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Аннотация

Род Trichoderma имеет важное хозяйственное значение в связи с широким исполь-
зованием многих видов для получения ферментов, биологически активных веществ и
препаратов для защиты растений. Многие активные штаммы Trichoderma при хранении
и длительном культивировании теряют свои свойства и вытесняются низкопродуктив-
ными формами. Это вызывает необходимость предварительного отбора активных
штаммов со стабильными признаками и последующую их селекцию.

В данной статье было изучено влияние некоторых абиотических факторов, таких,
как температура, интенсивность освещения и состав среды, на рост и размножение
микромицетов рода Trichoderma, выделенных из различных источников местообита-
ния. Был проведен сравнительно-морфологический анализ изолятов, а также молеку-
лярно-генетический анализ с использованием полимеразной цепной реакции.
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Введение

Одним из важных направлений по ограничению развития организмов, на-
носящих значительный ущерб сельскому и лесному хозяйствам, является раз-
работка биологического метода контроля, позволяющего отказаться в ряде
случаев от использования пестицидов или значительно снизить дозы их приме-
нения. Широкое и успешное использование для биологической защиты расте-
ний против грибных возбудителей болезней получили грибы рода Trichoderma,
встречающиеся во всех типах почв. Они играют ключевую роль в сообществе
микроорганизмов [1, с. 248; 2–3] и в человеческой деятельности.

Некоторые виды этого рода являются более эффективными агентами био-
контроля против различных почвенных фитопатогенов, чем известные пести-
циды, и их воздействие намного более безопасно для окружающей среды. На-
коплен огромный фактический материал по географическому распространению
видов этого рода, по изучению их культурально-морфологических признаков и
физико-биохимических свойств, а также по технологии получения на их основе
биопрепаратов.

Род Trichoderma имеет важное хозяйственное значение в связи с широким
использованием многих видов для получения ферментов, биологически актив-
ных веществ и препаратов для защиты растений [4]. С другой стороны, почти
все виды Trichoderma образуют сильные токсины и могут быть причиной ал-
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лергии, а некоторые способны вызывать глубокие микозы у людей с подавлен-
ным иммунитетом. В связи с этим точная идентификация видов этого рода
важна как для специалистов, занимающихся практическим использованием, так
и для изучения распространения этих грибов в природе [5].

Многие активные штаммы Trichoderma при хранении и длительном куль-
тивировании теряют свои свойства и вытесняются низкопродуктивными фор-
мами. Это вызывает необходимость предварительного отбора активных штам-
мов со стабильными признаками и последующую их селекцию.

Таким образом, целью представленной работы явилось изучение влияния
абиотических факторов на рост и размножение микромицетов рода Trichoderma,
выделенных из различных источников местообитания. В задачи исследования
входило:

• получение моноспоровых культур;
• идентификация по комплексу морфологических признаков;
• молекулярно-генетический анализ с использованием полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР);
• изучение кинетических характеристик;
• изучение влияние светового фактора.

1. Методы исследования

В работе были исследованы штаммы гриба рода Trichoderma, которые бы-
ли выделены из почвы различных районов Республики Татарстан (штаммы А,
В, D), а также несколько штаммов, выделенных из нефтешлама, предоставлен-
ного ОАО «Казаньоргсинтез» (штаммы C). Все штаммы грибов хранятся на
кафедре микробиологии Казанского государственного университета.

Моноспоровые культуры грибов получали методом, предложенным А.Н. Ли-
хачевым [6]: методом выделения моноспоровых культур на жидких питатель-
ных средах с добавлением глицерина для получения ими определенной вязко-
сти. Морфолого-культуральные свойства изучали на картофельно-глюкозном
агаре (PDA), также на средах с низким содержанием сахарозы, на специальном
питательном агаре (SNA) [7]. Микроскопию проводили сразу после появления
конидий, через 3–4 суток [8, с. 264]. Идентификация по морфологическим при-
знакам проводилась по ключам Дж. Самуэльса [9], А.В. Александровой [10],
П. Чавери [11].

ДНК было выделено из свежего мицелия по методике, предложенной
И.А. Дружининой [12]. Участок ядерной рибосомальной ДНК, содержащий
ITS1 и 2 был амплифицирован в реакции ПЦР с использованием комбинации
праймеров SR6R (5'-AAG TAG AAG TCG TAA CAA GG-3') и LR1 (5'-GGT
TGG TTT CTT TTC CT-3'). В объеме 50 мкл проводили в автоматическом тем-
пературно-циклическом устройстве (Терцик, ДНК-технология) по протоколу
Дружининой – Кубичека [13]. Режимы ПЦР: а) денатурация ДНК – 95 °С, 1
мин, б) отжиг праймеров – 54 °С, 1.5 мин, в) элонгация – 72 °С, 1 мин. ПЦР-
продукты анализировали электрофорезом в 5.5%-ном ПААГ (полиакриламид-
ном геле) или 1%-ной агарозе в трис-боратном буфере. Агарозный гель окра-
шивали этидиумбромидом и визуализировали в ультрахемископе, ПААГ окра-
шивали нитратом серебра с последующей сушкой в целлофане.
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Для изучения влияния абиотических факторов на рост и размножение мик-
ромицетов рода Trichoderma использовали среды с низким содержанием саха-
розы, с добавлением специального питательного агара (SNA) и PDA. Исполь-
зовали метод поверхностного посева на чашках Петри. Для изучения влияния
температуры на скорость роста Trichoderma использовали метод посева на PDA
и SNA при различных температурах: 15, 28, 37 °С. В качестве показателя ин-
тенсивности роста различных штаммов измеряли изменение диаметра колонии
от времени, исходя из этого, рассчитывали:

• радиальную скорость роста: V = dD/dt,
где V – скорость роста, dD – прирост диаметра колонии, dt – время, за которое
произошло изменение;

• удельную скорость роста: µ = 1/N · dN/dt,
где N – диаметр колонии, dN – прирост, dt – время.

Для определения интенсивности конидиогенеза исследуемых штаммов свер-
лом (S = 0.8 см2) вырезали участок питательной среды со спороносящим мице-
лием. Затем делали смыв спор с 3-мя разведениями (в 3-х повторностях). Коли-
чество спор определяли по оптической плотности спор на фотоэлектрокалори-
метре (ФЭК, λ = 590 нм). Параллельно проводили подсчет спор, пользуясь
счетной камерой Тома – Горяева. Сопоставив данные, полученные в камере
Тома – Горяева, и показатели ФЭК, строили калибровочную кривую зависимо-
сти Dопт от количества спор.

Влияние светового фактора на рост и размножение изолятов Trichoderma
изучали при 15 °С на среде PDA. Мицелий выращивали в условиях изменения
светового режима: 6 суток при интенсивном освещении; 6 суток в темноте; 3 су-
ток при интенсивном освещении, затем в течение 3 суток в темноте; 3 суток в
темноте и, наконец, в течение 3 суток при интенсивном освещении.

Статистическую обработку данных проводили с помощью программы
электронных таблиц. Данные представлены средним ± стандартным отклоне-
нием. Уровень значимости, примененный в работе, равен 0.05.

2. Результаты и обсуждение

Среди исследованных изолятов рода Trichoderma, наиболее часто встре-
чающимися в почвах Республики Татарстан, являются представители вида
T. asperellum, а среди штаммов, выделенных из нефтешлама, большинство яв-
лялось представителями вида T. longibrachiatum.

По культурально-морфологическим признакам не было обнаружено стати-
стически достоверных отличий. Изоляты из различных мест обитаний досто-
верно отличались по таким признакам, как скорость прорастания конидий при
фиксированной температуре, цвет и форма колонии, наличие или отсутствие
пигмента в среде, внешний вид конидиеносцев и др. признакам (рис. 1, а, б).

Размер конидий представителей вида T. asperellum варьировал от 4 до 5.5
мкм ((2.8–)3.4–3.6(–7.0) × (2.4–)3–4(–6) мкм). Конидии зеленые, собранные в сли-
зистые головки. У представителей вида T. longibrachiatum размер конидий варь-
ировал в интервале от 4.8 до 2.2 мкм ((2.5–)3.5–4.7(–7.8)  ×  (2.0–)2.3–3.0(–4.0)
мкм). Конидии зеленые, строго  эллипсоидные,  вытянутые.  Так  как  исследуе-
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a)                                                                           б)

Рис. 1. T. asperellum, секция Trichoderma. Штамм 4А (a), штамм 5А (б). Место выделе-
ния Больше-Кляренское городище 10–11 вв. н. э., Камско-Устьинский р-н РТ

мые изоляты гриба рода Trichoderma отличаются своим эволюционным возрас-
том, мы можем судить о том, что указанные выше признаки являются сравни-
тельно консервативными. Следовательно, они могут служить достоверными кри-
териями для составления систематики грибов данного рода.

Для получения фингерпринтов изолятов Trichoderma, максимально отра-
жающих видовые различия, нами были взяты специфические праймеры к ITS-
последовательностям участка гена рибосомальной ДНК (SR6R и LR1). Число
фрагментов, полученных при амплификации ДНК, колеблется от 5–10. Каждая
популяция имеет специфический спектр ПЦР-продуктов-фенотип, характери-
зующийся определенным количеством фрагментов, их размерами и степенью
выраженности (мажорностью). Некоторые фрагменты являются общими для
фенотипов всех или большинства исследуемых популяций и выявляют, по-ви-
димому, консервативный участок генома, характеризующий принадлежность
этих популяций к одному виду. Число таких фрагментов для T. asperellum со-
ставило 3 в областях 4000, 1650 и 500 п.н. Для T. longibrachiatum – 4 в областях
5000, 4000, 1650 и 500 п.н. (рис. 2). Нами обнаружена невысокая изменчивость
между изолятами одного вида, но выделенными из различных экологических
ниш.

Исследование ДНК с помощью ПЦР-анализа с использованием специфич-
ных ITS-фрагментов ядерной рибосомальной ДНК изолятов Trichoderma под-
твердило результаты идентификации с помощью морфологических признаков.
Нами показано также различие ПЦР-паттернов изолятов T. asperellum и
T. longibrachiatum, подтверждающих их принадлежность к разным видам.

В природе популяции микроорганизмов, как правило, представлены гетеро-
споровыми популяциями. Было показано, что природные популяции представ-
лены клонами, проявляющими значимые отличия в кинетических характеристи-
ках. Среди исследованных изолятов были обнаружены гетероспоровые штаммы:
А10, С1, D14. В составе гетерогенного изолята А10 было выделено 2 клона:
А16 и А17; у изолята С1 выделены 2 клона: С16 и С17; в составе гетерогенного
изолята D14 было выделено 3 клона: D16, D17 и D18. Клоны были отделены от
соответствующих родительских штаммов на основании значимых различий в
кинетических показателях скорости роста до 4-х суток (рис. 3, 4). Для изучения
влияния абиотических факторов были получены моноспоровые изоляты.
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Рис. 2. ПЦР-амплификаты изолятов с использованием праймеров к ITS-последователь-
ности (SR6R и LR1): М – маркер, 1 – T. longibrachiatum 2В, 2 – T. longibrachiatum 3В,
3 – T. longibrachiatum 4В, 4 – T. spp. 61, 5 – T. longibrachiatum 5В, 6 – T. asperellum 67,
7 – T. asperellum 2A, 8 – T. asperellum 3A, 9 – T. asperellum 4A, 10 – T. asperellum 5A,
11 – T. spp. 11. Электрофорез в 8%-ном ПААГ

Штаммы одного и того же вида, выделенные из географически отдаленных
районов обнаруживают значимые отличия по интенсивности конидиогенеза и
оптимальной температуре роста. Определен оптимум температуры и скорость
роста выделенных изолятов. Исследуемые виды подразделяются на три группы:
медленнорастущие со скоростью роста 0.008–0.01 см/ч, быстрорастущие со ско-
ростью роста 0.2 см/ч и изоляты со средней скоростью роста 0.05–0.015 см/ч.

Максимальная интенсивность конидиогенеза наблюдалась при 28 °С у 60%
(9 изолятов) A-штаммов, у 46% (7 изолятов) B-штаммов, у 13% (2 изолята)
C-штаммов и у 86% (13 изолятов) D-штаммов. С-штаммы отличались высокой
интенсивностью конидиогенеза при 15 °С (более 60% всех изолятов из данного
места выделения). Были отмечены незначительные колебания величин интен-
сивности конидиогенеза некоторых изолятов (рис. 5).

Для всех изолятов при температурах 10 и 37 °С характерно более позднее
спороношение (на 96–120-й ч роста) в виде неравномерных скоплений (пустул),
разбросанных по всей чашке Петри. Температура 28 °С является наиболее бла-
гоприятной для роста исследованных изолятов. При этой температуре наблю-
дается максимальная скорость роста изолятов. Спороношение появляется на
48–72-й ч роста в виде концентрических кругов или равномерно расположен-
ных пустул.
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Рис. 3. Расщепление изолятов на клоны и отделение их от родительских штаммов на
основании значимых различий по кинетическим показателям
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Рис. 4. Интенсивность конидиогенеза родительских штаммов и их клонов при 28 °С на
среде КГА
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Рис. 5. Зависимость интенсивности конидиогенеза при различных температурных ре-
жимах
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Изменение диаметра колонии ( изолят С9 ) при 
различном 

световом режиме.15 C.октябрь 2006.
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Рис. 6. Влияние фотопериодизма на кинетические характеристики изолята в октябре
2006 г.

Изменение диаметра колонии ( изолят С9 ) при 
различном

 световом режиме.15 C.март 2007г.
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Рис. 7. Влияние фотопериодизма на кинетические характеристики изолята в марте
2007 г.

Непрерывное, интенсивное освещение угнетающе влияло на рост и раз-
множение микромицетов рода Trichoderma. Наоборот, периодическое чередо-
вание темного и светлого времени суток активизировало жизнедеятельность
грибов этого рода (рис. 6). Была также обнаружена положительная корреляция
между интенсивностью роста микромицетов рода Trichoderma и сезонными
колебаниями продолжительности светлой части суток. Так, наблюдались зна-
чимые различия в интенсивности роста изолятов в октябре и марте при изме-
нении интенсивности освещения при сохранении температуры, влажности и
состава питательной среды. К тому же интенсивность роста изолятов в октябре
при более короткой светлой части суток превышала соответствующую в марте
(рис. 6, 7).
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Summary

E.A. Rafailova, A.V. Shishkin, E.A.F. Cabrera, D.I. Tazetdinova, R.I. Tychbatova,
F.K. Alimova. Studying the Influence of Abiotic Factors on the Growth and Reproduction of
Micromyces Isolates Genus Trichoderma.

Different species of the genus Trichoderma have an important economic value in con-
nection with the wide use of many of its species for enzyme production, biological active
substances and preparations for plant protection. On the other hand, almost all species of
Trichoderma produce strong toxins and can cause allergy, while some species are capable of
causing deep mycosis in people with suppressed immunity. In this connection the exact iden-
tification of the species of this genius is important for experts engaged in practical use, and
for studying the distribution of these fungi in nature. Many active Trichoderma cultures at
storage and long cultivation can lose their properties and are superseded by less productive
forms. This calls for the preliminary selection of active stems with stable attributes and their
subsequent selection.

Key words: Trichoderma, identification, morphology, polymerase chain reaction (PCR).
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