
Растениевъдни науки, 2024, 61 (1) Bulgarian Journal of Crop Science, 2024, 61 (1)

93

Супресивен ефект на почвата към ризоктонийно кореново гниене, 
индуциран чрез имитирана монокултура на пшеница

Иво Янашков1, Ценко Въчев1*, Галина Петкова2

Селскостопанска академия, София - 1Институт по почвознание, агротехнологии и защита на 
растенията „Никола Пушкаров”, отдел “Защита на растенията”,  
Костинброд, 2230, ул. „Панайот Волов” № 35
Селскостопанска академия - София 2Институт по почвознание, агротехнологии и защита на 
растенията „Никола Пушкаров”, отдел „Физика, ерозия, почвена биота”,  
София, 1331, ул. „Шосе Банкя” № 7, 
*E-mail: vatchevtzenko@yahoo.com

Резюме: От литературата е известно, че продължително (5-6 години) монокултурно отглеждане на 
чувствителен гостоприемник може да доведе до затихване на болестта и индуциране на биологично 
детерминирана супресивност на почвата при различни патологични системи – растение-патоген. 
Постигната цел на настоящото изследване е индуциране на супресивен ефект в почвата по отношение 
на ризоктонийно кореново гниене (Rhizoctonia solani AG 4) чрез имитиране на монокултура от 
обикновена пшеница (Triticum aestivum L.). По 24 висококачествени семена от пшеница (сорт Екзотик) 
бяха посявани във пластмасови вегетационни съдове, всеки с по 1.1 L Алувиално-Ливадна (песъкливо-
глинеста) почва. Получените растения бяха отглеждани по варианти за 0-4 последователни, съкратени 
култивационни цикъла, всеки с продължителност от три месеца. За отчитане на нивото на супресивност 
на почвата от всеки вариант беше използван биологичен тест, при който експерименталните единици 
представляваха правоъгълни, пластмасови съдове (26 х 6 х 8 cm), с подложка и отвори за ръчно 
подаване на поливната вода откъм основата на съда, 7 cm височина на колоната от изследваната 
почва и двуредов посев от пшеница, сорт Екзотик (2 реда х 12 растения, 2 х 3 cm отстояние между 
растенията). Проследявано беше разпространението на болестта от фокален (точков) източник на 
инокулум на патогена – 20 инокулумни зърна от чиста култура, развита върху автоклавиран (30 min 
на 121 °С) ечемик, инкорпорирани в почвата в началото на двата реда след поникване на растенията. 
Непосредствено след приключване на биологичния тест за супресивност, числеността на основни 
групи почвени микроорганизми в ризосферната почва от всеки вариант беше определяна по метода 
на десетичните разреждания и култивиране върху агаризирани хранителни среди. Отделно бактерии 
от род Pseudomonas бяха изолирани от ризосферната почва върху среда на King. Антагонистичната 
активност на по 10 изолата Pseudomonas spp. от всеки вариант беше изпитвана спрямо R. solani AG 
4 in vitro по метода на двойните култури. Имитираната при контролирани условия монокултура от 
пшеница доведе до значително (P<0.05) ограничаване на разпространението на ризоктонийното 
кореново гниене от източника на инфекция. При това статистически значими разлики (P<0.05) бяха 
установени и между отделните варианти с предварително култивиране на пшеница: с увеличаване 
на броя на култивационните цикли от един до четири, значително намаляваше разпространението на 
болестта – съответно с 19.5%, 31.0%, 40.5% и 54.8% спрямо контролата. Същевременно не беше отчетено 
съществено изменение в популационната плътност на проследяваните групи микроорганизми в 
ризосферата на опитните растения, в т.ч. амонифициращи и спорообразуващи бактерии, микроскопични 
гъби, актиномицети и бактерии, използващи минерален  азот. С нарастване на почвената супресивност 
от първия до петия вегетационен цикъл на културата по варианти бе налице значително нарастване 
на средната антагонистична активност на изолираните бактерии от род Pseudomonas спрямо R. solani 
AG 4. Аргументирана бе тезата, че трошливото вретено на зрелия клас при дивите форми е обуславяло 
продължителна естествена монокултура, в която са виреели и еволюирали хлебната пшеница и нейните 
предшественици през предисторическата епоха. Приемаме това за предпоставка, която заедно с липсата 
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на гени за устойчивост към некротрофни патогени, е довела до възникване на еволюционно закрепен 
защитен механизъм, базиран на мутуалистични взаимоотношения между растението и естествено 
обитаващи ризосферата бактерии, проявяващи висока антагонистична (антибиотична) активност 
спрямо почвообитаващи фитопатогени. Проявление на този механизъм е нарастващият супресивен 
отговор на почвата и затихването на болестта по време и след продължителна монокултура. Получените 
резултати са дискутирани в светлината на микробиалната еко-еволюционна динамика в ризосферата на 
растенията. Прогресивно нарастващата антагонистична активност към патогена сред представители 
на  Pseudomonas spp. е разгледано като пример за „бърза микробиална еволюция”, осъществявана чрез 
вероятен хоризонтален трансфер на гени в рамките на един или повече последователни култивационни 
цикли на културата. 

Ключови думи: агротехнически метод за борба; монокултура; ризоктонийно кореново гниене; 
пшеница; антагонистична активност; бърза микробиална еволюция
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Abstract: Disease decline and induction of soil suppressiveness by continuous (5-6 years) monoculture with 
susceptible plant-host have been reported for various crop-pathogen systems. The present study achieves the 
goal of inducing suppressive effect in soil towards Rhizoctonia root rot (Rhizoctonia solani AG 4) through 
monoculture of winter wheat (Triticum aestivum L.). Twenty four high-quality wheat (c. Exotic) seeds were planted 
in plastic containers, each containing 1.1 L Alluvial-Meadow (sandy-clay) soil (Eutric Fluvisols, according to 
FAO classification). According to the treatment applied, the resulting plants were grown for 0-4 successive short 
cropping cycles, each lasting three months. Disease suppressiveness was measured in a bioassay in which the 
experimental units were rectangular, plastic containers (26 x 6 x 8 cm), with drainage holes in the bottom and 
detachable trays allowing for manual irrigation from the bottom of the container, 7 cm height of the column of 
tested soil in each container and a two-row crop of wheat (c. Exotic, 2 rows x 12 plants, 2 x 3 cm plant spacing). 
The spread of the disease was measured from a focus (point) source of inoculum of the pathogen – 20 inoculum 
grains from a pure culture developed on autoclaved (30 min at 121 °C) barley, introduced into the soil at the 
beginning of both rows after emergence of the plants. Immediately after termination of the soil suppressiveness 
test, the abundance of the major groups of soil microorganisms were determined in rhizosphere soil in each 
treatment by using the method of decimal dilutions and subsequent culturing on agar media. Separately, bacteria 
of the genus Pseudomonas were isolated from the rhizosphere soil on King’s medium. The antagonistic activity 
of 10 Pseudomonas spp. isolates from each treatment was tested against R. solani AG 4 in vitro by the double 
culture method. The monoculture of wheat imitated under controlled conditions resulted in a significant (P<0.05) 
reduction of the spread of Rhizoctonia root rot from the source of infection. Furthermore, statistically significant 
differences (P<0.05) were also found between the individual treatments with pre-cultivation of wheat: with the 
increase in the number of cultivation cycles from one to four, there was a significant reduction in disease spread 
– by 19.5%, 31.0%, 40.5% and 54.8%, respectively, as compared to the untreated control. Simultaneously, no 
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substantial alterations were observed in the population densities of the monitored groups of microorganisms in 
the rhizosphere of the experimental plants, including ammonifying and spore-forming bacteria, microscopic 
fungi, Actinomycetes and bacteria, utilizing mineral N. With the increase in soil suppressiveness from the first 
to the fifth growing cycle of the crop, a significant increase in the average antagonistic activity of the isolated 
Pseudomonas spp. against R. solani AG 4 was observed. The thesis is argued that shattering rachis of the ripe 
ear in wild forms conditioned a continuous “natural” monoculture in which bread wheat and its predecessors 
grew and evolve during the prehistoric era. We speculate that this condition, along with the lack of genes 
for resistance to necrotrophic pathogens, have given rise to evolutionary stable defence mechanism and the 
latter based on mutualistic relationships between the host-plant and bacteria that naturally inhabit rhizosphere 
and exhibiting high antagonistic (antibiotic) activity against soil-borne plant pathogens. A manifestation of this 
mechanism is the increasing suppressive response of the soil and the disease decline during or after continuous 
wheat monoculture. The results obtained in this study are discussed in the light of the microbial eco-evolutionary 
dynamics in the plant rhizosphere. The progressively increasing pathogen-antagonistic activity of Pseudomonas 
spp. isolates is discussed as an example of “rapid microbial evolution”, accomplished by possible horizontal gene 
transfer within one or more successive cultivation cycles of the wheat crop.

Keywords: cultural control; monoculture; rhizoctonia root rot; wheat; antagonistic activity; rapid microbial 
evolution

ВЪВЕДЕНИЕ

Ризоктонийното кореново гниене с при-
чинител Rhizoctonia solani Kühn (телеоморф 
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk) e сред 
почвенопреносимите заболявания с най-го-
лямо стопанско значение по пшеница и дру-
ги житни култури със слята повърхност в 
зоните с умерен климат (Clarkson & Cook, 
1983;  Demirci, 1998; Cook, 2012; Yanashkov et 
al., 2016). Отглеждането на житните култури 
върху кисели и песъкливи почви при ниски 
пролетни температури е основна предпостав-
ка за развитие на ризоктонийно кореново гни-
ене (Weise, 1987). Заболяването се проявява 
във всички фази от развитието на пшеницата, 
под формата на ясно очертани, неравномерно 
разпръснати в посева участъци с видимо бо-
лни, загиващи или загинали растения (Weise, 
1987; MacNish & Neate, 1996).

Широкият набор от растения-гостоприем-
ници на причинителя не позволява провеж-
дане на ефективен контрол над болестта чрез 
прилагане на екстензивни сеитбообращения 
(Roger, 1995). Най-често борбата със заболява-
нето се осъществява чрез третиране на семена-
та с фунгициди или пръскане по време на веге-
тацията след поява на болестта. Сред разреше-

ните за употреба или установени като ефектив-
ни активни вещества са тебуконазол, флутри-
афол, ципроконазол, диниконазол (Cotterill, 
1991), ипродион, флудиоксонил (Hamada et al., 
2011), седаксан (Zeun et al., 2013), ипконазол, 
N-метил-2-пиролидон (Almasudy et al., 2015), 
дифеноконазол (Barnett et al., 2019) и др. Хи-
мичният метод обаче предлага често недоста-
тъчна ефективност за опазване на растенията 
предвид ограничения период на действие на 
приложения предсеитбено продукт или сла-
бото предвижване на активното вещество след 
пръскане по време на вегетацията от листна-
та маса към мястото на инфекция – корените и 
основата на стъблата на растенията. 

Алтернативна и устойчива, биологично 
базирана стратегия за контрол над почве-
нопреносимите заболявания е превръщане-
то на почвите от кондусивни, благоприятни 
за развитие на болестта, в супресивни (Hall, 
1996). Успешни агрономически практики за 
повишаване на естествената почвена супре-
сивност към ризоктонийното кореново гние-
не включват инкорпориране в почвата на ком-
постиран животински тор (Smiley et al., 1996; 
Sneh et al., 1996; Vatchev et al., 2017; Yanlong 
et al., 2020), компостирани биоорганични ма-
териали (Pane et al., 2011; Al-Sharmani et al., 
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2019), зелена растителна маса – зелено торе-
не (Parmeter et al., 1970; Handiseni et al., 2013; 
Matin & Faruq, 2013) или пшеничена слама 
след стърнище (Vatchev & Yanashkov, 2023). 
Проблемът за борбата с болестта по житни-
те култури обаче остава все още неразре-
шен в световен мащаб. Устойчивото решение 
предполага разработване и въвеждане в прак-
тиката предимно на биологични подходи за 
контрол, базирани на подходящо манипули-
ране на почвения микробиом, насочено към 
индуциране на високо супресивна среда в 
почвата и ризосферата на растенията.  

В научната литература са отбелязани слу-
чаи на индуциране на почвена супресивност 
към болести, причинявани от фитопатогенни 
гъби след продължително (5-6 години) моно-
културно отглеждане на чувствителен гос-
топриемник в една и съща почва или на една 
и съща площ (Baker & Cook, 1974; Henis et al., 
1978, 1979; Liu & Baker, 1980; Lucas et al., 1993). 
Произтичащото от това явление е познато 
като „монокултурно затихване” на болестта 
(Gerlagh, 1968; Henis et al., 1979; Chet, 1987). 

След отглеждане на пшеница на едно 
и също място за период от няколко годи-
ни е констатирано монокултурно затихва-
не по отношение на черно кореново гни-
ене (Gaeumannomyces graminis var. tritici 
Walker, Gerlagh, 1968; Homma et al., 1979; Keel 
et al., 1992; Cook et al., 1995) и гниене в ос-
новата на стъблото и паразитно полягане 
(Tapesia yallundae Wallwork & Spooner syn. 
Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) 
Deighton, Colbach & Huet, 1995). За трайно 
затихване на проявите на кореново гниене 
по пшеница с причинител анастомозна гру-
па 8 (AG 8) на R. solani при полеви условия 
след 5 до 7 години на монокултура съобщават 
MacNish (1988), Lucas et al. (1993), Roget (1995), 
Wiseman et al. (1996).  

Затихването на заболяването след про-
дължителна монокултура следва общ модел 
при всички патологични системи (гостопри-
емник-патоген-условия на култивиране), за 
които това явление е установено. В рамките 
на няколко последователни години на непре-

късната монокултура, заболяването нараства 
като честота на срещане (разпространение) 
в съответната площ и степен на нападение 
по отглежданите растения. След достигане 
на някакъв максимум в определена стопан-
ска година, размерът на болестта рязко спа-
да през следващите години на монокултурно 
отглеждане и обикновено остава пренебре-
жимо нисък дори след прекратяване на моно-
културата (Baker & Cook, 1974; Shipton, 1977; 
Colbach & Huet, 1995). Като резултат добиви-
те се възстановяват и остават стабилни и след 
въвеждане на сеитбооборот с алтернативни 
култури (Jensen, 1975; Cook, 2014). И, докато 
по редица известни причини, монокултура-
та често е обявявана почти за табу особено 
при отглежданите едногодишни култури, то 
при редица многогодишни видове – предим-
но дървета и храсти – монокултурното зати-
хване на заболявания, свързани с почвата из-
глежда  широко разпространен и закономерен 
процес (Cook, 2007). 

Счита се, че монокултурното затихване 
при пшеница и ечемик носи микробиален ха-
рактер и вероятно следва естествените ком-
пенсаторни механизми в природата (Hornby, 
1998; Weller et al., 2002; Kwak & Weller, 2013). 
Обикновено се свързва с нарастване на по-
пулациите на видове микроорганизми – спе-
цифични антагонисти, в т. ч. бактерии от 
род Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus и др. 
(Rawat et al., 2011; Pérez-Montaño et al., 2014), 
естествено обитаващи почвата и ризосфера-
та на житните култури. Установени са реди-
ца представители на тези родове, които чрез 
свои екстрацелуларни метаболити, главно ан-
тибиотични вещества (Raaijmakers et al., 1997; 
Weller, 2007; Sanguin et al., 2009), ограничават 
значително развитието на почвените фитопа-
тогени и/или проявите на заболяване по ко-
рените и базите на растенията (Maheshwari, 
2011; Keen & Montforts, 2012; Mendes et al., 
2013). До сега обаче не е констатиран случай 
на монокултурно затихване на заболяване, 
свързано с кореново гниене по пшеница или 
друга житна култура с причинител анасто-
мозна група 4 (AG 4) на Rhizoctonia solani, ос-
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новно свързана с Ризоктониозата по житните 
култури в България (Yanashkov et al., 2017).

Целта на настоящото изследване бе да се 
проследи възможността за индуциране на 
супресивен ефект в почвата по отношение на 
ризоктонийно кореново гниене с причинител 
R. solani AG 4 чрез имитиране на монокултура 
– неколкократно, последователно отглеждане 
на обикновена пшеница (Triticum aestivum L.) 
при контролирани условия. 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

Почва и индуциране на супресивен 
ефект чрез имитиране на монокултурно 
отглеждане на пшеница. 

В опитите беше използвана Алувиал-
но-Ливаден тип почва от района на отдел 
„Защита на растенията” на ИПАЗР „Никола 
Пушкаров” край гр. Костинброд, песъкли-
во-глинеста по механичен състав (30.0% пя-
сък, 17.5% прах, 52.0% глина, pH (KCl) 6.56 и 
4.03% хумус). От избран необработваем терен 
бяха събирани индивидуални почвени проби 
– монолити, на дълбочина до 20 cm с петмет-
рово отстояние между точките на пробовзе-
мане. Събраните индивидуални проби бяха 
смесвани и напълно хомогенизирани чрез 
размесване, след което почвата беше преся-
вана през сито с размер на отворите 3 х 3 cm. 

За индуциране на супресивност в почвата 
чрез имитиране на продължително монокул-
турно отглеждане на пшеница беше прилаган 
експериментален модел, заимстван от пре-
дходни, аналогични изследвания с последо-
вателно отглеждане на репички (Henis et al., 
1978, 1979), репички, краставици, пшеница, 
захарно цвекло или люцерна (Liu and Baker, 
1980), и пшеница (R. solani AG 8) (Lucas et al., 
1993). По 1.1 L от изследваната почва беше на-
сипвана в правоъгълни, пластмасови съдове с 
размери 26 х 6 х 8 cm. Във всеки съд бяха пося-
вани по двадесет и четири висококачествени 
семена от пшеница (сорт Екзотик) в два реда 
с по 12 семена във всеки ред и отстояние 2 х 
3 cm едно от друго. Всички експериментални 

единици бяха разполагани върху лабораторни 
маси в четири напълно  рандомизирани блока. 

Постановката на опита включваше после-
дователно отглеждане на пшеничени расте-
ния по описания по-горе начин в съкратени 
култивационни периоди/цикли от по три ме-
сеца всеки. Растенията бяха отглеждани в ла-
бораторни условия при температура между 17 
и 23 ºС и естествена дневна светлина. В края 
на всеки тримесечен култивационен период, 
отглежданите растенията бяха изваждани от 
почвата и отстранявани. В зависимост от ва-
рианта на третиране на тяхно място бяха по-
сявани нови семена от пшеница.  Така в про-
дължение на една календарна година бяха 
подготвяни четири варианта на третиране на 
опитната почва с последователно култивира-
не на пшеница и включена нетретирана кон-
трола: съответно, културата беше отглеждана 
последователно един, два, три и четири пъти 
за вариантите с третиране или нито веднъж 
за нетретираната контрола. 

Биологичен тест за супресивност.
В настоящото изследване за установяване 

на нивото на супресивност спрямо ризокто-
нийно кореново гниене на нетретирана и тре-
тирани по описания начин почви беше прила-
ган метод, който се основава на способността 
на болестта да се разпространява огнищно по 
пшеничените растения в посева от единичен 
източник на инфекция (под формата на „хар-
мани”, Sneh et al., 1996). Методът е оптими-
зирана версия на биологичен тест, използ-
ван в предходни наши изследвания (Vatchev 
& Dijst, 2010; Vatchev et al., 2017; Vatchev & 
Yanashkov, 2023). 

По варианти, почвата от четирите повто-
рения беше събирана, размесвана механично 
до пълно хомогенизиране и отново насипва-
на в същите съдове (по 1.1 L почва във всеки 
съд). По аналогичен на гореописания начин, 
във всяка опитна единица (съд) бяха засява-
ни по два реда от по 12  (24 във всеки съд) 
висококачествени семена пшеница, сорт Ек-
зотик на разстояние 2 cm в реда и 3 cm меж-
ду двата реда. Опитните единици (по четири 
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за всеки вариант) бяха разполагани в напъл-
но рандомизирани блокове в лаборатория с 
пряк достъп на дневна светлина и температу-
ра от около 20 °С. Инокулум на R. solani AG 4, 
(ИПАЗР), получен от корени на пшеница беше 
развиван предварително в чисти култури в 
Петриеви блюда върху автоклавирани (30 min 
на 121 °С) ечемичени зърна в продължение на 
14 дни при 26 °С. След поникване на опитните 
растения (пет дни след сеитбата) бяха внасяни 
по 20 инокулумни зърна в единия край на все-
ки съд на около 0.5-1 cm дълбочина в почвата, 
под формата на фокален (точков) източник на 
инфекция. Целеше се гъбата да се разпростра-
нява от източника на инфекция чрез нараства-
щия мицел във и под въздействие на изслед-
ваната почва. Всеки съд беше снабден с под-
ложка, позволяваща ръчно подаване на вода 
от подложката към отворите на дъното на ве-
гетационния съд. Ежедневно в подложката на 
всеки съд беше добавяна чешмяна вода, така 
че в нея да се поддържа постоянен воден стълб 
с височина 1 cm. По този начин на повърх-
ността на изследваната почва (7 cm колона) 
беше създаван постоянен отрицателен воден 
потенциал, еквивалентен на около -6.5 cmH2O 
воден стълб (h). От друга страна, с поливка 
чрез просмукване на водата в почвата откъм 
основата на съда се избягваше допълнителен, 
механичен пренос на вегетативни структури 
на патогена от източника на инокулум.

Опитите бяха отчитани на всеки седем 
дни в продължение на 35 дни след инокули-
ране. Състояние на всяко пшеничено расте-
ние беше оценявано визуално като „здраво”, 
„болно”, „загинало” или „липсващо”. Резулта-
тите бяха нанасяни върху схематични карти, 
отразяващи точното местоположение на вся-
ко опитно растение. На базата на тези карти 
беше определяна дистанцията (периметър) на 
разпространение на ризоктонийното гниене в 
двата реда растения от източника на инфек-
ция. Дистанцията на разпространение на бо-
лестта служеше за основен параметър, харак-
теризиращ нивото на супресивност на почва-
та по отношение на заболяването във всяко 
повторение и вариант. 

Численост и структура на ризосферната 
микрофлора. 

Непосредствено след приключване на би-
ологичния тест за супресивност, ризосферна 
почва от всеки вариант беше събирана в Пе-
триеви блюда и подлагана на микробиологич-
ни анализи. Определяна бе числеността на 
основни групи почвени микроорганизми по 
метода на десетичните разреждания и култи-
виране върху агаризирани хранителни среди 
(Grudeva et al., 2007). Броят на амонифицира-
щите бактерии бе определян на  месопепто-
нен агар (МПА) след тридневна инкубация; 
на споровите бактерии – на МПА след пас-
тьоризация на почвените суспензии при 80 
ºC за 10 min и тридневна инкубация, на ми-
кроскопичните гъби – на среда на Чапек след 
петдневна инкубация, на актиномицетите и 
бактериите, използващи минерален  азот – 
на скорбялно-амонячен агар след седемднев-
на инкубация. Данните са представени като 
брой колонии-образуващи единици, съдър-
жащи се в  1 g суха почва (КОЕ g-1).

Антагонистична активност на 
индивидуални почвени бактерии.

Допълнително бяха направени посевки 
по метода на десетичните разреждания вър-
ху селективната за род Pseudomonas среда на 
King, предвид тяхното широко разпростране-
ние и биологична активност като продуценти 
на вещества, потискащи развитието на редица 
почвени фитопатогени. По 10 изолата от все-
ки вариант бяха изпитани за инхибиращ ефект 
спрямо R. solani AG 4 в лабораторни условия. 
Използван беше модифициран от нас in vitro 
метод, описан от Hameeda et al. (2006). Чисти 
култури на изолираните бактерии бяха кул-
тивирани върху картофено-декстрозен агар 
(КДА) в термостат за 96 часа при 26 °С. Втеч-
нен до 42 °С КДА беше разливан в 90 mm в 
диаметър стерилни Петриеви блюда (х 20 ml 
агарова среда във всяко блюдо) и оставян на 
стайна температура в продължение на 24 часа. 
Върху хранителната среда в права линия, ди-
аметрално на всяко блюдо беше нанасяна во-
дна суспензия от изпитван щам с помощта на 
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стерилно Йозе. Инокулираните Петриеви блю-
да бяха инкубирани в продължение на 72 часа 
на тъмно при 26 °С. По едно агарово блокче (6 
mm в диаметър), изрязано от периферията на 
седемдневна чиста култура на съответната па-
тогенна гъба, развита в Петриево блюдо вър-
ху КДА, бяха поставяни симетрично от две-
те страни на развитата под формата на ивица 
бактериална колония, на отстояние около 40 
mm от нея. Всеки вариант (бактериален щам 
х гъбен патоген) беше залаган в четири повто-
рения (Петриеви блюда). За контроли служеха 
идентично подготвени експериментални еди-
ници – гъбни посявки в блюда с разлят КДА, 
без предварително развита бактерийна култу-
ра. Инокулираните с патоген блюда бяха ин-
кубирани при 26 °C на тъмно. Диаметърът на 
формираните гъбни колонии (без размера на 
агаровите блокчета) беше измерван на трети, 
пети, седми и десети ден след посявката. Да-
нните от последното измерване бяха използва-
ни за изчисляване на инхибирането на растежа 
на гъбния мицел в отделните варианти спрямо 
контролите по формулата на Abbott (1925): 

GI% = 100-(Dх100/ C), където: 
GI% – Инхибиране на растежа на мицела;
D – Диаметър на гъбната колония (mm) във 

вариант с предварително развит потенциален 
антагонист;

C – Диаметър на гъбната колония (mm) в 
контролата без развита линейна колония на 
бактерия.

Статистически анализи. 
Получените експериментални данни бяха 

обработвани статистически и анализирани по 
стандартен метод за вариационен анализ и по 
метода на Duncan, използващи F-тест за оцен-
ка на значимостта на анализа и t-тест за зна-
чимост на разликите при нива на достовер-
ност при P≤0.05 (Gardiner, 1997). Експеримен-
талните данни от отделните повторения на 
всеки вариант бяха анализирани поотделно за 
установяване на хомогенност на резултатите, 
след което резултатите от два последователно 
проведени опита бяха обединени и предста-
вени съвместно.

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

Биологичен тест за супресивност.
На таблица 1 са представени данни от раз-

пространение на ризоктонийно кореново гни-
ене (R. solani AG 4) от единичен източник на 
инфекция в двуреден посев от пшеничени 
растения, отглеждани във вегетационни съдо-
ве – през първи (в нетретираната контрола) до 

Таблица 1. Ефект на имитирано монокултурно отглеждане на пшеница върху разпространението на 
ризоктонийно кореново гниене в посев от пшеница от точков източник на инфекция
Table 1. Effect of imitated wheat monoculture on spread of rhizoctonia root rot within stands of wheat plants 
from a single point of inoculation

№ Вариант/Treatment
Разпространение 
на болестта/Disease 
spread (cm)a

Инхибиране на 
болестта/Inhibition of 
disease progress (%)c

1 Нетретирана контрола/Untreated control 10.5ab Контрола
2 Еднократно култивиране/One cultivation cycle 8.5b 19.5
3 Двукратно култивиране/Two cultivation cycles 7.25bc 31.0
4 Трикратно култивиране/Three cultivation cycles 6.25c 40.5
5 Четирикратно култивиране/Four cultivation cycles 4.75d 54.8

LSD0.05 = 1.267.
a Отчетено на 35-тия ден след инокулиране. /Scored on day 35th after inoculation. 
b Стойности в колоната, обозначени с различен буквен символ са статистически различни при P≤0.05, съ-
гласно метода за разпределение на Duncan. /Means within the column followed by different letter are significantly 
different according to Duncan’s range test.
c Изчислено по формулата на Abbott (Abbott, 1925). /Calculated according to the Abbott’s formula (Abbott, 1925).
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пети последователен цикъл на отглеждане на 
културата в една и съща почва. От  резултати-
те е видно, че предварително имитираната при 
контролирани условия монокултура води до 
значително (P<0.05) ограничаване на разпрос-
транението на болестта в посева във всички 
варианти – с еднократно до четирикратно по-
следователно култивиране на пшеница. Докато 
в контролния вариант без предварително от-
глеждане на пшеница заболяването достигна 
10.5 cm разпространение от източника на ино-
кулум, то с увеличаване на броя на предвари-
телно отглежданите култури в отделните вари-
анти от една до четири, разпространението на 
болестта намаляваше значително (P<0.05), съ-
ответно с 19.5%, 31.0%, 40.5% и 54.8%. Най-зна-
чителен инхибиращ ефект върху болестта беше 
отчетен във варианта с предварително четири-
кратно отглеждане на пшеница. 

Численост и структура на ризосферната 
микрофлора. 

Микробиологични анализи. 
От представените на таблица 2 резултати 

се вижда, че бактериите – амонифициращи и 

използващи минерален азот, са доминиращи 
в структурата на микробиалните съобщества 
от ризосферната зона на пшеницата.  Между 
отделните варианти числеността на бакте-
риите варира в относително тесни граници. 
Така например за амонифициращи бактерии 
са отчетени стойности от 99.14 до 136.93х106 
КОЕ g-1  почва.  Високата численост на амо-
нифициращите бактерии показва, че проти-
чат активно процеси на разграждане на отде-
ляните коренови ексудати, които са основно 
лесно усвоими въглерод- и азотосъдържащи 
съединения (захари, органични киселини, 
аминокиселини, мастни киселини, фенолни 
съединения и др.). Споровите бактерии, кои-
то участват в разграждането на по-трудно 
разградимите въглеродни източници,  са с 
по-ниска численост - от 1.31 до 1.45х106 КОЕ 
g-1. По отношение на микроскопичните гъби 
е установена висока и статистически доказа-
на спрямо контролата численост за вариант 2 
(еднократно култивиране) и вариант 3 (дву-
кратно монокултура), която намалява при 
вариант 4 (трикратно монокултура) и вари-
ант 5 (четирикратно монокултура). Възмож-

Таблица 2. Ефект на монокултурно отглеждане на пшеница върху числеността на основни групи 
микроорганизми в ризосферата на пшеничени растения
Table 2. Effect of monoculture wheat crop on the number of the major groups of rhizosphere microorganisms 

№ Вариант/Treatment

Брой колони и образуващи единици (КОЕ g-1 ризосферна  почва) х106/ 
Number of colony forming units (CFU g-1 rhizosphere soil) х106

Амонифи-
циращи 
бактерии/
Ammoni-
fying 
bacteria

Спорови 
бактерии/
Spore-
forming
bacteria

Бактерии,
използващи 
минерален N/
Bacteria,
utilizing
mineral N

Микро-
скопични
гъби/
Microsco-
pic fungi

Актино-
мицети/
Actino-
mycetes

1 Нетретирана контрола/ 
Untreated control 121.05aba 1.31a 66.56b 2.63a 8.03a

2 Еднократно култивиране/ 
One cultivation cycle 99.14a 1.36a 68.30b 9.87b 7.14a

3 Двукратно култивиране/ 
Two cultivation cycles 123.68ab 1.23a 71.50b 8.83b 11.67c

4 Трикратно култивиране/ 
Three cultivation cycles 123.11ab 1.45a 49.34a 1.42a 8.36ab

5 Четирикратно култивиране/ 
Four cultivation cycles 136.93b 1.39a 72.52b 1.42a 9.95bc

LSD0.05% = 28.04 0.24 10.73 1.73 1.86
a Стойности в колоната, обозначени с различен буквен символ са статистически различни при P≤0.05, съ-
гласно метода за разпределение на Duncan. /Means within the column followed by different letter are significantly 
different according to Duncan’s range test.
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но е тази динамика в числеността на микро-
скопичните гъби да се дължи на активното 
размножаване на патогена при варианти 2 и 
3, а при варианти 4 и 5  развитието му да се 
потиска от микроорганизми, чиято числе-
ност и активност нараства с последовател-
ното отглеждане на културата. Известно е, 
че много микроорганизми – бактерии от ро-
довете Agrobacterium, Enterobacter, Erwinia, 
Bacillus, Serratia, Azotobactеr,   Pseudomonas  
и др. (Narula et al., 2008), както и актиномице-
ти от родовете Streptomyces, Micromonospora, 
Actinoplanes, Rhodococcocus и др. (Ebrahimi-
Zarandi et al., 2022) оказват супресивен ефект 

спрямо различни почвени фитопатогени. От 
представените на таблица 2 резултати обаче 
е видно, че в условията на проведените опити 
при контролирани условия, след четирикрат-
но отглеждане на пшеница не са настъпили 
съществени промени в структурата на микро-
биалните съобщества и общата численост на 
основните групи почвени микроорганизми от 
ризосферната зона на опитните растения. 

На таблица 3 са представени осреднени 
резултати, отразяващи антагонистичната ак-
тивност на по 10 случайно подбрани изолата 
от род Pseudomonas, изолирани от ризосфе-
рата на опитните растения в края на биоло-

Таблица 3. Средна антагонистична активност на 10 изолата ризосферни бактерии от род Pseudomonas, 
получени от всеки отделен вариант върху растежа на мицела на Rhizoctonia solani (AG 4)
Table 3. Average antagonistic activity of 10 Pseudomonas isolates obtained from the rhizosphere of wheat 
plants in each individual treatment. 

№ Вариант/
Treatment

Диаметър на гъбните колонии (mm) и инхибиране на растежа на R. solani (%) спрямо 
самостоятелна чиста култура на гъбата  след различна продължителност на инкубиране 
(3-10 дни)/ Diameter of the fungal colonies (mm) and inhibition of the growth of R. solani (%) 
compared to a single pure culture of the fungus after different periods of incubation  
(3-10 days)
3 дни/
3 days

5 дни/
5 days

7 дни/
7 days

10 дни/
10 days

mm % mm % mm % mm %

1
Чиста култура на 
R. solani / A pure 
culture of R. Solani

14.45ab Контрола/
Control 19.4a Контрола/

Control 26.3a Контрола/
Control 29.2a Контрола/

Control

2
Първа култура 
пшеницаa/ First 
crop wheata

12.25b 15.2 18.1b 6.7 22.9b 12.9 25.6b 12.3

3
Втора култура 
пшеница/ Second 
crop wheat

11.35c 21.5 16.6c 14.4 21.45c 18.4 23.9c 18.2

4
Трета култура 
пшеница/ Third 
crop wheat

10.15d 29.8 14.15d 27.1 18.6d 29.3 21.25d 27.2

5
Четвърта култура 
пшеница/ Fourth 
crop wheat

9.6d 33.6 11.5e 40.7 17.65d 32.9 19.95e 31.7

6
Пета култура 
пшеница/ Fifth 
crop wheat

7.6e 47.4 9.15f 52.8 12.48e 52.5 16.05f 45.0

F =
LSD0.05 =

115.75
0.6137

-
-

154.67
0.8927

-
-

171.47
1.035

-
-

235.22
0.8410

-
-

a Вариант №2 съответства на контролния, нетретиран вариант на опита (без предварително отглеждане 
на пшеничени растения). /Treatment №2 corresponds to the untreated control of the experiment (without prelimi-
nary cultivation of wheat plants). 
b Стойности в колоната, обозначени с различен буквен символ са статистически различни при P≤0.05, съ-
гласно метода за разпределение на Duncan. /Means within the column followed by different letter are significantly 
different according to Duncan’s range test. 
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гичния тест за супресивност от всеки един 
от вариантите на проведените опити. Пред-
ставените осреднени стойности показаха зна-
чително (P<0.05) редуциране на размера на 
гъбните колонии на R. solani AG 4 в Петри-
евите блюда с двойни култури при съвмест-
но култивирани на патогена с предварител-
но развита колония на ризосферен бактериен 
изолат, в сравнение с размера на колониите 
от чисти култури на R. solani AG 4, култиви-
рани самостоятелно в Петриеви блюда (в от-
съствие на тест-бактерия). За отбелязване е, 
че всички изследвани бактерийни изолати – 
потенциални антагонисти, вкл. изолираните 
от ризосферата на растения в нетретираната 
контрола, в която пшеничени растения бяха 
отглеждани за първи път, демонстрираха ста-
тистически доказан инхибиращ ефект върху 
растежа на мицела на гъбата. При това при 
всички провеждани отчитания с нарастване 
на броя на последователно отглежданите кул-
тури от пшеница (от един до четири култива-
ционни цикъла) в отделните варианти (от № 
2 до № 5 на таблица 3) беше отбелязано зна-
чително (P<0.05) нарастване на осреднения 
инхибиращ ефект на изолираните по вари-
анти ризосферните бактерии. Най-съществен 
инхибиращ ефект върху растежа на патогена 
демонстрираха ризосферните изолати, полу-
чени от последния вариант с най-продължи-
телна монокултура на пшеница – между 45% 
и 52.8%. 

Очаквано, получените резултати от тес-
товете за антагонистична активност на пред-
ставители от ризосферния микробиом на оп-
итните растения бяха изцяло в съответствие 
с резултатите от биологичните тестове за 
супресивност на почвата по отношение на 
ризоктонийното кореново гниене по пшени-
цата. И при двата метода на изследване беше 
отбелязано от една страна нарастване на ни-
вото на почвената супресивност с увеличава-
не на броя на последователно отглежданите 
култури от пшеница в почвата и, паралелно 
с това – значително нарастване на антаго-
нистичната активност на представители от 
род Pseudomonas, обитаващи ризосферата на 

прицелната за изследването култура. Резул-
татите от настоящото изследване доказват 
възможността за индуциране на относително 
висок супресивен ефект спрямо заболяване-
то с причинител R. solani AG 4 чрез имитира-
не на монокултурно отглеждане на пшеница. 
Установената натрупваща се с удължаване на 
периода на монокултура антагонистична ак-
тивност за част от ризосферната микрофлора 
по отношение на патогена дава логично обяс-
нение и е част от механизма на супресивност 
на почвата спрямо причиняваното от гъбата 
заболяване. 

При сходни условия на култивиране Liu & 
Baker (1980) след имитиране на продължител-
на монокултура на пшеница, захарно цвекло 
или люцерна не установяват повишаване на 
нивото на супресивност на почвата спрямо 
същия патоген, AG 4 на R. solani. Резултатите 
от нашето изследване обаче са аналогични на 
резултати от опити с други патологични сис-
теми при идентични условия на многократно, 
последователно култивиране на растенията. 
При имитирана непрекъсната монокулту-
ра чрез съкратени, последователни цикли на 
отглеждане на различни култури е постига-
но индуциране на почвена супресивност към 
Ризоктониоза по репички – четири до шест 
цикли на култивиране всеки от които с про-
дължителност седем дни (AG на R. solani не е 
упомената) (Henis et al., 1978),  шест до девет 
седемдневни цикли на монокултурно отглеж-
дане на репички или краставици (R. solani 
AG 4) (Liu & Baker, 1980), три до пет 33- до 
39-дневни периоди на монокултура на пше-
ница спрямо R. solani AG 8 (Lucas et al., 1993). 
В част от тези изследвания, супресивност по 
отношение на R. solani, индуциранa в отго-
вор на монокултурно отглеждане се асоции-
ра с нарастване на популационната плътност 
в ризосферата на гъби-антагонисти от род 
Trichoderma (Henis et al., 1979; Liu & Baker, 
1980).

Добре проучен супресивен отговор спря-
мо заболявания по пшеница с причините-
ли Gaeumannomyces graminis var. tritici и 
Pseudocercosporella herpotrichoides се инду-



Растениевъдни науки, 2024, 61 (1) Bulgarian Journal of Crop Science, 2024, 61 (1)

103

цира след около три- до петгодишно монокул-
турно отглеждане на чувствителен гостопри-
емник и се губи с последващо, една до двего-
дишно отглеждане на нечувствителна култу-
ра (Weller, 1983; Thomashow & Weller, 1990a; 
Thomashow & Weller, 1990b; Thomashow et al., 
1990; Cook et al., 1995; Colbach & Huet, 1995; 
Raaijmakers et al., 1999). Явлението е извест-
но в литературата като „монокултурно зати-
хване на болестта”. Констатирано е първона-
чално в стопански стари почви, използвани 
продължително за култивиране на пшеница 
и други житни култури със слята повърхност 
(Gerlagh, 1968; Weller et al., 2002); а се обясня-
ва с натрупване в почвата и ризосферата на 
растенията на бактерии от род Pseudomonas, 
антагонисти по отношение на патогенната за 
растенията, почвена микофлора (Raaijmakers 
et al., 1997; Raaijmakers & Weller, 1998, 2001; 
Weller, 2007). Биологичният контрол, осъ-
ществяван от тази група бактерии се отдава 
на способността им да продуцират широкос-
пектърни антибиотични вещества, предимно 
2,4-Диацетилфлороглуцинол (2,4-DAPG), а 
така също други флороглуциноли, феназини, 
пиолотиорин, пиролнитрин, циклични липо-
пептиди и др. (Cook et al., 1995; Thomashow & 
Weller, 1988; Kwak & Weller, 2013). В света са 
известни не по-малко от 22 генотипа на флу-
оресцентни Pseudomonas spp., обитаващи ри-
зосферата и колонизиращи корените на пше-
ница, носещи ген phlD, отговорен за антиби-
отичен синтез на 2,4-DAPG (Kwak & Weller, 
2013; Müller et al., 2018). Продуцираният от 
Pseudomonas spp. 2,4-DAPG е сред най-добре 
проучените антибиотици, подтискащи раз-
витието на редица фитопатогени в почвата, 
в т.ч. на гъби от род Rhizoctonia (Velazhahan 
et al., 1999; Weller et al., 2002; Mazzola, 2010). 
Наличието на бактерии-продуценти на този 
и други метаболити, токсични за гъби, оби-
таващи ризосферата на растенията е най-ве-
роятният механизъм, стоящ зад констати-
раната в настоящото изследване повишена 
почвена супресивност към ризоктонийно 
кореново гниене след монокултурно отглеж-
дане на пшеница. При култивиране на пше-

ница са установени и други ризосферни бак-
терии, с близка генетична идентичност до 
Pseudomonas spp., които стимулират растежа 
на корените на растенията (Fischer et al., 2007; 
Egamberdieva et al., 2008). 

Обяснявайки феномена „монокултурно за-
тихване”, Cook & Weller (2004) изказват пред-
положението, че два фактора: липсата на гени 
за устойчивост към коренови фитопатогени  в 
съчетание с продължителното съществуване 
на предшествениците на съвременната обик-
новена (мека, зимна) пшеница във фактическа 
монокултура са довели до поява на механи-
зъм на естествена биологична борба спрямо 
черното кореново гниене (Gaeumannomyces 
graminis var. tritici), осъществявана от  ри-
зобактерии, проявяващи висока, генетично 
обусловена антибиотична активност към па-
тогена. Явно е, че в предисторическата епо-
ха преди откриване на земеделието, хлебната 
пшеница (T. aestivum), нейните предшестве-
ници (тетраплоидният Triticum turgidum L. 
и диплоидният Aegilops tauschii Coss.), как-
то и други житни треви – различни видове 
пшеница и ечемик,  обект по-късно на окул-
туряване (одомашняване), виреят в естестве-
на „монокултура”, резултат от наличието на 
трошливо вретено на класа (Fuller & Allaby, 
2009). Класът – при дивите форми – се разпа-
да след узряване  на отделни сегменти, кое-
то от своя страна предполага многогодишно 
повтарящ се процес – опадване на семената, 
самозасяване, поникване и развитие на нови 
растения на едно и също място. Приемаме, че 
именно през този продължителен предисто-
рически период е възникнал и е закрепен ево-
люционно биологичен механизъм за защита 
на корените на житните растения от широк 
кръг почвообитаващи патогени, чието край-
но проявление е затихването на болестта след 
продължителна монокултура. Доказано, този 
защитен механизъм е изграден на базата на 
мутуалистични, (вероятно, в т.ч. и протоко-
оперативни) взаимоотношения между расте-
нието и естествено обитаващи ризосферата 
микроорганизми, главно бактерии, проявя-
ващи висока антагонистична активност. С 
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удължаване на периода на монокултура се 
констатира значително повишаване на попу-
лационната плътност на ризобактерии, анта-
гонисти по отношение на коренови фитопато-
гени, чрез която се реализира нарастващият 
супресивен отговор на почвената екосисте-
ма по отношение на фитопатогените, в т.ч. R. 
solani. Същият механизъм вероятно стои в 
основата на значително по-слабото общо про-
явление на отделни заболявания, като черно 
кореново гниене в стопански стари почви, 
където с различна продължителност и ин-
тензивност са отглеждани житни – монокул-
турното и в ротационни схеми, включващи 
нечувствителни полски или други култури 
(Въчев, лични наблюдения). В такива случаи 
заболяването, ако въобще бъде открито, оста-
ва локализирано, със спорадично проявление 
или не е документирано досега.

В настоящото изследване, интересен за от-
белязване е фактът, че при продължаващата 
монокултура липсва отбелязаното от други 
автори (цитирани по-горе) акумулиране на 
съпътстващи, мутуалистични или симбио-
нтни микроорганизми, естествено обитава-
щи ризосферата на пшеницата. За разлика от 
това, и с нарастване на почвената супресив-
ност по варианти (Tаблица 1), е налице аку-
мулиране на съществена, обща антагонис-
тична активност (Tаблица 3) спрямо патогена, 
нарастваща значително от първия до петия 
вегетационен цикъл на културата, отчетено 
в края на биологичния тест. Същевременно 
нарастването на супресивния ефект спрямо 
заболяването в почвата и антагонистичната 
активност спрямо патогена в ризосферата не 
кореспондират с повишаване на популацион-
ната плътност на която и да е от проследява-
ните групи почвени микроорганизми (Tаб-
лица 2). Така получените от нас резултати са 
в съответствие с концепцията за еко-еволю-
ционна динамика в ризосферата на растени-
ята (Hairston et al., 2005 Cordovez et al., 2019). 
Те са пример за „бърза микробиална еволю-
ция” (англ. rapid microbial evolution) сред ри-
зобактериите от род Pseudomonas, а вероят-
но и сред други сродни по генотип бактерии 

от почвения микробиом, резултат от хори-
зонтален трансфер на гени (Cordovez et al., 
2019; Fields & Friman, 2022). Съгласно Fields & 
Friman (2022) „бързата еволюция” е факт сред 
ризосферните микроорганизми и се осъщест-
вява в рамките на един или повече последова-
телни цикли на култивиране на растенията. 
На базата на резултатите от настоящото из-
следване, сравнени с данни, публикувани от 
други автори може да предположи, че пшени-
цата, отглеждана в монокултура създава усло-
вия за вътревидов отбор сред мутуалистични 
ризобактерии, което води до акумулиране на 
специфични гени, кодиращи антагонистична 
(антибиотична) активност спрямо R. solani и 
други почвообитаващи фитопатогени, атаку-
ващи корените и основата на стъблата на рас-
тенията.   

В цитирани по-горе литературни източни-
ци, се съобщава за монокултурно затихване, 
съчетано с предполагаема повишена, биоло-
гично базирана супресивност по отношение 
на ризоктониоза с причинител AG 8 на R. 
solani. В настоящото изследване съобщаваме 
за индуцирана супресивност при имитирано 
монокултурно отглеждане на пшеница спря-
мо идентично заболяване, но с различен при-
чинител – AG 4 на същия вид. Тъй като двете 
анастомозни групи се отличават по морфоло-
гични особености и са генетично изолирани 
поради невъзможността да анастомозират по-
между си, те се разглеждат като различни па-
тогени в рамките на един и същ сборен вид. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящото изследване представя доказа-
телства за повишаване на почвената супре-
сивност в резултат на монокултура по от-
ношение на още една патологична система, 
включваща пшеница и почвено-преносим па-
тоген – AG 4 на R. solani, причинител на ри-
зоктонийно кореново гниене. Независимо от 
получените резултати и натрупано познание 
зад механизмите на монокултурното зати-
хване, все още предстои да бъде разработе-
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на успешна и адекватна стратегия базирана 
на индуцирана, биологически детерминира-
на почвена супресивност и/или затихване на 
болестта след продължително, монокултур-
но отглеждане на пшеница или други житни 
култури. 
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