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Ìåòàáîëè÷åñêîå ïðîôèëèðîâàíèå äëÿ õàðàêòåðèñòèêè âèäîâ Trichoderma èç ïîãðåáåííûõ ïî÷â

Ðàíåå 135 øòàììîâ Trichoderma, âûäåëåííûõ èç ïîãðåáåííûõ ïî÷â Ðåñïóáëèêè Òàòàðñòàí, áûëè
èäåíòèôèöèðîâàíû è îòíåñåíû ê âèäàì T. asperellum, T. viride, T. atroviride, T. harzianum, T. hamatum,
T. citrinoviride è T. longibrachiatum. Íà äàííîì ýòàïå áûë ïðîâåäåí áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç øòàììîâ ñ
ïîìîùüþ ñèñòåìû Biolog, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ïðîñòûì ñêðèíèíã-òåñòîì è ïîçâîëÿåò áûñòðî ïîëó÷èòü ìå-
òàáîëè÷åñêèé ïðîôèëü øòàììîâ íà îñíîâàíèè 95 ñóáñòðàòîâ. Âûÿâëåíî, ÷òî êàæäûé âèä èìååò ñòðîãî
ñïåöèôè÷íûé ïðîôèëü ïîòðåáëåíèÿ ñóáñòðàòîâ. Áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü áîëüøîé
îáúåì èíôîðìàöèè, êîòîðûé â äàëüíåéøåì ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ îïòèìèçàöèè áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ, â ÷àñòíîñòè ïîäáîðà ýôôåêòèâíûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåä.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Trichoderma, Biolog, ìåòàáîëè÷åñêèé ïðîôèëü.

Trichoderma/Hypocrea — ðîä ïî÷âåííûõ, äåðåâîðàçðó-
øàþùèõ ãðèáîâ, ïðåäñòàâèòåëè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ âàæ-
íûìè ïðîäóöåíòàìè ïðîìûøëåííûõ ôåðìåíòîâ, àíòèáèî-
òèêîâ, èñïîëüçóþòñÿ â ñåëüñêîì õîçÿéñòâå êàê àãåíòû áèî-
êîíòðîëÿ, òàêæå ìîãóò áûòü ïîòåíöèàëüíî îïàñíû äëÿ
ëþäåé ñî ñíèæåííûì èììóíèòåòîì êàê óñëîâíûå ïàòîãå-
íû (Druzhinina, Kubicek, 2005). Âûäåëåíèå è èçó÷åíèå íî-
âûõ øòàììîâ Trichoderma, ïåðñïåêòèâíûõ äëÿ áèîòåõíî-
ëîãèé, ÿâëÿåòñÿ âàæíîé çàäà÷åé (Druzhinina et al., 2012).

Èçâåñòíî, ÷òî ïîãðåáåííûå ïî÷âû ÿâëÿþòñÿ ïðèðîä-
íûìè ðåçåðâóàðàìè ñîõðàíåíèÿ ÷èñëåííîñòè è âèäîâîãî
ðàçíîîáðàçèÿ âèäîâ ðîäà Trichoderma, ãäå ÷àñòîòà èõ
âñòðå÷àåìîñòè ñîñòàâëÿåò áîëåå 60 % (Àëèìîâà, 2006;
Òóõáàòîâà, 2008). Ðàíåå èç ïîãðåáåííûõ ïî÷â Ðåñïóáëèêè
Òàòàðñòàí íàìè áûëî âûäåëåíî è èäåíòèôèöèðîâàíî
135 øòàììîâ ýòèõ ãðèáîâ (Òóõáàòîâà è äð., 2010). Äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ è èäåíòèôèêàöèè èñïîëüçî-
âàëèñü ìîðôîëîãè÷åñêèå, ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå è
êèíåòè÷åñêèå ìåòîäû, îäíàêî áèîõèìè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü
ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðàêòè÷åñêè íå ðàññìàòðèâàëàñü.

Â ýòîé ðàáîòå ìû ðàññìîòðåëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ ìåòîäà ìåòàáîëè÷åñêîãî ïðîôèëèðîâàíèÿ äëÿ áèî-
õèìè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè ðàíåå âûäåëåííûõ øòàììîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìèêðîïëàíøåòû Biolog FF (Biolog, Inc., Õåéâîðä,
ÑØÀ), ñîäåðæàùèå 95 ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ óãëåðîäà,
áûëè èíîêóëèðîâàíû øòàììàìè Trichoderma â äâóõ ïî-
âòîðàõ ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ è èí-
êóáèðîâàíû ïðè 28 °Ñ. Â òàáëèöå óêàçàí ïåðå÷åíü èñïî-
ëüçîâàííûõ ñóáñòðàòîâ. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü â êàæäîé
ëóíêå îïðåäåëÿëè ïðè 490 è 750 íì ñ ïîìîùüþ ìóëüòè-
ïëàíøåòíîãî ðèäåðà Biolog MicroStation è ïðîãðàììíîãî

îáåñïå÷åíèÿ MicroLog ïî ñíèæåíèþ òåòðàçîëèÿ ôèîëåòî-
âîãî, êîòîðûé ðåàãèðóåò íà îêèñëåíèå ñóáñòðàòîâ, ÷åðåç
êàæäûå 24 ÷. Ìèêðîïëàíøåò îöåíèâàëñÿ êàê ïîëîæèòåëü-
íûé, åñëè õîòÿ áû â äâóõ ëóíêàõ OD490 áûëà âûøå 0.4
(Verschuere et al., 1997).

Èíäåêñ ïîäîáèÿ (SIM), êîððåëèðóþùèé ñ ãåíåòè÷å-
ñêîé äèñòàíöèåé (DIS), áûë ðàññ÷èòàí äëÿ êàæäîãî øòàì-
ìà è 10 íàèáîëåå òåñíî ñâÿçàííûõ ñ íèì âèäîâ, ïðèñóòñò-
âóþùèõ â áàçå äàííûõ. Ìåòàáîëè÷åñêèå ïðîôèëè èññëå-
äóåìûõ øòàììîâ ñðàâíèâàëè äðóã ñ äðóãîì è òèïîâûìè
âèäàìè èç áàçû äàííûõ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû äëÿ êëàñ-
òåðíîãî àíàëèçà Biolog UPGMA.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå (Òóõáàòîâà è äð., 2010) 135 øòàììîâ Trichoder-
ma, âûäåëåííûõ èç ïîãðåáåííûõ ïî÷â Ðåñïóáëèêè Òàòàð-
ñòàí, áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ïî êîìïëåêñó ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ è ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ è áûëè
îòíåñåíû ê ñëåäóþùèì âèäàì — T. asperellum, T. viride,
T. atroviride, T. harzianum, T. hamatum, T. citrinoviride è
T. longibrachiatum.

Áûë ïðîâåäåí áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç øòàììîâ ñ ïîìî-
ùüþ ñèñòåìû Biolog (Garland, Mills, 1991), êîòîðàÿ ÿâëÿåò-
ñÿ ïðîñòûì ñêðèíèíã-òåñòîì è ïîçâîëÿåò áûñòðî ïîëó÷èòü
ìåòàáîëè÷åñêèé ïðîôèëü øòàììîâ íà îñíîâàíèè 95 ñóáñò-
ðàòîâ. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíà êóëüòóðà T. asperellum ÷åðåç
168 ÷ èíêóáèðîâàíèÿ íà ìèêðîïëàíøåòå FF ïðè 28 °Ñ. Îò
ñêîðîñòè ïîòðåáëåíèÿ ñóáñòðàòà çàâèñèò èíòåíñèâíîñòü
îêðàñêè â ëóíêå. Àíàëèç ðîñòà ãðèáíûõ êóëüòóð íà ìèêðî-
ïëàíøåòàõ â äèíàìèêå ïîçâîëÿåò âûÿâèòü òîíêèå ìåòàáî-
ëè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó òåñòèðóåìûìè øòàììàìè, â ÷à-
ñòíîñòè äåìîíñòðèðóþò, íà êàêîé ñòàäèè ðîñòà âêëþ÷àåò-
ñÿ òîò èëè èíîé ñóáñòðàò â ìåòàáîëèçì êëåòêè.
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Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíà ñðàâíèòåëüíàÿ êàðòà ìåòàáî-
ëè÷åñêèõ ïðîôèëåé âèäîâ Trichoderma, êóëüòèâèðîâàí-
íûõ íà ìèêðîïëàíøåòàõ FF. Ïåðåõîä îò ñâåòëîãî ê òåì-
íîìó öâåòó óêàçûâàåò íà óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ðîñ-
òà è ïîòðåáëåíèÿ ñóáñòðàòîâ. Èç êàðòû âèäíî, ÷òî
êàæäûé âèä èìååò ñòðîãî ñïåöèôè÷íûé ïðîôèëü ïîòðåá-
ëåíèÿ ñóáñòðàòîâ. Òàê, äëÿ âèäà T. asperellum õàðàêòåðíà
ïîíèæåííàÿ ìåòàáîëè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ
äðóãèìè èññëåäîâàííûìè âèäàìè.

Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíà äåíäðîãðàììà, îòðàæàþùàÿ
âçàèìîñâÿçü ìåæäó ìåòàáîëè÷åñêèìè ïðîôèëÿìè èññëå-
äîâàííûõ âèäîâ ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 168 ÷ íà ìèê-
ðîïëàíøåòàõ FF. Èç íåå âèäíî, ÷òî 7 èññëåäîâàííûõ âè-
äîâ ïî áèîõèìè÷åñêîé àêòèâíîñòè äåëÿòñÿ íà 2 êëàñòåðà.
Â ïåðâûé êëàñòåð ïîïàëè 2 âèäà — T. citrinoviride è
T. longibrachiatum, îòíîñÿùèõñÿ ê îäíîé ñåêöèè Longib-
rachiatum, êëàäó Longibrachiatum. Âòîðîé êëàñòåð âêëþ-
÷àåò â ñåáÿ 5 âèäîâ, êîòîðûå âíóòðè äåëÿòñÿ åùå íà 4 ïîä-
êëàñòåðà. Â ïåðâûé ïîäêëàñòåð ïîïàëè âèäû T. atroviride
è T. hamatum, îòíîñÿùèåñÿ ê îäíîé ñåêöèè Trichoderma,
íî ê ðàçíûì êëàäàì Viride è Pachybasium «A» èëè Hama-
tum ñîîòâåòñòâåííî. Îñòàëüíûå âèäû (T. asperellum,
T. harzianum è T. viride) ñîñòàâèëè òðè îòäåëüíûõ ïîä-
êëàñòåðà. Êàê ïîêàçàë êëàñòåðíûé àíàëèç, íàèáîëåå ðàç-
ëè÷àþùèìèñÿ ïî ïîòðåáëåíèþ ñóáñòðàòîâ îêàçàëèñü
âèäû T. citrinoviride/T. longibrachiatum è T. viride. T. citri-
noviride è T. longibrachiatum â îòëè÷èå îò îñòàëüíûõ èñ-
ñëåäîâàííûõ âèäîâ ìåíåå èíòåíñèâíî ïîòðåáëÿþò òàêèå
ñîåäèíåíèÿ, êàê N-àöåòèë-ãëþêîçàìèí, L-àðàáèíîçà,
D-êñèëîçà è D-ãàëàêòîçà. Òîëüêî T. longibrachiatum èç
âñåõ èññëåäîâàííûõ âèäîâ ïîòðåáëÿåò àäîíèòîë, âõîäÿ-
ùèé â ñîñòàâ êëåòî÷íîé ñòåíêè íåêîòîðûõ ðàñòåíèé è
ãðàìïîëîæèòåëüíûõ áàêòåðèé.

Òàêèì îáðàçîì, ðàíåå âûäåëåííûå ñåêöèè èìåþò
ñõîäñòâî íå òîëüêî íà ãåíåòè÷åñêîì óðîâíå, íî è íà ìåòà-
áîëè÷åñêîì ïî èíòåíñèâíîñòè ïîòðåáëåíèÿ ñóáñòðàòîâ.
Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî îïðåäåëèòü
ñòåïåíü ñõîäñòâà è ðàçëè÷èÿ ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîôèëåé
ðàçëè÷íûõ âèäîâ Trichoderma, êëàññèôèöèðîâàòü øòàì-
ìû. Áèîõèìè÷åñêèé àíàëèç ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü áîëü-
øîé îáúåì èíôîðìàöèè, êîòîðûé â äàëüíåéøåì ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äëÿ îïòèìèçàöèè áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ, â ÷àñòíîñòè ïîäáîðà ñîñòàâà ýôôåêòèâíûõ ïè-
òàòåëüíûõ ñðåä, ïðåäñêàçàíèÿ âîçìîæíûõ ïðè÷èí ñóêöåñ-
ñèîííûõ èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå ìèêðîìèöåòíîãî ñîîá-
ùåñòâà.
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Ðèñ. 1. Ðîñò Trichoderma asperellum íà ìèêðîïëàíøåòå FF ÷å-
ðåç 168 ÷ èíêóáèðîâàíèÿ ïðè 28 °Ñ.



Ðàáîòà âûïîëíåíà çà ñ÷åò ñðåäñòâ ñóáñèäèè, âûäå-
ëåííîé â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîé ïîääåðæêè Êàçàíñêî-
ãî (Ïðèâîëæñêîãî) ôåäåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà â öåëÿõ
ïîâûøåíèÿ åãî êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè ñðåäè âåäóùèõ
ìèðîâûõ íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíûõ öåíòðîâ.
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Ðèñ. 2. Ñðàâíèòåëüíàÿ êàðòà ìåòàáîëè÷åñêèõ ïðîôèëåé âèäîâ Trichoderma, èíêóáèðîâàííûõ íà ìèêðîïëàíøåòàõ FF.
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METABOLIC PROFILING FOR CHARACTERISTICS OF TRICHODERMA FROM BURIED SOILS
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e-mail: resedushka@mail.com

Previously, 135 strains of Trichoderma isolated from buried soils of Tatarstan have been identified as
T. asperellum, T. viride, T. atroviride, T. harzianum, T. hamatum, T. citrinoviride and T. longibrachiatum. At
this stage, the biochemical analysis of the strains was carried out using the Biolog system, which being a simple
screening test enables rapid preparation of strains based on 95 substrates. We have revealed that each species
has only a specific substrate utilisation profile. Biochemical analysis provides a large amount of information
that can then be used for optimization of biotechnological processes, in particular, the selection of effective nut-
rient media.

K e y w o r d s: Trichoderma, Biolog, metabolic profile.
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