
антагонистов) зависела от скорости роста гриба 

и уровня устойчивости к ТМ. T. harzianum вел 
себя как наиболее активный территориальный 
антагонист на средах со  Zn и Pb в отношении 
грибов с меньшей скоростью роста (A. alterna-
ta и F. oxysporum). Медленнорастущий C. rosea 
мог быть потенциально  более конкурентоспосо-
бен по  сравнению с фитопатогенными грибами 
с большей скоростью роста только  за счет сво-
ей высокой устойчивости к ТМ.

Рис. 3. Внешний вид колоний микромицетов в контроле (без внесения металлов) и на средах с внесением 
металлов: T. harzianum (а –  контроль;  б –  ​0,01 г/л Pb;  в –  ​0,01 г/л Zn;  г –  ​0,005 г/л Cu);  C. rosea (д –  
контроль;  е –  ​0,01 г/л Pb;  ж –  ​0,01 г/л Zn;  з –  ​0,005 г/л Cu);  A. alternata (и –  контроль;  к –  ​0,01 г/л 
Pb;  л –  ​0,01 г/л Zn;  м –  ​0,005 г/л Cu);  F. oxysporum (н –  контроль;  о –  ​0,01 г/л Pb;  п –  ​0,01 г/л Zn;  

р –  ​0,005 г/л Cu)
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Рис. 5. Фиксация антагонистических свойств C. rosea в паре с A. alternata: а –  на среде Чапека (контроль);  
б –  Pb 0,01 г/л;  в –  Zn 0,05 г/л;  г –  Cu 0,005 г/л. В паре с F. oxysporum: д –  на среде Чапека (контроль);  

е –  Pb 0,01 г/л;  ж –  Zn 0,05 г/л;  з –  Cu 0,01 г/л

Рис. 4. Фиксация антагонистических свойств T. harzianum в паре с A. alternata: а –  на среде Чапека 
(контроль);  б –  Pb 0,01 г/л;  в –  Zn 0,01 г/л;  г –  Cu 0,01 г/л. В паре с F. oxysporum: д –  на среде Чапека 

(контроль);  е –  Pb 0,01 г/л;  ж –  Zn 0,01 г/л;  з –  Cu 0,005 г/л
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ОБСУЖДЕНИЕ

На основании полученных данных по  влия-
нию ТМ на рост колоний активность спороно-
шения и накопление биомассы можно  заклю-
чить,  что  для трех штаммов T. harzianum,  
A. alternata и F. oxysporum наименее токсич-
ным был свинец,  для C. rosea – ​цинк. Медь 
характеризовалась наибольшей токсичностью 
для всех исследованных микромицетов. Ана-
лиз опубликованных данных по  воздействию 
ТМ на разные виды мицелиальных грибов по-
казал,  что  показатели токсичности варьи-
руют (табл. 2). Так,  штамм Curvularia lunata 
оказался более чувствительным к  токсиче-
скому действию никеля,  чем меди и  цинка 
[Paraszkiewicz et al., 2009]. Наименьшее вли-
яние на F. oxysporum и Pythium debaryanum 
оказал цинк,  тогда как наибольшее – ​кадмий 
[Golubović-Ćurguz et al., 2010]. Штаммы гифо-
мицета Heliscus lugdunensis (Neonectria lug-
dunensis) и почвенного  гриба Verticillium cf. 
alboatrum также проявляли более высокую 
устойчивость к Zn,  чем к Cd [Jaeckel et al., 
2005]. Авторы [Sazanova et al., 2015] обнару-
жили ингибирующее действие индивидуаль-
ной обработки Zn (2 мМ) и Cu (0,5 мМ) на рост 
Aspergillus niger и Penicillium citrinum. В це-
лом можно  заключить,  что  Cd и Ni относятся 
к наиболее токсичным металлам для мицели-
альных грибов,  Zn – ​к наименее токсичным,  
Cu и Pb занимают промежуточное положение.

На оценку токсичности металлов могут 
оказывать влияние особенности развития гри-
бов в различных средах. Для A. alternata зна-
чения ЭК цинка и меди,  рассчитанные по  ин-
гибированию роста колоний,  были ниже,  чем 
при оценке ингибирования накопления биомас-
сы в жидкой среде (см. рис.  1,  а–г). Данная 
тенденция проявлялась как на средах с 3 г/л,  
так и с 20 г/л сахарозы. Для C. rosea и F. ox-
ysporum значения ЭК по  ингибированию рос- 
та колоний были выше или равны значениям 
ЭК по  ингибированию накопления биомассы 
(см. рис. 1,  а–г). Для T. harzianum однозначная 
тенденция не проявлялась. Зафиксированный 
для A. alternata эффект,  при котором гриб 
проявлял большую устойчивость к  ТМ при 
росте на жидких средах,  согласуется с дру-
гими исследованиями. Штамм C. lunata,  вы-
деленный из не загрязненной ТМ почвы,  при 
выращивании на твердой среде (в условиях,  

препятствующих образованию специфическо-
го  эмульгатора) проявлял значительно  более 
высокую чувствительность к ионам Cd2+,  Zn2+ 
и Pb2+,  чем при выращивании на жидкой сре-
де,  когда данный гриб продуцирует внекле-
точный эмульгатор  [Paraszkiewicz et al., 2009].

На оценку токсичности металлов в лабора-
торных условиях также оказывает влияние ко-
личество  легкодоступного  источника углерода 
в среде. В ходе экспериментов прослеживалась 
тенденция по  усилению устойчивости T. har-
zianum и C. rosea к действию ТМ при увели-
чении содержания легкодоступного  источника 
углерода (увеличение концентрации сахаро-
зы до  20 г/л) (см. рис. 1,  а–д). При внесении 
дополнительной сахарозы усиление устойчи-
вости фитопатогенного  гриба F. oxysporum 
проявлялось в меньшей степени,  а фитопа-
тогенный гриб A. alternata вообще показывал 
меньшую устойчивость (см. рис. 1,  а–д). Ак-
тивность спороношения T. harzianum на фоне 
внесения ТМ зависела от концентрации са-
харозы в среде и была интенсивнее на сре-
дах с  большим содержанием сахарозы (см. 
рис. 2,  а,  б;  рис. 3,  а–в).

Реакции микромицетов на присутствие ТМ 
отражают стратегии адаптации к неблагопри-
ятным факторам среды (fungal life style). Гриб 
T. harzianum,  характеризующийся высокой 
скоростью роста,  способностью образовывать 
обширные колонии и активным спороношени-
ем как в оптимальных условиях,  так и в при-
сутствии ТМ,  был более устойчив к действию 
Zn и Pb при большем содержании доступно-
го  углерода в среде. Эти характеристики по-
зволяют отнести гриб T. harzianum к r-страте-
гам. Фитопатогенный меланизированный гриб 
A. alternata,  наоборот,  был более устойчив на 
средах со  сниженным содержанием доступно-
го  углерода,  проявлял выраженную устойчи-
вость к действию Cu,  которая активизирова-
ла спороношение гриба. Высокую устойчивость 
A. alternata к действию Cu также можно  свя-
зать с присутствием меланина, являющегося 
эффективным биосорбентом меди [Gadd, de 
Rome, 1988; Rizzo et al., 1992; Caesar-Tonthat 
et al., 1995]. Медленнорастущий гриб C. rosea,  
не образующий обширные колонии,  характе-
ризовался сравнительно  высокими показате-
лями устойчивости к действию всех ТМ,  ко-
торые активизировали спороношение гриба. 
Грибы A. alternata и C. rosea, вероятнее всего,   
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Т а б л и ц а  2
Эффективные концентрации тяжелых металлов, вызывающие 50%-е ингибирование накопления биомассы 

и диаметра колоний мицелиальных грибов (ЭК50)

Вид гриба Место  изоляции
Пато- 
ген-
ность

Срок  
инкубации,  

дней

Ростовой  
показатель

ЭК50 Ссылка

Кадмий (cd)

Paecilomyces  
marquandii

Сильно  загрязненная 
металлами почва

Да 5 Ингибирование 
биомассы

2,5 мМ
281 мг/л

Słaba et al.,  
2013

Verticillium cf. 
alboatrum

Сильно  загрязненный 
водоем

Да 4 Ингибирование 
биомассы

0,9 мМ
101 мг/л

Jaeckel et al.,  
2005

Никель (ni)

Curvularia lunata Не загрязненная  
металлами почва

Да 2 Ингибирование 
биомассы

3 мМ
176 мг/л

Paraszkiewicz  
et al.,  2009

Paecilomyces  
marquandii

Сильно  загрязненная 
металлами почва

Да 5 Ингибирование 
биомассы

3 мМ
176 мг/л

Słaba et al.,  
2013

Медь (cu)

Curvularia lunata Не загрязненная  
металлами почва

Да 2 Ингибирование 
биомассы

10 мМ
636 мг/л

Paraszkiewicz  
et al.,  2009

Paecilomyces  
marquandii

Сильно  загрязненная 
металлами почва

Да 5 Ингибирование 
биомассы

4,5 мМ
286 мг/л

Słaba et al.,  
2013

Aspergillus niger Лабораторная коллекция Да 10 Ингибирование 
биомассы

0,5 мМ
32 мг/л

Sazanova et 
al.,  2015

Alternaria  
alternata

Инфецированные  
растения

Да 6 Диаметр   
колонии

0,2 мМ
33 мг/л

Ouda et al.,  
2014

Alternaria  
alternata

Не загрязненная  
металлами почва

Да 7 Диаметр   
колонии

0,08 мМ
5 мг/л

Федосеева 
и др.,  2022

Trichoderma 
viride

Не загрязненная  
металлами почва

Нет 4 Диаметр   
колонии

1,93 мМ
123 мг/л

Федосеева 
и др.,  2022

Свинец (pb)

Paecilomyces  
marquandii

Сильно  загрязненная 
металлами почва

Да 5 Ингибирование 
биомассы

3,7 мМ
767 мг/l

Słaba et al.,  
2013

Alternaria  
alternata

Не загрязненная  
металлами почва

Да 7 Диаметр   
колонии

1,16 мМ
240 мг/л

Федосеева 
и др.,  2022

Trichoderma 
viride

Не загрязненная  
металлами почва

Нет 4 Диаметр   
колонии

1,25 мМ
259 мг/л

Федосеева 
и др.,  2022

Цинк (zn)

Curvularia lunata Не загрязненная  
металлами почва

Да 2 Ингибирование 
биомассы

17,5 мМ
1150 мг/л

Paraszkiewicz  
et al.,  2009

Paecilomyces  
marquandii

Сильно  загрязненная 
металлами почва

Да 5 Ингибирование 
биомассы

12 мМ
788 мг/л

Słaba et al.,  
2013

Aspergillus niger Лабораторная коллекция Да 10 Ингибирование 
биомассы

2 мМ
131 мг/л

Sazanova et 
al.,  2015



932

являются K-стратегами,  реагирующими на 
стресс образованием компактных колоний 
и активизацией спороношения.

Интенсивность спорообразования не всег-
да является показателем негативного  воздей-
ствия. Процент подавления прорастания спор  
в смывах с колоний F. oxysporum может слу-
жить индикатором степени токсичности ТМ 
[Терехова,  2007]. В природных же условиях 
при наличии питательных компонентов ТМ 
могут провоцировать увеличение доли споро-
вой биомассы [Терехова,  2007]. Кроме того,  
условия окружающей среды,  оптимальные 
для активного  спорообразования,  могут от-
личаться от условий,  благоприятных для ро-
ста колоний [Marfenina et al., 2010].

В  литературе обсуждают специфиче-
ские механизмы токсического  эффекта ТМ 
на грибные патогены и  причины высокой 
устойчивости данной группы грибов к  дей-
ствию ТМ (pathogen viability) [Gajewska et al.,  
2022]. Действительно,  среди наиболее металл-
резистентных грибов чаще всего  фиксируют 
патогенные виды (см. табл. 2). Некоторым ис-
ключением,  как отмечалось выше,  являют-
ся представители рода Trichoderma. В нашем 
исследовании сравнительно  высокую устой-
чивость к действию Zn,  Pb и Cu проявил так-
же непатогенный гриб C. rosea. Так,  значе-
ния ЭК исследованных ТМ для C. rosea были 
выше,  чем таковые для фитопатогенного  гри-
ба F. oxysporum.

Сведения об индивидуальной устойчивости 
грибов к действию ТМ могут помочь в пони-
мании межвидовых отношений внутри гриб-
ных почвенных сообществ на фоне загрязне-
ния ТМ. Так,  T. harzianum проявлял себя как 
активный территориальный антагонист на 
средах с Zn и Pb,  но  не с Cu. Таким обра-
зом,  загрязнение почвы некоторыми катиона-
ми ТМ может спровоцировать сдвиг грибных 
сообществ к элиминированию форм,  облада-
ющих супрессорной активностью по  отноше-
нию к фитопатогенам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании полученных данных по  влия-
нию ТМ на рост колоний,  активность спороно-
шения и накопление биомассы можно  заклю-
чить,  что  три вида T. harzianum, A. alternata 
и F. oxysporum оказались наиболее устойчи-

вы к Pb,  а C. rosea – ​к Zn. Все исследованные 
микромицеты характеризовались невысокой 
устойчивостью к Cu по  сравнению с  двумя 
другими металлами. Таким образом,  выборка 
микромицетов обнаружила разную чувстви-
тельность к ТМ. Высокая устойчивость T. har-
zianum и C. rosea к действию Zn и Pb усилива-
лась при увеличении содержания доступного  
углерода в среде. К действию Cu наибольшую 
устойчивость проявляли пары A. alternata – ​
C. rosea и T. harzianum – ​C. rosea на средах 
с меньшим и большим содержанием углеро-
да соответственно. Различные эффекты ТМ 
на рост,  развитие и физиологию мицелиаль-
ных грибов подчеркивают,  что  токсичность 
ТМ зависит не только  от типа и концентра-
ции металлов,  но  и от образа жизни грибов. 
Способность к проявлению антагонистических 
свойств (особенно  как территориальных анта-
гонистов) зависит,  как минимум,  от двух фак-
торов: скорости роста гриба и уровня устойчи-
вости к ТМ. Сведения о  видовой устойчивости 
грибов к действию ТМ необходимы для про-
гноза развития взаимоотношений патогенных 
и непатогенных видов в грибных сообществах 
на фоне загрязнения почвы.
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ву за предоставление грибов из коллекции кафе-
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The facts of an increase in the proportion of phytopathogenic forms of micromycetes in soils contaminated 
with heavy metals (HM) make it relevant to study the mechanisms of their resistance, which is important 
to choose effective phytopathogen control methods. The issues of interaction between metal-resistant phyto-
pathogens and non-pathogenic species against the background of pollution remain no less relevant and need 
to be studied. In laboratory experiments with pure cultures of four fungal species (phytopathogenic strains 
Alternaria alternata and Fusarium oxysporum and non-pathogenic strains Trichoderma harzianum and Clo-
nostachys rosea), the resistance to Cu, Zn, Pb cations, separately added to nutrient medium with different 
content of available carbon (sucrose), was studied. Colony growth, sporulation activity, and biomass accumu-
lation were measured. The effective concentrations, resulting in 50 % inhibition of growth parameters (EC50), 
were calculated. The studied fungi showed different resistance to HM. T. harzianum and C. rosea were more 
resistant to Zn and Pb at any available carbon content. The pairs A. alternata–C. rosea and T. harzianum–C. 
rosea were the most resistant to Cu on media with lower and higher carbon contents, respectively. At the same 
time, Zn and Pb turned out to be less toxic than Cu for all fungi. The antagonistic activity, assessed by the 
dual culture method on media supplemented with HM cations, depended both on the growth characteristics 
and on the revealed resistance to HM. The activity of fast growing T. harzianum as a territorial antagonist 
was stimulated by the addition of Zn and Pb. The slow-growing C. rosea showed competitiveness due to its 
high resistance to HM. It is concluded that it is necessary to take into account species resistance to HM in 
order to predict the development of relationships between pathogenic and non-pathogenic species in fungal 
communities against the background of soil pollution.

Key words: soil contamination, pathogens, antagonism, dual culture method, effective concentrations, 
hormesis.


