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Введение
     В северной части Среднего Поволжья дубовые леса занимают до 1,5% покрытой лесом площади. Однако, за длительную историю эксплуатации дубрав, влияния стихийных бедствий и других причин антропогенного характера сократились их площади, стала наблюдаться деградация и массовое усыхание некогда знаменитых дубовых лесов [1].
     Лесное хозяйство России и мира в целом озадачено проблемой восстановления дубрав, так как сохранение устойчивой экосистемы планеты во многом зависит от поддержания высокого видового разнообразия флоры и фауны. Большое значение в биоразнообразии имеет почва, одна из сложнейших экосистем в природе и одна из самых богато населенных ареалов обитания на Земле: в ней обитает большое количество различных видов организмов, взаимодействующих между собой и играющих свою роль в глобальных циклах, которые обеспечивают возможность жизни в целом.
     Микроорганизмы, являясь биологическими катализаторами, определяют важнейшую характеристику почвы – её плодородность. В период жизнедеятельности они выделяют разнообразные продукты метаболизма, обеспечивая плодородием почву. Перерабатывая огромное количество  минеральных соединений и непрерывно синтезируя новые органические и неорганические вещества, все микроорганизмы почвы совершают биохимическую работу глобального значения [6].
Актуальность: 
Современные тепличные субстраты, предназначенные для выращивания лесопосадочного материала, подвергаются различной обработке от вредоносных микроорганизмов. Однако при подобных обработках погибают как вредные, так и полезные микроорганизмы, которые синтезируют и выделяют разнообразные продукты метаболизма, обуславливая ее плодородие. В связи с этим поиск способов обогащения тепличного субстрата микроорганизмами является важным вопросом при выращивании посадочного материала с закрытой корневой системой, в частности дуба черешчатого.
Цель работы: разработка способа улучшения свойств тепличного субстрата для выращивания сеянцев луба черешчатого в контейнерах с использованием спор грибов. 
Решаемые задачи:

1) Изучить рост и развитие сеянцев в зависимости от внесения спор микоризных грибов.

2) Сравнить влияние спор микоризных грибов на изменение микрофлоры корнезакрывающего субстрата. 
Гипотеза: если биометрические показатели сеянцев, выращенных с внесением спор грибов, соответствуя стандартным параметрам, будут выше или равны показателям сеянцев, выращенных без их использования, то возможно применение микоризных грибов при выращивании посадочного материала.    

1. Обзор литературы

1.1 Биологические особенности дуба черешчатого

Дуб черешчатый обладает множеством особенностей, обеспечивающих ему высокую устойчивость к внешним воздействиям, продуктивность и продолжительность жизни. Дуб – светолюбивая порода, предпочитает солнечное местоположение (особенно верхушки кроны), однако требователен к температурным условиям. Достаточно чувствителен к заморозкам, особенно к поздним весенним. Полученные в этот период повреждения, снижая жизнедеятельность дуба, не ведут однозначно к его гибели, но ослабляют взаимоотношения с другими растениями.
По сравнению с другими видами древесных растений дуб черешчатый отличается умеренной интенсивностью роста. В ранние периоды жизнедеятельности растет медленно, развивая в благоприятных условиях уже в первые 2 – 3 года мощный стержневой корень. От корневой шейки отходят косо-вертикальные корни, уходящие в нижние слои почвы. Основная доля физиологически активных корней располагается в верхнем 50-сантиметровом слое почвы, поэтому дуб черешчатый довольно остро реагирует на механическое повреждение и излишнее уплотнение почвы. Особенностью дуба, отличающей его от остальных древесных пород, является присутствие на корнях микоризы, увеличивающей потребление корнями азота и зольных элементов из почвы. Его корневая система характеризуется очень хорошей регенерируемостью. При повреждении как стержневого, так и боковых корней происходит их ускоренное восстановление. Первое время надземный стебель растет медленно. Дуб способен давать несколько приростов в высоту в течение одного вегетационного периода (при этом каждый этап роста заканчивается закладкой верхушечной и скученных у нее в виде кольца боковых почек) [4].
1.2 Выращивание сеянцев дуба черешчатого в контейнерах

В недавно построенном Воронежском селекционно-семеноводческом центре в 2013 году вырастили полтораста тысяч сеянцев дуба с закрытой корневой системой (то есть в индивидуальных контейнерах). Это первый опыт выращивания сеянцев дуба с ЗКС в таких масштабах в нашей стране [5].

Применение посадочного материала с закрытой корневой системой в целом позволяет решить несколько важных задач: обеспечить существенную экономию семян (что делает возможным более эффективное использование семян с улучшенными наследственными свойствами), растянуть по времени сезон лесокультурных работ, обеспечить более высокую приживаемость сеянцев. Но у дуба есть одна неприятная с точки зрения использования этой технологии особенность: он быстро дает мощный стержневой корень, длина которого за месяц после прорастания желудя может достигать 25-35 сантиметров. Достигнув дна контейнера, этот корень начинает образовывать петли. В первые годы жизни молодого дуба, выращенного из сеянца с ЗКС, эта проблема не дает себя знать, но до конца непонятно, как она будет отражаться на жизни взрослых деревьев.

Эта проблема применительно к дубу не имеет простого и общепринятого решения. Для снижения ее значимости могут использоваться разные подходы: применение ячеек большой глубины, сокращение времени выращивания сеянцев (фактически - проращивание их и быстрая высадка на постоянное место в течение сезона роста), использование ячеек с открытым дном и др. Но в любом случае на эту проблему выращивания сеянцев дуба с ЗКС надо обращать серьезное внимание. С учетом этой проблемы, крупный размер сеянцев может оказаться скорее минусом, чем плюсом - чем крупнее сеянцы, тем больше у них оказывается главный корень, тем теснее он может быть скручен в каждой ячейке.

1.3 Дубравы в Марий Эл

Процесс сокращения площадей дубрав затронул и Республику Марий Эл, о чем свидетельствуют работы Денисова. По мнению А.Р. Чистякова (1951) в смешанных лесах заволжской части республики еще сравнительно недавно дуб встречался значительно чаще. Левитский, изучавший в прошлом веке лесные промыслы Царевококшайского уезда, писал, что дуб в сороковых годах стоял заповедным и даже для необходимости флота почти не заготовлялся. Это, а также другие причины обусловили наличие участков достаточно сохранившихся пойменных дубрав до наших дней [2].

Несмотря на обилие литературы, посвященной дубравам, многие закономерности их естественного развития еще недостаточно выяснены. На это своеобразие указывал академик Л.С. Берг (1947). В Поволжье, на меридиане Козьмодемьянска, приблизительно под 57' северной широты начинается пихтово-дубово-еловая полоса, где распространены пихтово-еловые леса с примесью дуба. Северная граница этой полосы идет через Санчурск- южнее Яранска, южнее Уржума - к Сарапулу и далее к Кунгурскому лесостепному острову (к реке Ирени). Здесь смешиваются представители европейской тайги и широколиственных лесов. В древесном ярусе таких фитоценозов произрастают вместе дуб, пихта сибирская, клен остролистный с липой и ильмовыми, ель. В подлеске, наряду с бересклетом бородавчатым, жимолостью обыкновенной, рябиной иногда встречается дерен сибирский. В травяном покрове со снытью и пролеской, копытнем европейским и другими представителями широколиственных лесов встречается линнея северная, грушанка, черника. На сегодняшний день дубравы Марий Эл занимают сравнительно небольшую площадь, но территория этих уникальных экосистем в лесном фонде Марий Эл неуклонно сокращается. В последние годы значительные площади пойменных дубрав были уничтожены при строительстве Чебоксарской ГЭС. Кроме того, как свидетельствуют наблюдения последних лет, в нашей республике продолжается усыхание дуба вследствие болезней. В последнее время в ряде районов республики площади возделываемых земель сокращаются. Тем не менее, восстановление дуба на этих землях происходит медленно [3].

1.4 Роль микроорганизмов в формировании плодородия почв 

Исследование литературы указывает на весьма важное значение микроорганизмов в образовании почвы и поддержании её плодородия. Они превращают растительные остатки, участвуют в образовании структуры почвы, гумуса и его минерализации. Всемирной является значимость микроорганизмов в насыщении биосферы азотом, перераспределении фосфора из органических и труднорастворимых неорганических соединений. Важнейшей, но недостаточно изученной, является роль микроорганизмов в мобилизации калия в аграрных экосистемах.

В составе микрофлоры почв встречаются представители практически всех разновидностей микроорганизмов, описанных в определителе Берджи. Бактерии и грибы - наиболее распространенные и экологически важные организмы, участвующие в симбиозе. Но остальные представители естественных экосистем играют не меньшую роль в их функционировании. Так было доказано, что устранение беспозвоночных организмов из структуры биоценоза опада дубового леса в 2-5 раз замедляло его разложение микробами.

Наличие в грунтовых экосистемах самых разнообразных групп микроорганизмов, которые отличаются по биологической и биохимической специфичностью, приводит огромное их значение в процессах, происходящих в почве. Количественный состав и соотношение отдельных представителей в микробном ценозе почвы значительно зависит от способа обработки почвы, поступления в почву растительных остатков, которые в первую очередь трансформируются под влиянием неспоровых бактерий и микроскопических грибов, а на поздних стадиях этого процесса - бацилл и актиномицетов. Микроорганизмы, «питающихся различными органическими веществами и активность которых связана с поступлением этих веществ в почву» С.М. Виноградский назвал зимогенной микрофлорой, тогда как микроорганизмы, разлагающие гумусовые соединения, он отнес к автохтонной микрофлоры.

Одним из определяющих факторов плодородия почвы является содержание гумуса. Он формируется на основе органических веществ, поступающих в почву за счет фотосинтезирующей деятельности растений, водорослей, хемо-и автотрофных микроорганизмов. Согласно существующим данным в среднем 80-90% органического вещества почвы минерализуется и только 10-20% участвует в формировании гумуса. Гумус играет интегральную роль в плодородии почв. Его содержания в почвах зависит от многих факторов, среди которых важная роль принадлежит гранулометрическому составу, гидроморфизму и их карбонатность [7] .
2. Материалы и методы исследования

2.1 Посев семян

      Посев семян дуба черешчатого производился в контейнеры вручную в теплице арочного типа с поликарбонатным покрытием и наличием автоматизированной поливной системы (ЦКП ПГТУ Ботанического сада-института ПГТУ). Посев желудей во все контейнеры производился одновременно.

2.2 Предпосевная обработка семян

На каждый вариант эксперимента отсчитано требуемое количество посевного материала. Желуди отсортированы от нежизнеспособных (их помещают в ведро с водой, пустые и поврежденные, всплывшие на поверхность, удаляют). Далее желуди были обработаны фунгицидом (4 г на 1 кг желудей). При работе использовались средства индивидуальной защиты: маска-респиратор, резиновые перчатки.

2.3 Определение количества колоний микроорганизмов [8]
Метод широко применяют для определения численности жизнеспособных клеток в различных естественных субстратах и в лабораторных культурах. В его основе лежит принцип Коха, согласно которому каждая колония является потомством одной клетки. Это позволяет на основании числа колоний, выросших после посева на плотную питательную среду определенного объёма исследуемой суспензии, судить об исходном содержании в ней клеток микроорганизмов. Результаты количественного определения микроорганизмов, проведенного по методу Коха, часто выражают не в числе клеток, а в условных, так называемых колониеобразующих единицах (КОЕ).

Определение числа микроорганизмов этим методом включает три этапа: приготовление разведений; посев на плотную среду в чашки Петри и подсчет выросших колоний.
2.3.1 Приготовление разведений. 
Численность популяции микроорганизмов обычно велика, поэтому для получения изолированных колоний необходимо приготовить ряд последовательных разведений. Разведения готовят в стерильной водопроводной воде, жидкой питательной среде или в 0,85%-м растворе NaCl (физиологическом растворе). Для приготовления разведений стерильную водопроводную воду разливают по 9 см3 в стерильные сухие пробирки. Затем 1 см3 исследуемой суспензии стерильной пипеткой переносят в пробирку с 9 см3 стерильной воды – это первое разведение (10-1). Полученное разведение тщательно перемешивают новой стерильной пипеткой, несколько раз вбирая в пипетку и выпуская из нее полученную суспензию клеток. Затем той же пипеткой отбирают 1 см3 суспензии и переносят во вторую пробирку, получая второе разведение (10-2). Таким же образом готовят последующие разведения. Степень разведения зависит от плотности исследуемой популяции микроорганизмов; соответственно она тем больше, чем больше плотность популяции.
Для приготовления каждого разведения следует обязательно использовать новую пипетку. Пренебрежение этим правилом приводит к получению ошибочного результата вследствие высокой способности клеток микроорганизмов к сорбции на поверхности стекла.

2.3.2 Посев. 
Питательный агар в колбах расплавили на электрической плитке. Затем среде дали остыть до 50-60°С и разлили ее в стерильные чашки Петри, установив их на горизонтальной поверхности. Опустив крышку и наклонив чашку в разные стороны, распределили налитый в нее агар ровным слоем по всему дну. Когда агар застыл, чашки поставили в термостат вверх дном для подсушивания и удаления конденсационной воды. При посеве на поверхность агаровой среды наносили пипеткой одну небольшую каплю исследуемого материала. Затем прокаленным и остуженным стеклянным шпателем растирали эту каплю по всей поверхности среды, совершая легкие зигзагообразные движения во все стороны. Высевы на плотную среду проводят, как правило, из трех последних разведений, причем из каждого делают 2 – 4 параллельных высева. Посевы можно делать одной пипеткой, но при этом начинать следует обязательно с большего разведения. Для каждого разведения используют новый стерильный шпатель. После посева чашки Петри помещают в термостат крышками вниз.
2.3.3 Подсчет выросших колоний [8]
Колонии микроорганизмов в зависимости от скорости роста подсчитывают через 1 – 15 суток инкубации. Подсчет, как правило, проводят, не открывая чашек Петри. Для удобства каждую просчитанную колонию отмечают точкой на наружной стороне дна чашки. При большом количестве колоний дно чашки Петри делят на секторы, просчитывают колонии в каждом секторе и суммируют результаты. Иногда для подсчета колоний используют специальные полуавтоматические счетчики.

Лучшим разведением следует считать то, из которого при высеве в чашке Петри вырастает от 30 – 50 до 100 – 150 колоний. Если число выросших колоний меньше 10, то эти результаты для расчета количества клеток в исходном материале не используют. Результаты параллельных высевов из одного и того же разведения суммируют и определяют среднее число колоний, выросших при высеве из разведения на одной чашке.
Количество клеток в 1 см3 исследуемого субстрата вычисляют по формуле (1):

M =a*10n/V   (1),
где M – количество клеток в 1 см3; a – среднее число колоний, выросших после посева из данного разведения; V – объем суспензии, взятый для посева, см3; 10n – коэффициент разведения.
2.4 Определение t-критерия Стьюдента

Для сравнения средних величин t-критерий Стьюдента рассчитывается по следующей формуле (2):
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   (2),
где М1 - средняя арифметическая первой сравниваемой совокупности (группы);

М2 - средняя арифметическая второй сравниваемой совокупности (группы);

m1 - средняя ошибка первой средней арифметической;

m2 - средняя ошибка второй средней арифметической.

Коэффициент Стьюдента указывает на степень расхождения признаков при сравнении tфакт с tтеор. Ттеор находится по таблице в зависимости от количества наблюдений.
2.5 Определение биометрических параметров сеянцев

Перед измерением сеянцы извлекаются из кассеты, очищаются от земли встряхиванием. Измеряются их параметры. После измерений оголенная корневая система отмывается в емкости с водой, сеянцы выкладываются на лист бумаги (с указанием номера варианта) и высушиваются естественным способом.

Биометрические показатели сеянцев определялись путём измерения линейных параметров: высоты подземной, надземной частей стволика и длины корня с помощью линейки, диаметра шейки корня с помощью электронного штангенциркуля (точность 0,001). Масса сухого вещества определялась с помощью электронных весов с точностью 0,01 г. Сеянцы предварительно был измельчены и высушены в сушильной камере при температуре 90°С в течении 10 часов. 
3. Результаты и их обсуждение 
3.1 Изучение биометрических параметров сеянцев
Исследования проводились в теплице лаборатории ЦКП ПГТУ Ботанического сада-института ПГТУ с конца мая по ноябрь 2018 г. Согласно результатам исследования, в варианте при одновременном посеве в корнезакрывающий субстрат семян дуба и спор микоризообразующих грибов, к концу вегетативного сезона средние параметры высот сеянцев выше контрольного варианта. Доля стандартных сеянцев [2] составляет 58%  в контрольном варианте, а в субстрате со спорами грибов – 78%. 
В таблице 1 представлены средние значения параметров сеянцев и различие их по коэффициенту Стьюдента. 

Таблица 1 – Биометрические показатели сеянцев дуба черешчатого
	Параметры
	Среднее значение
	tфакт (tтеор=1,68)

	
	(I) без посева
	(II) с посевом
	

	Высота стволика, см
	11,1
	12,4
	1,61

	Длина корня, см
	10,8
	9,3
	2,21

	Диаметр корневой шейки, мм
	3,4
	3,3
	0,24

	Масса подземной части, г/100 шт
	34,5
	35,5
	0,23

	Масса мелких корней, г/100 шт
	4,3
	6,9
	3,5


При tтеор=1,68 можно сказать, что различия в диаметре, высоте и массе сухого вещества подземной части сеянцев незначительны по вариантам, так как tфакт меньше tтеор. Длина корня и масса сухого вещества мелких корней имеют сильные различия по вариантам.
На диаграмме 1 представлены биометрические параметры сеянцев дуба черешчатого по вариантам: с посевом спор микоризообразующих грибов и без посева. 
Диаграмма 1 – Биометрические показатели сеянцев дуба черешчатого
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Средняя высота сеянцы дуба черешчатого, выращенных с внесением спор микоризообразующего гриба (12,4 см) выше контрольного варианта (без внесения) на 10% (11,1 см). Среднее значение диаметра корневой шейки в обоих вариантах равен 3,3 – 3,4 мм. Корневая система имеет длину выше в контрольном варианте на 14%. Это может быть связано с тем, что сеянцам не требуется увеличение длины корня для того, чтобы извлечь больше питательных веществ из субстрата.
Диаграмма 2 – Биометрические показатели сеянцев дуба черешчатого
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Масса подземной части сеянцев в обоих вариантах одинаковая. Масса мелких корней, которые обеспечивают сеянцы большим всасыванием воды и питательных веществ, имеет максимальные значения в вариантах с посевом микоризообразующих грибов. Это говорит о том, что микоризообразующие грибы способствуют более интенсивному развитию корневой системы и положительно скажется на приживаемости в лесных культурах.
3.2 Изучение корнезакрывающего субстрата на наличие микроорганизмов

Далее в лабораторных условиях нами были изучены оба варианта субстратов на наличие в них бактерий и грибов. В таблице  2 приставлены результаты исследований.
Таблица 2 – Результаты исследований на наличие грибов и бактерий в высеянных средах по вариантам
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В контрольном варианте в среде ГРМ количество колонеобразующих единиц (КОЕ) бактерий составляет 10 010 КОЕ на 1 г субстрата, что  в два раза меньше чем в варианте с посевом спор грибов – 22 580 КОЕ/г (приложение 4). 
В среде Чапека (приложение 3), в контрольном варианте (1 032 КОЕ/г), что в 2,7 раз меньше колоний грибов на 1 г субстрата в варианте с посевом спор микоризообразующих грибов (2 710 КОЕ/г).

Таким образом, лабораторные исследования субстрата указывают на тенденцию к обогащению микроорганизмами при внесении спор микоризообразующих грибов (приложение 3, 4), что способствует увеличению плодородия почвы. 

Выводы

1. В варианте при одновременном посеве в корнезакрывающий субстрат семян дуба и спор микоризообразующих грибов, к концу вегетативного сезона средние биометрические параметры высот сеянцев выше контрольного варианта.

2. Мелкие корни сеянцев интенсивнее развиваются в вариантах с применением спор микоризообразующих грибов. В данных вариантах масса сухого вещества мелких корней в 1,5 раза больше, чем без посева симбионтных грибов.
3. Доля стандартных сеянцев составляет 58% в контрольном варианте, а в субстрате со спорами грибов – 78%.

4. Лабораторные исследования субстрата указывают на тенденцию к обогащению микроорганизмами при внесении спор микоризообразующих грибов, что способствует увеличению плодородия почвы.
5. Исходя из всех выводов, обогащение корнезакрывающего субстрата спорами микоризообразующих грибов может стать эффективным способом модификации тепличного субстрата.

Наша гипотеза о возможности применения микоризных грибов при выращивании посадочного материала подтвердилась. 

Рекомендации 
По результатам наших исследований мы можем порекомендовать предприятиям лесного хозяйства, которые выращивают или планируют выращивать сеянцы дуба черешчатого в закрытом грунте, использовать споры микоризообразующих грибов для обогащения тепличного грунта в целях получения качественного посадочного материала.  
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П Р И Л О Ж Е Н И Я

Приложение 1

Посев семян дуба черешчатого
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Приложение 2
Посев микроорганизмов в питательную среду
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Приложение 3
Варианты с посевом в среду ГРМ бактерий
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    без разбавления
                с разбавлением в 22 раза             с разбавлением в 100 раз

Приложение 4

Варианты с посевом в среду Чапека грибов
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