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Аннотация

В обзоре представлена история исследований Trichoderma/Hypocrea, проанализи-
рована современная ситуация в ее систематике, особое внимание уделено новым мето-
дам идентификации и филогении. Большой интерес исследователей к Trichderma свя-
зан с широким применением в практике. Несмотря на интенсивные исследования, с
применением наряду с другими методами молекулярно-генетического анализа, в на-
стоящее время не существует единой системы Trichoderma/Hypocrea.

Введение

Грибы – это обширная группа организмов, число видов которых по Хоук-
сворду [1] может достигнуть 1.5 миллиона, уступая только насекомым, а по
биомассе, например в почве, преобладают над другими членами биоты и могут
составить 90% от общей массы прокариот и беспозвоночных [2]. Согласно не-
которым оценкам таксономистов-микологов, в настоящее время описано менее
10% всех представителей царства грибов [3].

Одним из наиболее изучаемых грибов в настоящее время является род
Trichoderma. Возможно, что Trichoderma – это единственный род, каждый вид
которого представлен в ГенБанке, по крайней мере, одним геном, а многие ви-
ды представлены последовательностью двух или более генов.

Причиной этого интереса является большая практическая и экологическая
значимость рода. Виды Trichoderma являются продуцентами ферментов (цел-
люлаз, хитиназ, пектиназ, ксиланаз, серинзависимых протеиназ и др.), исполь-
зуемых в целлюлозно-бумажной и пищевой промышленности, в производстве
моющих средств, в получении спирта, преобразовании отходов, содержащих
целлюлозу в глюкозу [4–7], получении кормовых добавок [8–10] и текстильной
промышленности [11]. На основе антибиотиков, токсинов, ферментов грибов
этого рода получают препараты для биологического контроля болезней и сти-
муляции роста растений, получения трансгенных растений [12–19].
Trichoderma также используется для биологической очистки почвы и получе-
ния компостов [20–24]. Известны также и другие свойства Trichoderma spp.
Так, выявлены виды Trichoderma, поражающие выращиваемые промышленным
способом грибы и повреждающие строительные конструкции [25–28]. Они мо-
гут быть причиной аллергии и глубоких микозов у людей со сниженным имму-
нитетом [29–31]. Представителей рода Trichoderma можно найти практически
во всех почвах. Их считают, по крайней мере частично, ответственными за эф-
фект биологического контроля фитопатогенов в супрессивных почвах, на кото-
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рых зерновые и деревья не подвергаются действию патогена и выделению в
окружающую среду микотоксинов [32]. Обнаружена способность метаболитов
Trichoderma подавлять жизнедеятельность насекомых [33].

В настоящее время перед микологами, изучающими Trichoderma, стоит ряд
вопросов: по систематическому положению вида, адекватным методам иден-
тификации, построению естественного филогенетического древа, географиче-
ской распространенности, разнообразию и выявлению способности к антагони-
стической активности к фитопатогенам среди всех видов этого рода, наличию в
природе новых видов, которые еще могут быть найдены и т. д. Для обобщения
результатов и налаживания контактов между микологами, занимающимися
Trichoderma/Hypocrea, были созданы в Интернете сайты основных групп изу-
чающих этот род – в США Гарри Самюэлем (лаборатория микологии Мини-
стерства Сельского хозяйства США и Исследовательской службы сельского
хозяйства США (USDA-ARS) [http://nt.ars-grin.gov] и в 2003 г. – Христианом
Кубичеком (Институт химической инженерии. Технический университет в Ве-
не, Австрия. Департамент по исследованию технологии гена и прикладной
биотехнологии) [http://www.isth.info/links]. Х. Кубичеком с сотрудниками соз-
дана интернациональная подкомиссия по изучению Trichoderma/Hypocrea, вхо-
дящая в состав интернациональной комиссии по таксономии грибов (Internatio-
nal Commission for the Taxonomy of Fungi) и Commission of the Mycology Divi-
sion of the International Union of Microbiological Sociandies. На сайте Г. Самюэля
для исследователей доступен интерактивный ключ для идентификации Tricho-
derma по морфологическим и культуральным признакам, а на сайте Х. Куби-
чека – программы для идентификации видов по генетическим признакам.

2. Современное систематическое положение Trichoderma/Hypocrea

К настоящему моменту в литературе имеется описание более чем 200 ви-
дов Hypocrea/Trichoderma, и этот род все еще не считается родом, развиваю-
щимся в одном направлении. База данных CABI, которая объединяет названия
грибов [http://www.indexfungorum.org], содержит информацию о 401 виде
Hypocrea spp., хотя некоторые из них могут быть синонимами других описан-
ных видов или неправильно помещены в этот род (как, например H. pallida), но
список может быть компенсирован другими неописанными видами. Изучение
разных ниш в географических зонах позволило выделить множество дополни-
тельных неописанных ранее видов [34–37].

Члены рода Hypocrea и его анаморфа Trichoderma являются типичными
представителями влажных лесов всех типов [37]. Эти грибы легко определяют-
ся благодаря их яркой окраске. Большинство представительных видов рода
Hypomyces (Fr.) (Hypocreaceae) паразитирует на культурных грибах и съедоб-
ных грибах. Виды Hypocrea и его анаморфа Trichoderma Pers. часто встречают-
ся не только во влажных тропических и субтропических лесах, но и в аридных
умеренных и северных зонах и даже в более экстремальных нишах, на крайнем
севере и крайнем юге. Телеоморфы Hypocrea можно обнаружить на древесине,
на мицелии других членов Ascomycota, на живых базидиомицетах, на съедоб-
ных грибах на разных стадиях гниения, реже встречаются на травяных суб-
стратах. Типичные Hypocrea формируют морщинистую, ярко- или неокрашен-
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ную плотную стромату, диаметр которой превышает 5 мм, хотя некоторые ви-
ды образуют строматы скорее палочковидные, овоидные в несколько санти-
метров в размере. Род Hypocrea обычно характеризуется тем, что виды форми-
руют перитеции, окруженные плотными строматами, которые состоят из псев-
допаринхимы или уплотненных гифов. Виды Hypocrea образуют 8 асков с од-
ной перетяжкой, находящихся в одной оболочке на ранних этапах развития, и
образуют 16 спор в каждом аске. Обычно виды Trichoderma выделяют из поч-
вы, хотя они часто спорулируют на древесине, шляпках культурных грибов,
лесных грибах, где их можно определить с легкостью по массе конидий, окра-
шенных в зеленый цвет, реже в белый и желтый цвета. Они обнаружены в раз-
ных местообитаниях. Например, грибы можно обнаружить на влажных стенах
зданий, как эндофиты в стволах деревьев влажного тропического леса [38].
Trichoderma составляет значительную часть биомассы грибов почвы [39].

Поскольку именно анаморфы имеют экологическое и экономическое зна-
чение, очень важно изучить биологию Trichoderma и Hypocrea одинаковым об-
разом. Для практической интеграции «анаморфных грибов» в систему аско- и
базидиомицетов в настоящее время рекомендуют использовать молекулярные
методы [40, 41].

До сих пор нет единого мнения о положении рода Trichoderma в системе
грибов: принадлежит ли этот род к сумчатым грибам и является только беспо-
лой стадией развития рода Hypocrea или может быть отнесен к анаморфным
грибам. Показано, что отдельные виды, определенные как Trichoderma, явля-
ются анаморфами видов Hypocrea [40, 41], другие относят их к митоспоровым
(анаморфным) грибам.

Распространение в систематике грибов методов геносистематики и связан-
ных с ними воззрений кладизма нанесло удар традиционному положению в
системе группы анаморфных грибов. Некоторые авторы предлагают вообще не
считать анаморфные виды видами, молекулярные филогенетики выступают за
интеграцию анаморфных (митоспоровых) видов в систему телеоморфных
(мейоспоровых) грибов. Как результат такого подхода дейтеромицеты отсутст-
вуют в большинстве современных систем [42].

Однако анаморфные виды – реально существующая группа грибов. Число
описанных видов по данным Хоуксворда составляет более 14000, распростра-
нено же в природе свыше 2500 родов [1]. Полная интеграция анаморфных ви-
дов в общую систему грибов – дело далекого будущего, классификация же
группы для практических целей, например для идентификации, необходима
сейчас [42]. На конференции по холоморфам [43] специалисты по дейтероми-
цетам выступили против полной ликвидации отдела Deuteromycota в связи с их
объединением с холоморфными грибами именно потому, что для целей иден-
тификации группы необходимы таксоны и названия [44].

По кодексу Международного Кода Ботанической Номенклатуры (ст. 59)
название вида холоморфа основано на признаках телеоморфа. Однако по мере
увеличения попыток связать анаморфы и телеоморфы Ascomycota с помощью
молекулярно-генетических методов, в частности Hypocrea и Trichoderma при
изучении таксономии Hypocrea, становится очевидным, что строма Hypocrea
является консервативной структурой, что ограничивает применение данного
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признака для классификации. В случае близких видов могут иметь место види-
мые различия в морфологии скорее анаморфов Trichoderma, чем в морфологии
телеоморфов. Таксономическими различиями могут являться также показатели
роста и «сиквенсы» ДНК.

Кодекс ботанической номенклатуры допускает для холоморфных видов ис-
пользование двух названий: телеоморфы, если речь идет о холоморфе, и ана-
морфного вида – только для анаморфной стадии. Гамс [45] предлагает пользо-
ваться для анаморфных видов с постоянно образующимися телеоморфами, осо-
бенно если анаморфа происходит из типового образца телеоморфы, триноми-
нальными названиями [46], что более удобно и информативно. Например,
Trichoderma citrinoviride – анаморфа Hypocrea schweinitzii. Настоящие анамор-
фные виды имеют только одно название, например T. effusum. В настоящее
время для упорядочения анаморфных видов существует заведомо формальная
система.

Самюэль [47] относит все известные виды Trichoderma к аскомицетам, и
полное систематическое положение на основном древе живых организмов опи-
сывается им как клеточный организм Eukaryota; группа Fungi/Mandazoa; Fungi;
Ascomycota; Pezizomycotina; Sordariomycandes; Hypocreomycandidae; Hypocreales;
mitosporic Hypocreales. Половая стадия Trichoderma (анаморфа) представлена ас-
комицетом Hypocrea (телеоморфа).

По Самюэлю в отделе Ascomycota так же, как и у Эриксона, не представлен
отдел Mitosporic Fungi. Самюэлем выделен в отдельную группу только под-
класс mitosporic Hypocreales в составе Hypocreales.

С другой стороны, до настоящего времени на отдельных микологических
сайтах в иерархии Trichoderma представлен в отделе Mitosporic Fingi, класса
Hyphomycetes и подкласса Hypocreomycetidae mitosporic.

Система Hypocrea представлена в классификации аскомицетов, опублико-
ванной О.Е. Эриксоном в Myconet 1–9 в 2005 г. в электронной версии
[http://www.umu.se]. В связи с пересмотром положения отдельных групп грибов
в системе эта классификация постоянно находится в работе. Предполагается,
что в будущем возможны изменения в отношении большинства признанных
классов, но особенно, в отношении Dothideomycetes, Lecanoromycetes, Sorda-
riomycetes и большой группы грибов с неопределенной позицией.

Класс сордариомицетов (Sordariomycetes) включает в себя 3 подкласса сор-
дариомицетида (подкласс Sordariomycetidae), ксилариомицетида (подкласс
Xylariomycetidae) и гипокреамицетида (подкласс Hypocreomycetidae). Послед-
ний подкласс включает в себя 3 порядка, в том числе и порядок Hypocreales.
По данным исследовательской группы Самюэля [37], порядок Hypocreales под-
разделен на пять подпорядков: Hypocreaceae, Clavicipitaceae, Nectriaceae,
Bionectriaceae и Niessliacea. По системе Эриксона, представленной на сайте
Myconet, порядок Hypocreales, за счет включения Ceratostomataceae G. Winter
1885, содержит 6 подотделов. Описываемый нами род Hypocrea входит в со-
став подотдела Hypocreaceae De Not, 10844.

В последние годы были переопределены с помощью молекулярных и фе-
нетических методов около 88 видов Trichoderma и Hypocrea, а 4 таксона, вве-
денные Самюэлем [47], находятся на стадии филогенетического анализа. Среди
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88 таксонов было показано наличие 14 анаморф – телеоморфных пар, в этих
пределах подготовлены холоморфы, 49 были описаны как Hypocrea, остальные
25 описаны как анаморфные виды Trichoderma. Современная система Tri-
choderma/Hypocrea представлена в табл. 1, куда включены только таксоны,
проверенные молекулярно-генетическими методами. Из системы изъяты виды,
которые были переопределены: T. inhamatum (=T. harzianum); T. fasciculatum
(=T. strictipilis), T. flavofuscum (=T. virens) и T. croceum (=T. polysporum). В
табл. 1 в одной строке указаны только те виды телеоморфов и анаморфов, ко-
торые были обнаружены в природе.

Табл. 1
Современное положение Trichoderma/Hypocrea и распределение

по филогенетическим секциям [36]

Секция* Подсекция* Анаморфы** Телеоморфы**

T. longibrachiatum H. orientalis
T. citrinoviride H. schweinitzii
T. reesei H. jecorina
T. ghanense
T. pseudokoningii H. pseudokoningii
T. saturnisporum
T. konilangbra
T. effusum
T. sinensis
T. sp. MA

H. andinensis
H. novazelandia
H. cerebriformis
H. poronoidea

LONGIBRACHIATUM

H. peltata
H. pezizoides
H. avellanea

Rufa T. viride H. rufa
T. atroviride H. atroviridis
T. koningii H. koningii
T. strigosum
T. ovalisporum
T. erinaceum

H. stilbohypoxyli
T. hamatum
T. pubescens
T. asperellum

H. neorufa

TRICHODERMA

Pachybasium “A”

H. flavoconidia
T. polysporum H. pachybasioides
T. minutisporum H. minutispora
T. piluliferum H. pilulifera

H. parapilulifera
H. stellata

Pachybasioides

H. laciwombatensis
H. citrina
H. lactea
H. sulphurea

PACHYBASIUM “B”

Hypocreanum

H. pulvinata
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Секция* Подсекция* Анаморфы** Телеоморфы**

H. aureoviridis
H. candida
H. cremea
H. surrotunda
H. sinuosa
H. chlorospora
H. thelephoricola
H. costaricensis
H. thailandica

Chlorospora

H. virecentiflava
T. harzianum H. lixii
T. aggressivum
T. tomentosum
T. cerinum
T. velutinum
T. sp. DAOM 175928

H. tawa
H. atrogelatinosa
H. ceracea
H. cinnamomea
H. straminea

Lixii/catoptron

H. catoptron
T. virens H. virensVirens
T. crassum H. crassa

H. semiorbis
H. hunua

T. fertile

Semiorbis

T. oblongisporum
T. strictipilis H. strictipilosa

T. longipile

Strictipilis

H. cuneispora
H. aureoviridis
var. macrospora

T. stromaticum
T. rossicum

Stromatica

T. sp. PPRI 3559
H. ceramica
H. estonica
H. lutea
H. megalomagna

Ceramica

T. brevicompactum
H. psychrophilaPsychrophila
H. megacitrina

T. spirale
T. helicum

H. gelatinosa
H. chromosperma
H. sulawensis
H. nigrovirens

“Lone lineages”:

H. phyllostachidis
*Секции и подсекции в таблице представлены по номенклатуре Шавери [47].
**Tелеоморфы и анаморфы указываются в одной строке только, если они были обнаружены в
природе.
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Таким образом, филогенетическое исследование 88 видов показало что
Trichoderma и Hypocrea – это формы единого холоморфного рода. Внутри это-
го рода можно различить два раздела: одна область все еще содержит таксоны,
относимые к секции Longibrachiatum [49], T. effusum и T. sinensis [50], Tricho-
derma sp. MA 3239 [51], H. cerebriformis и H. poronoidea. H. patella образует
стабильную базальную ветвь, направленную к секции Longibrachiatum. В на-
стоящий момент непонятно, следует ли H. peltata включать в секцию Longibra-
chiatum или сформировать сестринскую область. С целью упрощения сейчас
H. peltata включают в секцию Longibrachiatum. Вторая секция формирует не-
сколько определяемых субобластей: одна ведет к членам отдела Trichoderma,
включающая “Pachybasium A” (T. viride/H. rufa, T. koningii, T. atroviride, T. ova-
lipsorum, H. neorufa, H. stilbohypoxyli, T. erinaceum, T. asperellum, T. hamatum,
T. pubescens, и T. strigosum) и которая содержит также H. pezizoides, H. avella-
nea [52], и T. flavoconidia [36]. Ответвление, ведущее к этой области, часто со-
провождается, но не всегда строго подтверждается, двумя сестринскими облас-
тями: Pachybasioides-секция и Hypocreanum-секция. Pachybasioides-секция со-
держала H. pachybasioides/T. polysporum (=T. croceum), H. pilulifera, H. parapilu-
lifera, H. stellata, H. minutispora/T. minutisporum, и H. laciwombatensis [36], в
Hypocreanum секцию включили H. citrina, H. lactea, H. sulphurea и H. pulvinata
[53].

Другая большая секция содержала ответвление, пока не подтвержденное
генами или фрагментами генов [52, 53]. Эта слабо доказанная ветвь ведет к
H. aureoviridis/T. aureoviride и группе Hypocrea spp., описанной недавно по
очень сходным морфологическим и генетическим кластерам (H. aureoviridis
var. macrospora, H. candida, H. cremea, H. surrotunda, H. sinuosa, H. chlorospora,
H. thelephoricola, H. costaricensis, H. thailandica и H. virecentiflava). Кроме этой
секции, несколько терминальных субсекций содержали тесно связанные виды,
чьи филогенетические связи пока остаются неясными: H. lixii/catoptron (содер-
жащие H. lixii/T. harzianum, T. aggressivum, T. tomentosum, T. cerinum, T. veluti-
num, T. sp. DAOM 172928, H. tawa, H. atrogelatinosa, H. ceracea, H. cinnamomea,
H. straminea и H. catoptron); H. virens (H. virens/T. virens, T. flavofuscum, T. cras-
sum); H. semiorbis (H. semiorbis, T. oblongisporum, T. fertile); H. strictipilosa
(H. strictipilosa/T. strictipile, H. aureoviridis var. macrospora, H. cuneispora,
T. longipile, T. fasciculatum (synonymized with T. strictipile); H. ceramica (H. cera-
mica, H. estonica); и H. stromatica (H. stromatica/T. stromaticum, T. rossicum,
T. sp. PPRI 3559).

Присутствие видов секции Hypocreanum как субсекции в секции “Pachy-
basium B” требует некоторых комментариев. Самюэльс [9] выдвинул гипотезу
о том, что анаморфные виды Hypocrea с неплотной строматой, имеющие бес-
цветные конидии на нерегулярных мутовчатых конидиофорах, которые Биссет
[54] поместил в Trichoderma секции Hypocreanum, могут быть синанаморфами
или половыми стадиями, и потому их нельзя помещать в Trichoderma. Так как
анаморфы не были обнаружены в природе, Гамс и Биссет [45] исключили сек-
цию Hypocreanum из ими же определенного отдела, Trichoderma. Однако фило-
генетические данные убедили в том, что соответствующие таксоны совершен-
но четко являются членами этого рода. Кюллниг-Градингер с соавторами [55]
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доказывали, что способность образовывать Trichoderma-подобные анаморфы
могла быть утеряна в процессе эволюции этих видов. Филогения, основанная
на анализе сиквенсов 28S-rDNA, показала, что роды, имеющие verticillium-по-
добные анаморфы (Aphysiostroma, Podocrea, Arachnocrea) наблюдаются всегда
в базальной позиции (основании филогенетического древа) рода Trichoderma.
Это свидетельствует о том, что от них произошел род Trichoderma. Рассматри-
вается способность формировать анаморфы с Trichoderma-подобной морфоло-
гией как адаптивный признак в процессе перехода от обитания на грибах к са-
протрофному существованию в почве и на гниющих остатках древесной фор-
мации. Эта способность была впоследствии утеряна в некоторых эволюцион-
ных линиях. Другие виды Hypocrea с verticillium-подобной морфологией, как,
например, у H. tawa или H. hunua, произошли из других таксонов [55]. Это ука-
зывает на то, что потеря генов или их экспрессия потребовались для того, что-
бы образовались Trichoderma-подобные анаморфы в эволюции этого рода.

По результатам филогенетического анализа три других вида (H. lutea/
H. melanomagna/T. brevicompactum) также образуют единый кластер, но их
связь с большой областью пока не ясна и зависит от используемых для анализа
генов и видов.

Кроме этого существует большое число видов, для которых не известны
ближайшие соседи и их филогенетическая позиция в пределах Pachybasium
“B”. Пока еще не определена позиция H. psychrophila/H. megacitrina. Неизвест-
но положение видов в областях секции Hypocreanum; T. spirale, которая фило-
генетически близка к T. virens и T. harzianum; T. helicum имеет слабую связь с
T. spirale; и H. gelatinosa, H. chromosperma, H. sulawensis, H. nigrovirens и
H. phyllostachidis, образующих одиночные изолированные линии вне секции
Pachybasium B [36].

2. История изучения Trichoderma/Hypocrea

Род Trichoderma Pers.: Fr. был впервые описан Персоном более 200 лет на-
зад как Gasteromycetes [56]. Только через 30 лет Элиасом Фраем [57] род
Hypocrea был описан как Sphaeria rufa Pers.: Fr., вид с гиалиновыми аскоспо-
рами. В настоящее время типичным видом рода считается Hypocrea rufa
[Pers. Fr.]. Позднее братья Тюлянь [58] и Брефельд [59] доказали существова-
ние связи T. viride и H. rufa. Братья Тюлянь иллюстрировали H. rufa и T. viride
как один вид, пририсовав гифы стромат Hypocrea к конидиофорам Trichoder-
ma. Саккардо [60] описал род Pachybasium, включающий T. hamatum и
T. hamatum var. candidum Sacc., виды с белыми конидиями (синоним T. h. var.
candidum = T. polysporum). Брефельд выделил одну аскоспору H. rufa и полу-
чил культуру T. viride. Бисби [61] не удалось различить анаморф и телеоморф
H. rufa от стадий H. gelatinosa, поэтому он считал, что H. gelatinosa «является
только растущей формой или созревающей стадией H. rufa». На первых этапах
изучения отношений между анаморфами и телеоморфами Trichoderma связы-
вали не только с половой стадией Hypocrea, но и с некоторыми видами Podo-
stroma и Sarawakus. Анаморф типового вида рода Podostroma, P. alutaceum
[Pers.: Fr.] Atk., является анаморфом типа verticillium и не типичен для Tricho-
derma, хотя анаморфы некоторых не идентифицированных видов этого рода



Ф.К. АЛИМОВА36

типичны для анаморфов Trichoderma. Ни один из анаморфов не имел связи с
типовым видом рода Sarawakus, S. lycogaloides (Berk. and Broome) Lloyd. Толь-
ко в середине XX в. Cамюэль и Россман [62] перенесли два вида из рода
Hypocrea в Sarawakus, поскольку эти виды формировали 8 одноклеточных спор
в каждой аске. Анаморфы этих видов были типичными для анаморфов
Trichoderma. Кроме того, что они формировали одноклеточные аскоспоры, их
морфология была не сопоставима с морфологией S. lycogaloides. За нескольки-
ми исключениями, такими, как H. pallida, H. lutea (Tode) Pandch и H. sulphurea
(Schwein.) Sacc., анаморфы видов Hypocrea были по морфологии типичными
для Trichoderma. Большинство видов Hypocrea было описано в XIX в. и начале
XX в. при анализе коллекций, собранных путешественниками, миссионерами,
патологами, посетившими экзотические места, и экспертами.

Первое, наиболее крупное исследование Hypocrea в XX в. было сделано ми-
кологом из Новой Зеландии – Динглей [62, 63]. Динглей идентифицировала все
анаморфы Hypocrea как виды типа T. viride Pers.: Fr., несмотря на различия, оче-
видные для иллюстраторов. В дальнейшем это мнение было опровергнуто Рифа-
ем [56].

Со времени первого описания в конце XVIII в. и до 1984 г. в род Trichoder-
ma было включено не более 9 видов. В 1939 г. Бисби [61] характеризует лишь
один вид – T. viride. До 1969 г., благодаря концепции, принятой Бисби, почти
все виды Trichoderma назывались в литературе как “T. viride” (например, все
продуценты целлюлозоразрушающих ферментов назывались T. reesei). Род Tri-
choderma состоял только из 1-го вида. Это привело к ошибочному утвержде-
нию, что «T. viride является промышленным продуцентом ферментов». В на-
стоящее время показано, что T. viride sensu stricto является сравнительно ред-
ким видом, а основная часть видов, исследованная до 1969 г., идентифицирова-
лась, вероятно, неверно. За 30 лет после исследований Бисби система Tricho-
derma была пересмотрена благодаря данным, полученным русскими миколога-
ми Пидопличко, Шкляр, Литвиновым, Крапивиной, Сизовой, Горленко, Шаро-
вой, Сейкетовым, Егоровой и другими, пересмотревшими систему и увеличив-
шими число видов до 5–6 [64]. К сожалению, в зарубежной литературе «рус-
ский» период в истории развития представлений о системе Trichoderma не был
отражен. Считают, что первым микологом, сделавшим предположение о том,
что Trichoderma представлена не одним, а большим количеством видов, явля-
ется индийский миолог Рифай [56]. На сегодняшний день из небольшого коли-
чества видов в пределах этого таксона остался только вид, названный T. viride.

В 1969 г. Рифай [56] предложил таксономию 9 «видовых семейств». Им
было сделано предположение, что большинство этих семейств, скорее всего,
включают более чем один структурно неразличимый вид. Несмотря на несо-
мненное преимущество перед таксономией «одного вида» Бисби (которая де-
лала определение очень легким), описанная выше таксономия все же не в пол-
ной мере удовлетворяла микологов. Для идентификации рода требовалось,
чтобы границы между видами были довольно эластичными. Но при таком ус-
ловии не было уверенности в том, что исследователи, употребляя одно назва-
ние вида, апеллируют к одному и тому же виду. В 1982 г. Сейкетов не согла-
шается с теми критериями, которые приводит Рифай, и в своей монографии,
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опубликованной в России [65], приводит только 5 видов Trichoderma: Т. album
Preuss., Т. glaukum Abbott., Т. koningii Oudcm., Т. viride Pers., Т. lignorum (Tode.)
Harz. В то же время Дои опубликовал флористическую монографию по Hypo-
crea и связанным с этим родом видам в Японии [66, 67], которая стала основ-
ной работой для микологов по Hypocrea. В монографии анаморфы многих ви-
дов Hypocrea были описаны и проиллюстрированы. Дои с сотрудниками опи-
сали множество новых видов Hypocrea и их анаморфов из коллекций Японии,
Новой Гвинеи и Южной Африки [68]. С помощью классических и молекуляр-
но-генетических методов было показано, что виды Hypocrea с анаморфами ти-
па Trichoderma-, pachybasium-, gliocladium- или verticillium- не образуют моно-
филетические группы [69, 55]. Фенотип телеоморфов развился в результате
эволюционной конвергенции, поэтому филогенетические исследования не под-
твердили выводы Дои о таксономии рода Hypocrea [55].

Например, Самюэль [49] в своей монографии, посвященной Hypocrea
schweinitzii (Fr.) Sacc. Complex, показал, что телеоморфы разных морфологиче-
ски сходных видов имели отличающиеся друг от друга анаморфы. Таксономи-
ческими различиями также являются показатели роста и «сиквенсы» ДНК. Та-
ким образом, в случае близких видов могут иметь место видимые различия в
морфологии скорее анаморфов Trichoderma, чем в морфологии телеоморфов.

Биссет [70–73] провел ревизию предложенных Рифаем агрегатов-видов с
использованием изменяющихся морфологических критериев, включив более
широкий их диапазон, что позволило ему обнаружить изменения у ряда Hypo-
crea и включить виды, ранее относимые к Gliocladium. Изучая систему агрега-
тов-видов, предложенных ранее Рифаем, Биссет [70] выявил около 35 видов, а
также установил разбиение рода на 5 секций: Longibrachiatum, Pachybasium,
Trichoderma, Saturnisporum и Hypocreanum.

1. Trichoderma sect. Trichoderma – виды с правильно древовидно разветв-
ленными, но не толстыми конидиеносцами и бутылевидными фиалидами:
Т. viride aggr. sensu Rifai [56], T. koningii aggr. sensu Rifai [56], T. aureoviride
aggr. sensu Rifai [56] и Т. atroviride Karsten [70, 71].

2. Trichoderma sect. Pachybasium – виды, имеющие конидиеносцы с широ-
кой главной осью, с короткими вздутыми фиалидами и часто со стерильным
окончанием конидиеносца: Т. harzianum Rifai, T. virens (=Gliocladlum virens),
T. flavofuscum (Miller and al.) Bisset (= G. flavofuscum Miller and al.), T. hamatum
(Bon.) Bainer, T. polysporum (Link: Fr.) Rifai, T. piluliferum Webster and Rifai, а
также 11 новых видов, выделенных из Т. hamatum aggr. sensu Rifai [56] на ос-
новании отличий в форме конидий и стерильных окончаний [71].

3. Trichoderma sect. Longibrachiatum – виды с нерегулярно ветвящимися
конидиеносцами и фиалидами, чаще расположенными поодиночке: Т. pseudo-
koningii Rifai, T. longibrachiatum Rifai, Т. citrinoviride Bisset и Т. atroviride Bisset.
Этот вид автор впоследствии переименовал в Т. parceramosum Bisset [72], по-
скольку видовой эпитет «atroviride» был ранее использован Карстеном для со-
всем другого вида этого рода [73].

4. Trichoderma sect. Saturnisporum – виды, имеющие орнаментацию кони-
дий в виде бугорков или крыловидных выростов: Т. saturnisporum Hammill и
Т. ghanense Doi, Y. Abe and J. Sugiy.
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5. Trichoderma sect. Hypocreanum. Включены все анаморфы рода Hypocrea
типа Gliocladium, Verticillium, Clonostachys или Acremonium.

Рифай [56] и Биссет [72] рассмотрели морфологические признаки, которые
учитывались ими при характеристике и дифференциации видов Trichoderma.
Оба автора обратили внимание на сложности, возникающие при определении
морфологических видов Trichodеrma. Самюэль [9] также занимался тщатель-
ным изучением морфологических признаков и отмечал их важность в опреде-
лении видов Trichoderma. Морфологические признаки, учитываемые при ха-
рактеристике и идентификации других родов Hyphomycetes, чаще всего не яв-
ляются значимыми для дифференциации видов Trichoderma. Как правило, от-
клонения от упрощенной морфологии очень незначительны в случае с Tricho-
derma, к тому же термины, используемые для описания вариаций цвета или
структуры, недостаточно точно отражают различия между видами.

Тем не менее, тщательные морфологические исследования – достаточное
условие для идентификации видов и штаммов Trichoderma, по крайней мере,
это послужило хорошим основанием для верной дифференциации таксонов с
морфологической точки зрения и описания их в литературе.

Таким образом, к середине XX в. сложилась картина существенного рас-
хождения в гипотезах системы Trichoderma: 35 видов по Биссету – в одном
случае и лишь 9 по Рифай – в другом.

В середине 90-х гг. XX в. анализ последовательности ДНК был впервые
применен к таксономии Trichoderma. ДНК-последовательность обеспечила не-
обходимые, независимо полученные данные, которые позволили лучше понять
ситуацию с видами Trichoderma и подтвердить систему Биссета – с существо-
ванием более 9 видов Trichoderma, хотя некоторые из его секций или групп со-
гласно структурному принципу не монофилетичны. В действительности оказа-
лось, что даже концепция видов Биссета не была до конца оформлена. Некото-
рые виды, выделенные им по структурному признаку, такие, как T. viride,
T. koningii, были поделены на два или более вида согласно анализу ДНК-после-
довательности и эволюции их соответствующих фенотипов.

Если принять концепцию Биссета [72], предложившего включить все ана-
морфы Hypocrea в род Trichoderma, то четкое определение морфологии для
рода Trichoderma будет весьма проблематичным. Причина в том, что структура
разветвлений конидиофор весьма разнообразна и часто внешне напоминает
структуру неродственных родов, например, как у Verticillium и Gliocladium. В
большинстве случаев Trichoderma анаморфа Hypocrea может быть дифферен-
цирована по типу разветвлений на неограниченном количестве уровней, что
противопоставляется более правильному мутовчатому и бимутовчатому раз-
ветвлению у Verticillium и по образованию терминальной кисточковидной сис-
темы пенициллятов (penicillate) на ответвлениях и более правильно располо-
женных в виде шипов фиалидов на относительно хорошо очерченной ножке у
Gliocladium. Тем не менее, анаморф Hypocrea lutea (Tode: Fr.) Petch, (которая
напоминает Gliocladium viride Matr.) и анаморф H. gelatinosa, например, часто
имеют структуру кисточковидной конидиофоры, которая более характерна для
рода Gliocladium. Сужающиеся фиалиды Trichoderma (Gliocladium) virens у ко-
нидиофор типа Trichoderma не могут служить достаточным аргументом для
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исключения этого вида из Trichoderma. С помощью классических и молекуляр-
но-генетических методов показано, что виды Hypocrea с анаморфами типа
Trichoderma-, pachybasium, gliocladium- или verticillium не образуют монофиле-
тические группы [55, 69].

В настоящее время принято считать, что секция Hypocreanum полифиле-
тична и, скорее всего, является неустойчивым сообществом. Принадлежность
видов к группе Hypocreanum возможно установить лишь путем генетического
анализа с помощью макромолекулярных исследований взаимосвязей их с теле-
оморфами. Данных только морфологического анализа видов, используемого
Биссетом, недостаточно для отнесения к Hypocreanum.

В лабораториях Самюэльса (G.J. Samuels – Beltsville, MD, USA), Бонера
(T. Börner – Berlin, FRG) и Кубичека (Kubicek – Vienna, Austria) совместно про-
ведена ревизия секции Longibrachiatum, предложенной в классификационной си-
стеме Биссета. Секция Longibrachiatum – небольшая часть таксона Trichoderma –
филогенетически отстоит наиболее далеко по сравнению с другими секциями.
Самюэль, Боннер и Кубичек объединили различные методические подходы: ис-
пользование молекулярных маркеров (анализ сиквенсов ITS1 и 2, RAPD), фи-
зиологический (изоэнзимный) анализ и фенетические характеристики, и впер-
вые включили в анализ исследование потенциальных телеоморфных форм
Trichoderma spp. в этой секции [3, 9, 74]. В результате секция Longibrachiatum
была признана как монофилетичная и содержала 10 таксонов, в пределах кото-
рой для 4 пар были доказаны телеоморф-анаморфные связи: H. schweinit-
zii/T. citrinoviride; H. pseudokoningii/T. pseudokoningii; H. jecorina/T. reesei и
H. orientalis/T. longibrachiatum. Затем они выдвинули идею объединения сек-
ции Saturnisporum, которая включала только 2 вида – T. saturnisporum и T. gha-
nense [79], с секцией Longibrachiatum, и показали, что синонимом T. ghanense
является T. parceramosum. Пока концепция секции Longibrachiatum, предло-
женная Биссетом [70], сохраняется, в основном, благодаря подтвержденной
корреляцией между морфологическими и молекулярно-генетическими крите-
риями в таксономии Trichoderma.

Киндерман [69] провел первый филогенетический анализ рода Trichoderma
и показал, что самая большая секция – секция Pachybasium – является в дейст-
вительности парафилетичной. Хотя использование фрагмента только одного
гена является недостаточным стандартом в настоящее время, это исследование
было подтверждено филогенетическим анализом других генов [52, 55]. В этом
контексте заслуживает внимание номенклатурное положение вида Pachybasium
hamatum (Bonord.) = T. hamatum в секции Pachybasium. Этот вид не является
членом главного из двух секций Pachybasium секции B [69], но образует еди-
ный кластер вместе с T. pubescens и T. strigosum в секции в противоположность
содержащей почти все виды, за исключением T. aureoviride из секции
Trichoderma. Из-за недостатка в разнице морфологических признаков между
секциями А Pachybasium и В Pachybasium [69] оставлено общее название сек-
ции – Pachybasium для обоих отделов секции, хотя уже сейчас ясно, что это не
удовлетворяющая всех ситуация в классификации секции. Pachybasium B со-
держит все секции, описанные Биссетом [71], за исключением 3-х видов, опи-
санных выше. Кроме того, интерпретация секции Pachybasium B также ослож-
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няется сильной генетической вариабельностью некоторых его видов, например
T. harzianum. Таким образом, эти виды, как анаморфы, так и телеоморфы, име-
ют большое значение в прикладных исследованиях, и поднимается вопрос об
идентификации этой генетически разнородной группы [36, 51, 80, 81].

3. Перспективы развития системы рода Trichoderma/Hypocrea

Trichoderma вступила в эру таксономии (когда идентификация проводилась
с использованием анализа ДНК-последовательностей) с небольшим количест-
вом видов, каждый из которых был представлен верно идентифицированными
культурами, и, по крайней мере, для одного гена каждого вида была задана по-
следовательность. Таким образом, незначительна вероятность того, что новые
виды – это описанные ранее. По крайней мере, таксономисты Trichoderma не
будут обвиняться патологами в изменении названий. Анализ ДНК-последова-
тельностей позволил выявить неправильно идентифицированные виды: многие
отчеты в литературе основаны на неверных определениях. В то время как в ли-
тературе данный факт ведет к некоторой путанице, конечный результат – это
тщательно определенные виды. Например, T. aureoviride часто упоминается в
связи с биологическим контролем и в экологической литературе. Тем не менее,
было установлено, что, несмотря на большое количество описаний, данный вид
можно обнаружить лишь в северной Европе (Великобритания и Нидерланды) и
лишь в культурах, выделенных из сумчатых грибов Hypocrea aureoviridis. Дру-
гой пример с T. viride известен как вид Trichoderma, который по форме и струк-
туре конидий (шарообразные и бородавчатые) легко идентифицируется. При
изучении культуры, идентифицируемой как T. viride, найдена более или менее
очевидная взаимосвязь между ДНК-последовательностями и типом бородавок
на конидиях в зависимости от штамма. Была отделена T. asperellum от T. viride.
Вид Trichoderma stromaticum, используемый в борьбе с фитопатогеном Crini-
pellis perniciosa, вызывающим заболевания какао-бобов в Южной Америке, яв-
ляется основным компонентом коммерческого продукта TRICHOVAB. Этот
вид Trichoderma сначала был определен в литературе как T. viride, а позднее
как T. polysporum. С помощью сравнительного изучения структуры и анализа
ДНК последовательности в лаборатории Самюэля было выявлено, что этот вид
является новым видом. Сегодня T. polysporum применяется в восточной Брази-
лии, в районах распространения заболевания какао-бобов. Наиболее часто опи-
сываемая Trichoderma, используемая для биологической защиты растений от
фитопатогенов, – это T. harzianum. Тем не менее, данный вид посчитали при-
чиной эпидемии зеленой плесени у грибов, выращиваемых в Северной Амери-
ке и Европе для продажи. Катастрофическим последствием того, что
T. harzianum могла быть патогеном такой важной с экономической точки зре-
ния культуры как грибы, стала бы недопустимость применения этого вида для
биологического контроля в сельском хозяйстве. Самюэлю, однако, удалось до-
казать путем сравнительного изучения структуры и особенностей культуры
T. harzianum и грибного паразита с применением анализа ДНК-
последовательности, что паразит шампиньонов лишь структурно, но не фило-
генетически сходен с новым видом Trichoderma – T. agressivum. С большой ве-
роятностью грибного паразита можно отличить от T. harzianum по существенно
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сниженной способности расти при 35°С. Современный морфологический вид
T. koningii является также полифилетическим и включает не менее 4-х филогене-
тических видов.

Контроль, осуществляемый супрессивными компостами, частично припи-
сывается некоторым более совершенным видам Trichoderma. Но вид, найден-
ный в этих ареалах, обычно описывается как один из обычных почвенных ви-
дов, как T. harzianum или T. hamatum. Правильно ли были определены выше-
упомянутые виды – это важный вопрос. Однако можно предположить, что эти
обычные виды могут существовать на данных почвах. Недавно Биссет и его
коллеги [35, 50] описали несколько новых видов Trichoderma, найденных в
России, на почвах восточной и южной Азии. Однако потенциал биорегулиро-
вания данных видов не был оценен.

Впечатляет количество новых видов, обнаруженных другими учеными в
почвах Азии [81, 82]. Отчеты о видах Trichoderma в почвах поступают со всего
мира [47, 83, 84]. Приходится лишь удивляться такому большому количеству
новых (или неверно идентифицированных) видов, выявляемых в ходе обычно-
го поиска грибов, ответственных за биологический контроль на почвах. Нами
выделено на территории Республики Татарстан свыше 300 изолятов Trichoder-
ma. Выделенные виды по культурально-морфологическим критериям были
идентифицированы как T. viride, T. spiale, T. saturnisporum, T. oblongisporum,
T. longibrachiatum, T. koningii, T. atroviride, T. asperellum, T. harzianum. Среди
них выявлены виды с высокой антагонистической активностью к фитопатоге-
нам, что позволило использовать их для биологического контроля заболеваний
овощных, зерновых, декоративных культур и лесных насаждений в Республике
Татарстан.

В России исследования Trichoderma представлены в основном только в об-
ласти практической деятельности, экологии и географического распростране-
ния. А.В. Александровой [34, 64] изучено географическое распространение ви-
дов рода Trichoderma в отдельных регионах России и предложен ключ для
идентификации. В качестве основного диагностического признака предложено
использовать строение конидий и макроконидий в сочетании с другими при-
знаками и описание роста колонии на среде Чапека. А.В. Александровой выде-
лено и описано 22 вида грибов рода Trichoderma. При описании обнаруженные
виды были распределены по секциям, предложенным Биссетом. Булатом [85,
86] впервые в России были получены результаты по UP-PCR анализу
Trichoderma при сравнительном анализе Trichoderma и Gliocladium и исследо-
вании комплекса Trichoderma viride/atroviride/koningii методом UP-PCR cross-
blot гибридизаци. Т.И. Громовых описаны виды Trichoderma, распространен-
ные в Сибири. В группе Х. Кубичека с использованием макромолекулярного
анализа было показано, что один из изолятов, выделенных Т.И. Громовых, от-
носится к T. asperellum [35].

Другой источник новых видов Trichoderma – это сам филогенетический
ДНК-анализ. Как было упомянуто выше, филогенетический анализ структур-
ного вида T. viride позволил выявить содержание в нем двух или более новых
видов, включая вид T. asperellum, используемый сейчас для получения биопре-
паратов. Подобно этому T. koningii обладает общей структурой Trichoderma из
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секции Trichoderma, присущей, по крайней мере, еще четырем видам, из кото-
рых три не описаны. Если бы не анализ ДНК-последовательности, все они бы-
ли бы представлены как соответствующие морфологической концепции
T. koningii. В свете анализа последовательности T. koningii в строгом смысле
может описываться также через отношение длины к ширине его конидий и
скорость роста. Методом RAPD PCR нами также было показано, что виды, от-
носимые по морфологическим критериям к T. koningii, по данным генетическо-
го анализа различаются. Виды, выделенные нами из могильников на террито-
рии п. Мурзиха Республики Татарстан (РТ), были отнесены к T. longibrachiatum
с помощью молекулярно-генетического анализа.

Исследователи рассматривают вероятность того, что филогенетически од-
нородные группы могут быть предсказуемы по биологической активности.

Кубичек с сотрудниками [36] обнаружили, что родственный с T. reesei
(промышленный стандарт при производстве целлюлазы) вид T. longibrachiatum
способен к синтезу целлюлаз в более высокой концентрации, чем виды, не вхо-
дящие в T. reesei/longibrachiatum группу. Члены этой группы могут также расти
и спороносить при температуре 40°С, выделяются из организма людей с нару-
шениями в иммунной системе, что требует соблюдения осторожности при ис-
пользовании T. longibrahiatum в биологическом контроле с учетом того факта,
что при применении или приготовлении биопрепарата существует риск вдыха-
ния спор. Нами также были выделены из почв РТ виды, отнесенные по морфо-
логическим, культуральным и молекулярно-генетическим признакам к T. longi-
brachiatum, ксиланазная и целлюлазаная активность которых превышала фер-
ментативную активность T. reseii (промышленный аналог, используемый в
России для производства цилловиридина). Учитывая эти предварительные ре-
зультаты наблюдений, можно предсказать некоторую биологическую актив-
ность, основанную на филогенетических отношениях.

Виды Trichoderma осуществляют эффективный биологический контроль
заболеваний растений, вызываемых грибами-фитопатогенами, и снижают ин-
фекционный фон в почвах, восстанавливая, таким образом, ее супрессивность.
Механизм действия основан на синтезе ферментов гидролаз, антибиотиков и
других типов воздействия. Один из основных типов микопаразитизма основан
на синтезе широкого ряда вторичных метаболитов, таких, как летучие соедине-
ния (например, этилен, водородные соли цианистой кислоты, спирты, альдеги-
ды и кетоны с длиной цепи, вплоть до C4) и нелетучие метаболиты, включая
антибиотики с белковой структурой (такие, как пептоиболы – класс белков с
линейной структурой и 5–20 остатками). Известно синнергическое действие
ферментов гидролаз и антибиотиков, когда деградация клеточных стенок фи-
топатогенов сопровождается ингибированием скорости роста гриба. Другим
известным механизмом действия Trichoderma является конкуренция за пита-
тельные вещества (например за железо) за счет выделения сидерофоров (ко-
роткие пептиды). Наличие способности к синтезу сидерофоров показано для
некоторых видов Trichoderma, но они, к сожалению, не были охарактеризова-
ны. Характеристика трех сидерофоров имеется только для T. virens: моногидро-
ксимат (цис- и транс-фузаринин), дипептид транс-фузаринина и триммер дис-
депсипептида-копраген. С помощью макромолекулярных методов были сдела-
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ны попытки изучить гены, ответственные за образование сидерофоров и пеп-
тоиболов у разных видов Trichoderma. Однако эти исследования пока не увен-
чались успехом.

Для решения систематического положения используется комплекс мето-
дов: морфологический, фенетический с использованием системы “Biolog” (фе-
нетический метод, основанный на определении количества ассимилированного
углерода с использованием BIOLOG MicroPlates ™) (Biolog, Hayward CA), ис-
следование кинетических параметров по скорости роста на специфических сре-
дах при разных температурах, изоферментный анализ и молеулярно-генетиче-
ский. Каждый метод на современном этапе развития системы Trichoderma/
Hypocrea внес значительный вклад в построение системы.

Поскольку виды Trichoderma spp., очевидно, трудно разделимы, использо-
вание только биологических признаков приводит к неправильным результатам
при определении генеалогической конкордантности филогенетических видов, и
молекулярно-генетический метод является очень привлекательным способом
для того, чтобы опровергнуть или дополнить морфологический подход к иден-
тификации вида. Однако этот метод все еще редко применяется к Trichoderma/
Hypocrea [40].

Информация о геноме особенно важна для поиска новых генов, интересных
для биотехнологии. Определение точных таксономических групп является клю-
чевым фактором идентификации штаммов Trichoderma, что позволит развивать
новые технологии, основанные на генетическом разнообразии этого рода.

Аудик и Клавери [87] были первыми исследователями, применившими тер-
мин «цифровой» (“digital”) для изучения экспрессии гена путем случайного вы-
бора последовательностей в популяциях к ДНК, объединенных по принципу
условий, стадии развития, органоспецифичности или тканеспецифичности, и
представленных в компьютерных базах данных. В широком смысле термин
«цифровая геномика» следует понимать как выборку данных среди «сиквен-
сов», собранных в базах данных в результате независимых классических спе-
циальных экспериментов.

Анализ компьютерных данных цифровой геномики Trichoderma показал,
что:

а) грибы рода Trichoderma активно используются и являются объектом ак-
тивного исследования. По сравнению с Trichoderma только некоторые грибы
также часто цитируются в PubMed. Из 15 грибов, представленных в Fungal In-
ternational Initiative (FII), только 9 видов цитируются в литературе чаще, чем
T. reesei и T. harzianum. Несмотря на огромное число работ в области геномики,
в компьютерных базах данных представлено ограниченное количество «сик-
венсов». Большинство работ по Trichoderma посвящено коммерческому ис-
пользованию или физиологии и биохимии видов рода;

б) анализ представленных в работах последовательностей ДНК показал,
что таксономическое исследование рода Trichoderma является активной обла-
стью науки. Показано, что 1016 последовательностей из 1319 последовательно-
стей Trichoderma относятся к внутренним транскрибируемым последователь-
ностям ITS. Кроме того, определены 64 последовательности гена chit 42 и 32
последовательности гена Tef1, используемые в таксономических исследовани-
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ях. Род Trichoderma является многокомпонентным и сложным, что затрудняет
понимание биологии видов и влияет на коммерческое использование. Поэтому
молекулярная таксономия рода Trichoderma изучается чаще, чем таксономия
других родов грибов. В ГенБанке к 2005 г. представлено 48818 последователь-
ностей Trichoderma.

Другая область таксономии рода Trichoderma связана со способностью
этих грибов гидролизовать полимеры. Антагонистическая активность Tricho-
derma обеспечивается несколькими генами, кодирующими внеклеточные гид-
ролазы, в том числе эндохитиназы, b-N-ацетилгексоаминидазы, протеазы, хи-
тин-1,4-b-хитобиозидазы, эндо- и экзо-b-1,3-глюканазы, липазы, ксиланазы,
маннаназы, пектиназы, пектин лиазы, амилазы, фосфолипазы, РНКазы, ДНКа-
зы и т. д. Хитинолитические и глюканолитические ферменты катализируют
гидролиз клеточных стенок фитопатогенов, поскольку разрушают полимеры,
не встречающиеся в растительных клетках. Каждый класс гидролаз состоит из
нескольких ферментов, различающихся по активности. Гены гидролаз иденти-
фицированы и клонированы [6, 88].

Несмотря на то, что регуляторные гены трудно выбрать из случайной вы-
борки, нельзя ни признать, что интерес к ним возрастает. Почти все отчеты,
касающиеся грибов, используемых в биологическом контроле заболеваний,
вызываемых другими грибами, относят Trichoderma чаще всего к одному из
трех видов: T. harzianum, T. virens и T. viride.

Кубичек с сотрудниками [36] сравнили последовательности ДНК у штам-
мов, используемых для биологического контроля растений, идентифицируемых
как T. harzianum. Половина из 8 исследованных ими штаммов была повторно
переопределена. Таким образом, по морфологическим особенностям определе-
ние и распознавание видов представляются проблематичными. Положительная
сторона такого недостатка диагностических признаков – это то, что описано
очень мало видов.

Для того чтобы решить главную цель систематики грибов, разрабатывается
таксономическая система аскомицетов, отражающая их биологию (например
жизненные циклы), и выявляются взаимоотношения анаморфов и телеоморфов.
Комбинация фенотипического и молекулярно-генетического анализов успешно
применяется для понимания связей в пределах Hypocrea/Trichoderma. Впервые
связь между анаморфом и телеоморфом с помощью анализа ДНК была установ-
лена Кюлцем и др. [74]. Авторы показали, что промышленные бесполые грибы
Trichoderma reesei E.G. Simmons являлись анаморфом Hypocrea jecorina Berk. and
Broome. Самюэльс [3] в монографии, посвященной видовому комплексу
H. schweinitzii, доказал связь между H. pseudokoningii и T. pseudokoningii, между
H. schweinitzii и T. citrinoviride, между H. orientale и T. cf. longibrachiatum. На ос-
новании анализа генов 18S и 28S рРНК для представителей двух подотделов
Hypocreaсeae и Clavicipitaceae, разделяемых по типу развития перитециев и
морфологии аскоспор, показано, что они образуют монофилетичную группу
[46].

Для установления правильных филогенетических позиций, не противоре-
чащих другим, требуется анализ древ, полученных на основании использова-
ния различных несвязанных генов. Кюллниг-Градингер [55] использовала че-
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тыре различных локуса: ITS1 и 2, митохондриальной DNA, короткого пятого
интрона гена tef1α и фрагмент большого экзона гена эндохитиназы ech42 для
того, чтобы выявить полную филогению рода. Однако прямое сопоставление
областей было невозможно для большинства видов по причине недостаточного
филогенетического значения используемых генов. Шавери [52] использовала
ITS1 и 2, большой интрон tef1, короткие фрагменты актина (act1) и экзон гена
калмадулина (cal1). Эти гены были секвинированы у H. lixii/T. harzianum и
идентифицированы у 7 филогенетических линий и сохранялись в большинстве
древ. Но изоляты в пределах этих линий невозможно было различить морфоло-
гически, поэтому они не были признаны видами.

Таким образом, оптимальная комбинация генов, которая позволила бы
применить концепцию GCPSR (генетическая концепция филогенетического
разделения с использованием последовательностей ДНК) для всего рода Tri-
choderma, все еще отсутствует. Идея GCPSR концепции заключалась в том, что
исследуются несколько (не менее 5) несцепленных генов и сравниваются дере-
вья, полученные для каждого гена, в результате чего можно определить фило-
генетическое положение реальных видов Trichoderma, которое будет конкор-
дантным для всех построенных деревьев или, по крайней мере, для их боль-
шинства. Однако применение этой концепции сильно затруднено у грибов по
ряду причин:

1. Детальный анализ вариабельности доступных в ГенБанке локусов пока-
зал, что при идентификации и построении филогенетических древ в редком
случае используются локусы большого интрона (i) tef1 и последнего большого
экзона (ii) rpb2 гена, последнего большого экзона гена эндохитиназы (iii) ech42
и (iv), последовательности ITS1 и ITS2, которые позволяют построить более
реальную филогению.

2. Серьезным недостатком использования только ITS1 и ITS2 является то,
что они обеспечивают недостаточное филогенетическое разрешение некоторых
областей, особенно для секции Pachybasium B [52, 55]. Аналогичные недостат-
ки были обнаружены и относительно отдельного использования других локу-
сов. Исследователи Trichoderma пришли к выводу о необходимости использо-
вания известных локусов в комплексе или поиска новых филогенетических
маркеров. Возможно, более корректным будет выявление значимых для клас-
сификации последовательностей, для чего необходимо разрабатывать принци-
пиально новые подходы и методы [Н.И. Акберова, неопубликованные данные].

3. В ГенБанке еще не представлена полная последовательность генома
Trichoderma, и это тоже затрудняет выявление важных для классификации по-
следовательностей.

4. Следующим важным аспектом использования GCPSR концепции являет-
ся формирование правильного филогенетического подхода. Большинство авто-
ров все еще использует парсимонный подход для анализа последовательностей,
который не позволяет проводить моделирование эволюции и рождает пробле-
мы при анализе очень близких или очень далеких таксонов [36].

Более правильным было бы применение методов максимального правдопо-
добия, но они требуют продолжительного машинного времени, из-за чего
практически не используются для филогенетических построений у триходер-
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мы. В последнее время разработаны подходы с использованием Bayesian-
статистики, преимущество которых – сравнимое с парсимонными методами
машинное время, но при этом они основаны на стандартных статистических
процедурах для оценки значимости, включающих процедуру Монте-Карло (для
Марковских цепей), и в результате получается единственное оптимальное де-
рево. Применение такого подхода дает наиболее согласованные с морфологи-
ческой классификацией деревья [36].

При использовании данных по последовательностям более надежные ре-
зультаты можно получить, используя программу ДНК-баркод (DNA-barcode)
или данные филогенетического анализа отдельных несцепленных фрагментов
ДНК с помощью известного уровня интер- и интраспецифической вариабель-
ности (филогенетических маркеров). Система ДНК-баркод была разработана в
лаборатории Кубичека (Австрия) для быстрой идентификации на основе разли-
чий определенных ITS1 и ITS2 нуклеотидных последовательностей [75]. Метод
использует дискриминационный подход использования ITS1 и 2. Этот метод
показал, что можно идентифицировать 70 из 77 исследованных видов Tricho-
derma и Hypocrea. Однако некоторые таксоны не удалось разделить по причине
идентичности ITS1 и 2. Например, T. crassum и T. longipile, T. tomentosum и
T. cerinum, не определяемые по баркоду, легко различимы по морфологии [52,
71]. Хотя последние 2 вида тяжело различить и морфологически. Филогенети-
ческий анализ показал, что последние 2 вида являются результатом современ-
ной аллопатрической специализации. T. cerinum обнаруживают только в Евра-
зии, тогда как T. tomentosum – только в Северной и Южной Америках [76].

Таким образом, важно знание географического происхождения изолята с
последовательностями T. tomentosum/T. сerinum, что позволит разделить эти 2
изолята. В противном случае, для разделения двух изолятов нужно использо-
вать дополнительную информацию о происхождении фенотипа.

В основе большинства подходов молекулярной идентификации лежит ис-
пользование процедуры множественного выравнивания. Чаще всего для срав-
нения применяют программу BLAST, но не всегда исследователи получают
убедительные результаты. Возможно, это связано с ошибками в последова-
тельностях, представленных в ГенБанке. В ГенБанке в настоящее время имеет-
ся около 40% ошибочных сиквенсов для Hypocea/Trichoderma. Пока нет дан-
ных по полной классификации сиквенсов видов, поэтому очень тяжело оцени-
вать результат, полученный с помощью программы BLAST. Другая причина –
некорректное использование программы BLAST. Авторы часто идентифици-
руют виды, основываясь на наилучшем соответствии в BLAST (низкий E-value)
и не считаясь с множественной выравненностью. В итоге для решения этих
проблем в лаборатории Кубичека для Hypocrea/Trichoderma была разработана
программа TrichoBLAST [77]. Программа основана на критическом анализе
сиквенсов, использует сходные инструменты исследований, которые уже по-
зволили дать характеристику описанных в настоящее время 88 основных видов
рода Trichoderma/Hypocrea. Программа также содержит почти укомплектован-
ную систему из 5 наиболее часто используемых филогенетических маркеров:
1) ITS1 и 2; 2) 2 интрона (tef1int4(large), tef1int5(short); 3) 1 экзон tef1 экзона
6(large)гена, кодирующего фактор трансляции элонгации, 4) фактор 1-alfa;
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5) участки экзона между 5 и 7 консервативными эукариотическими аминокис-
лотами второй субъединицы гена РНК полимеразы (rpb2_exon). Программа
TrichoBLAST доступна и располагается на сайте ICTF [IUBS\IUMS International
Commission on the Taxonomy of Fungi] Интернациональной подкомиссии по
Trichoderma и Hypocrea [ISTH:www.isth.info]. При недостаточности
TrichoBLAST при исследовании предлагается использовать представленную на
том же сайте программу TrichoMARK.

Морфологический подход и интерактивный ключ для идентификации
вновь выделенных изолятов, разработанные группой Самуэля [47, 52], требуют
многих повторностей и становятся довольно сложными при работе с большим
количеством образцов. В нашей исследовательской группе Д.С. Тарасовым с
соавторами [90] был разработан новый формат описания морфологических
признаков. Предпринята попытка построения новой систематики рода Tricho-
derma по формализованным морфологическим и фенотипическим признакам.
Иерархическая систематическая модель при использовании в практических це-
лях обладает рядом преимуществ: ее использование ускоряет процесс иденти-
фикации изолятов и уменьшает число ошибок. Другими словами, при иденти-
фикации изолята в разработанной системе можно по минимальному числу при-
знаков получить максимум информации об исследуемом изоляте, что имеет
большое практическое значение. Ранее для моделирования эволюции самовос-
производящихся систем использовались различные методы, включая исследо-
вание эволюции компьютерных программ и клеточных автоматов. Однако все
эти методы имеют значительные ограничения, не позволяющие исследовать
проблему эволюционных скачков. В ходе работы Д.С. Тарасовым была пред-
ложена специальная модель на основе кинематических клеточных автоматов,
предназначенная для моделирования самоорганизации и эволюции естествен-
ных и искусственных систем. С помощью компьютерного моделирования были
проверены различные существующие гипотезы, касающиеся условий и меха-
низмов самоорганизации и эволюции. В процессе моделирования удалось на-
блюдать как самоорганизацию, так эволюцию системы с появлением новых
характеристик. Эта программа была использована нами, наряду с морфологи-
ческими, культуральными и молекулярно-генетическими, для построения фи-
логенетического древа изолятов, выделенных на территории Республики Та-
тарстан.

Заключение

В настоящее время различные исследователи чаще всего используют фак-
тически только морфологические методы для идентификации Trichoderma, и
появляющиеся сообщения об идентифицированных видах Trichoderma должны
восприниматься с некоторой долей скептицизма. Около 50% всех видов Tricho-
derma spp., хранящихся в коллекциях культур под названиями, которые они
получили при помощи морфологического анализа, неправильны вследствие
ошибок, возникающих при морфологическом подходе. Несмотря на то, что ви-
ды Trichoderma могут идентифицироваться с помощью микроскопических, фе-
нетических и культуральных методов, а также по изоэнзимному спектру, нуж-
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но признать, что наиболее надежный способ – это определение ДНК-последо-
вательности.

Геном Trichoderma представляет собой привлекательное и богатое поле ис-
следования, которое приведет к расшифровке механизмов, представляющих
основной интерес в биологии. Особенно интересна сложность биологических
взаимодействий, которые данные грибы реализуют при контакте с растениями,
животными и микроорганизмами. Кроме того, грибы Trichoderma представля-
ют все еще нетронутый источник генов и их продуктов, определяющих разви-
тие новой биотехнологии, целью которой является контроль вредителей, уве-
личение производства продуктов питания и повышение их качества, очистка
промышленных и природных загрязненных зон и оборот вторичных материа-
лов, полученных из отходов. Обзор патентов показал, что виды Trichoderma
чаще других представлены в них не только по сравнению с другими грибами,
но и по сравнению с промышленными микроорганизмами. Все возможные под-
ходы, в том числе структурная и функциональная геномика, обеспечивают по-
лучение важной информации и полезных продуктов. Установлено, что полез-
ность информации о геноме Trichoderma (размер которого составляет 40 Mb)
полностью проявится, когда закончатся первые научные проекты по секвини-
рованию, и положение этих грибов среди других будет определено. Более того,
трудно найти такое разнообразие микроорганизмов, как грибы рода Trichoder-
ma, способных проявлять так много биологически полезных свойств в различ-
ных условиях. Установлено значительное количество последовательностей, ко-
дирующих ферменты таких видов, как T. reseii. Сравнение их со штаммами
T. harzianum, используемыми в биологическом контроле, и патогенными T. ag-
gressivium позволит повысить эффективность использования данных грибов.

Trichoderma представляет собой прекрасный объект для проекта по функ-
циональной геномике для идентификации и использования генов, экспресси-
рующихся в процессе взаимодействия с растениями и фитопатогенами, при
культивировании в условиях, индуцирующих или подавляющих продукцию
промышленных ферментов или биомассы, при утилизации полифенолов, угле-
водородов, пестицидов и других поллютантов, метаболизируемых данными
грибами в качестве субстратов. Более того, путем выделения белков методом
двумерного электрофореза можно выявить протеом Trichoderma при атаке па-
тогена. Гены, определяющие синтез вторичных метаболитов, представляют
особый интерес. Разработаны новые средства для изучения транскриптома и
совмещения с протеомом для лучшего понимания функционирования генома
[78]. Методы, разработанные для T. resei, можно применить для изучения дру-
гих видов Trichoderma. Несомненно, в будущем будут проведены генетические
исследования видов рода Trichoderma для увеличения использования полезных
свойств этих грибов в индустрии для развития науки.

Применение генетических методов для изучения сложных механизмов, по-
зволяющих грибам Trichoderma продуцировать большие количества трансген-
ных белков, контролировать патогены и воздействовать на метаболизм и фи-
зиологию растений, проблемы, связанные с таксономическим определением
разных видов и штаммов внутри рода все еще находятся в зародышевом со-
стоянии. К настоящему времени получено немного результатов, несмотря на
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потребность в таких данных, точно обозначенных во многих структурных и
функциональных генетических проектах, выполнение которых привело ко мно-
гим инновациям. С помощью методов, использованных для изучения биокон-
троля и усиления роста растений, в результате применения штаммов Trichoder-
ma установлено, что сотни отдельных генов участвуют в регуляции процессов
микопаразитизма, антибиоза, в обеспечении конкуренции за субстраты и про-
странство. Множество генов обеспечивает толерантность к стрессу путем уси-
ления роста корней и растений, индукцию резистентности растений и кодирует
систему инактивации ферментов патогенов. Некоторые гены идентифицирова-
ны, патентованы и используются как трансгены для увеличения резистентности
растений, но большинство генов никак не используется в биотехнологии.

На сегодняшний день по состоянию современной информации, Trichoder-
ma размещают среди грибных родов, наиболее изученных таксономически. Не-
смотря на то, что недавно идентифицировали и филогенетически подтвердили
88 видов, их эволюция и филогенетические отношения все еще трудно реша-
ются. Возможно на ситуацию влияет отсутствие известных предков (как в си-
туации с многими другими грибами) или же высокое селекционное давление в
ходе эволюции на эти таксоны, что привело к дихотомическому разветвленно-
му дереву [36].

По мнению же Витебро [88] в отношении Trichoderma, несмотря на то, что
грибы этого рода имеют биотехнологическое значение, геном изучен недоста-
точно по сравнению с другими организмами. Такая ситуация, по его мнению,
создалась из-за значительной дивергентности видов и отсутствия оптимизиро-
ванной системы для их исследования, а также из-за большого количества и
разнообразия генов, экспрессия которых происходит при разных условиях сре-
ды. Становится ясно, что следует использовать не только фенотип Trichoderma
и биоконтрольную активность, но всю генетическую систему данных грибов.
Благодаря современным методам исследования, информация о геноме грибов
Trichoderma представлена в базе данных. Анализ ДНК-последовательности по-
зволил нам увидеть взаимосвязь видов через формацию филогенетического
древа. Учитывая эти предварительные результаты наблюдений, можно пред-
сказать некоторую биологическую активность, основанную на филогенетиче-
ских отношениях. Темпы раскрытия филогенеза Trichoderma значительны. Ис-
ходя из филогенетической системы взглядов, разумным представляется выяс-
нить, имеют ли филогенетическую основу некоторые виды с высокой биологи-
ческой активностью, такой, как синтез хитиназ или способность к прямому па-
разитизму на других грибах. К сожалению, в данном направлении не было сде-
лано сколько-нибудь существенных попыток.

Новые виды Trichoderma будут найдены по мере изучения новых областей,
к тому же филогенетическая теория видов становится все более востребован-
ной, что закономерно, так как все большее число людей пользуется ДНК-
последовательностью, а также базой данных ГенБанка и новыми программами.
Исследование эндофитных грибов с позиций перспектив биологического кон-
троля, особенно наряду с изучением районов с большим разнообразием взаи-
модействий хозяев и патогенов, гарантирует выявление новых или более эф-
фективных биорегулирующих агентов и не только среди представителей рода
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Trichorderma. Изучение взаимодействия между растением-хозяином и его эн-
дофитами, особенно на молекулярном уровне, конечно же, дает возможность
по-новому взглянуть на устойчивость растений к заболеваниям, вызываемых
грибами-фитопатогенами [34].

Для всех исследованных видов Trichoderma, несомненно, в будущем будет
доказана принадлежность к роду Hypocrea, а не к анаморфным грибам. Однако
современные исследования системы Fungi показали, что невозможно иденти-
фицировать виды Hypocrea до тех пор, пока не будет установлен анаморф
Trichoderma [49, 52, 86].

Таким образом, перспективы использования Trichoderma могут быть впе-
чатляющими.
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Summary

F.K. Alimova. Modern Systems of Trichoderma/Hypocrea.
This review is dedicated to the modern status of the Fungi holomorfa

Trichderma/Hypocrea system. Trichoderma is the most studied species in the beginning of the
21 century. There is a great interest generated by the colossal practical and ecological sig-
nificance of that genus. Using the molecular genetic analysis methods, majority of the types
of the species were identified to belong to the Hypocrea genus as anamorphic forms. Howe-
ver, at the present time there is no one single system for Trichoderma. This review included
the history of the Trichderma/Hypocrea studies, analysis of the modern genus system and
new methods used in identification and building of the phylogenetic trees.
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