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Темноокрашенные и беспигментные формы грибов во многом обладают различ-
ными физиологическими и биохимическими характеристиками, что определяет их
реакции на природные экологические факторы и техногенное воздействие. Беспиг-
ментные формы грибов часто являются более конкурентоспособными, быстро растут
и осваивают субстрат, обладают большим набором ферментов и антибиотиков по
сравнению с пигментированными грибами (Мирчинк, 1988). При этом темнопигмен-
тированные виды являются более стрессоустойчивыми (Жданова и др., 1988; Zhdano-
va et al., 2003, и др.). Возрастание доли темнопигментированных микромицетов
в комплексе микроорганизмов в некоторых случаях является одним из индикаторов
присутствия в среде загрязняющих веществ, таких, например, как тяжелые металлы
(Левин и др., 1987; Терехова, 2007, и др.).

Гуминовые вещества нередко играют роль смягчающего фактора при неблагопри-
ятных воздействиях на биоту, участвуя не только в детоксикации и химическом
превращении загрязняющих веществ, но и оказывая прямое и опосредованное воздей-
ствие на живые клетки (Kulikova et al., 2005; Feificova et al., 2005; Steinberg et al., 2006).

Окраску грибам придают пигменты разной природы: каротиноиды, хинонные ком-
поненты и меланины. Среди меланинов выделяют две группы соединений: эумеланины
(нерастворимые, черные и темно-коричневые пигменты) и феомеланины (растворимые
в щелочах пигменты желто-красно-коричневого цвета). Показано, что пигменты
феомеланины наиболее близки по ряду характеристик к гуминовым веществам (Мир-
чинк, 1988; Королева и др., 2007). Анализу сходства физико-химических и структурных
характеристик грибных пигментов и гуминовых веществ уделяется большое внимание.
Это связано с недостаточной изученностью вопроса о вкладе грибов в формирование
запасов почвенного гумуса. Ранее отмечалось, что некоторые виды грибов активно раз-
лагают гуминовые вещества различного происхождения (Burger, Latter, 1960; Blondeau,
1989; Gramss et al., 1999). Образование меланиноподобных пигментов у грибов связы-
вают с их активностью в деструкции ряда фенольных соединений, которые микромице-
ты используют как субстрат в процессе окислительной полимеризации (Yurlova, 2007).
В биосинтезе меланинов и гуминоподобных веществ (ГПВ) участвуют фенолоксидазы
(лакказа, о-дифенолоксидаза), способствующие утилизации лигнинсодержащих субстра-
тов. При этом регуляцию активности фенолоксидаз следует считать важным фактором
в рекультивации техногенно нарушенных сред (Королева и др., 2007; Yurlova, 2007).
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Если химические аспекты, результаты анализа сходств и различий грибных пиг-
ментов и гуминовых веществ хорошо отражены в литературе, то особенности взаимо-
действия гуминовых веществ с живыми культурами и метаболитами грибов, содержа-
щих разные пигменты, изучены явно недостаточно. Мы полагаем, что результаты ис-
следований влияния гуминовых веществ на грибы, различающиеся по пигментации
мицелия, могут быть полезны для понимания различий в адаптационном потенциале
темно- и светлоокрашенных видов.

В связи с этим цель данной работы заключалась в сравнительном анализе росто-
вых и спектральных характеристик грибов разной пигментации в присутствии препа-
рата гумата калия и без него.

Материал и методы

Объектами для исследований послужили 6 видов почвообитающих грибов с раз-
личающейся окраской мицелия, которые мы условно разделили на 3 группы. Группа
темноокрашенных грибов была представлена Alternaria alternatа (Fr.) Keissl. (штамм
ЧП-1), Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries (штамм ЧП-2) с сильнопигмен-
тированным мицелием черного цвета и Phoma glomerata (Corda) Wollenw. et Hochap-
fel (штамм ЧП-3) с темно-коричневым мицелием. Ко второй группе отнесены штам-
мы с коричневыми пигментами: светло-коричневый Geomyces pannorum (Link)
Hughes (штамм КП-1) и штамм Mycelia sterilia (КП-2) с пигментом оранжево-корич-
невого оттенка. К третьей группе грибов, мицелий которых характеризуется отсутст-
вием пигментов-меланинов, отнесена культура Fusarium mоniliforme Sheltdl. (анамор-
фа Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw.) (штамм АП).

Физиологические (ростовые и спектральные) характеристики грибов разной пиг-
ментации исследовали при воздействии гумата калия (из леонардита «Powhumus»
производства Humintech Ltd.) в концентрации 0.02 и 0.1 % в лабораторных условиях.
При выборе рабочих концентраций коммерческого препарата гумата в среде роста
(0.02 и 0.1 %) опирались на известные из литературы данные и наши оценки экоток-
сичности разных концентраций препарата в стандартных тест-системах (Наумова
и др., 2007; Fedoseeva et al., 2007).

Ростовые характеристики грибов получали путем измерения радиальной скорости
роста колоний на агаризованной среде Чапека в чашках Петри с добавлением гумата
калия и без него. Измерения осуществляли каждые 2-е сутки после посева культуры
в течение одной или четырех недель в зависимости от скорости роста колоний штам-
мов. Рассчитывали среднее для трех колоний в 3 чашках Петри. Эксперимент прово-
дили в 3-кратной повторности.

Физиологическую активность исследуемых видов грибов по отношению к гуми-
новым соединениям характеризовали по спектрам поглощения культуральной жидко-
сти и мицелия, выросшего в течение 3 недель в колбах на жидкой среде Чапека при
внесении гумата (0.02 %). Контролем служили колбы со средой и грибами, но без гу-
мата калия. Культуральную жидкость для измерения спектров поглощения исследо-
вали после фильтрования среды, на которой росли грибы, через стандартный бумаж-
ный фильтр (сорт «белая лента»). Спектральные характеристики культуральной жид-
кости микромицетов в возрасте одной и трех недель измеряли на спектрофотометре
Perkin Elmer Lambda 35. Аналитические и биологические повторности при измерении
спектральных характеристик микромицетов 2-кратные.

Результаты и обсуждение

Проведенные в лабораторных условиях эксперименты позволили выявить ряд
особенностей в реакции исследуемых видов грибов на присутствие в среде роста гу-
минового препарата.
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Результаты показали, что добавление гумата калия в питательную среду неодина-
ково влияет на ростовые характеристики грибов различной пигментации. Культура
неокрашенного F. mоniliforme не реагировала на внесение гумата: не выявлено досто-
верных отклонений от контроля при содержании в среде Чапека 0.02 и 0.1 % гумата
калия (рис. 1, а). На 8-е сутки роста колонии F. mоniliforme во всех вариантах опыта
заполняли всю поверхность питательной среды в чашках Петри. Штамм с коричне-
вым пигментом Mycelia sterilia КП-2 при содержании 0.02 и 0.1 % гумата калия менял
кинетические характеристики в сторону увеличения (рис. 1, б). Стимулирование гу-
миновым препаратом радиального роста штамма G. pannorum КП-1 проявлялось толь-
ко на 28-е сутки эксперимента (радиус колоний увеличивался на среде с 0.02 % гума-
та на 12.0 ± 3.2 %, с 0.1 % гумата — на 6.2 ± 2.2 % по сравнению с контролем). Рост
колоний темноокрашенных культур под влиянием гумата скорее замедлялся. Это наи-
более четко заметно при наблюдении за развитием колоний A. аlternatа на среде
с 0.1%-м гуминовым препаратом. На 8-е сутки роста на средах с добавлением
0.02%-го гуминового препарата значения радиуса колоний A. alternatа были меньше
на 6.0 ± 2.8 %, чем в контроле. С повышением концентрации гумата до 0.1 % на 8-е
сутки эксперимента рост данной темнопигментированной культуры замедляется на
14.4 ± 3.4 % (рис. 1, в). При внесении 0.02 % гумата радиальный рост колонии P. glo-
merata ЧП-3 замедлялся на 10.9 ± 3.0 и 10.2 ± 2.5 % на 6-е и 8-е сутки соответственно,
а при внесении 0.1 % гумата снижение роста составило 12.3 ± 3.6 % на 8-е сутки по
сравнению с контролем. Темноокрашенная культура C. cladosporioides менее всего
реагировала на внесение гуминового препарата, радиальный рост колоний замедлял-
ся в пределах статистической ошибки.

При анализе структурно-функциональной организации микобиоты в природных
средах достаточно широко используется экспресс-метод оценки разнообразия микроб-
ных сообществ по радиальной скорости роста. На основе этого показателя предложено
группировать микроорганизмы, выделяемые при посеве образцов на питательные сре-
ды, по разным классам с определенным диапазоном значений коэффициента радиаль-
ной скорости роста колоний (Kr) и кинетическим типам (Полянская и др., 1989).
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Рис. 1. Скорость роста колоний микромицетов различной пигментации на среде без гумата и с добавле-
нием гумата калия.

а — Fusarium moniliforme АП, б — Mycelia sterilia КП-2, в — Alternaria alternatа ЧП-1. I — без гумата, II — 0.02 %,
III — 0.1 % гумата.



В данной работе было проведено ранжирование исследуемых видов грибов по ха-
рактеру роста на среде без добавления гумата. На основе изменения диаметра коло-
ний в единицу времени нами были рассчитаны коэффициенты радиальной скорости
роста представленных микромицетов (Kr, мм/ч). Ранжирование принадлежности ко-
лоний к определенному классу Kr (см. таблицу) проводили на основе рассчитанных
коэффициентов радиальной скорости роста в соответствии с градациями, используе-
мыми в ранее опубликованных работах (Терехова и др., 1998; Головченко и др., 2000;
Терехова, 2007). В группу медленнорастущих были выделены G. pannorum КП-1, My-
celia sterilia КП-2, A. alternatа ЧП-1, C. cladosporioides ЧП-2 и P. glomerata ЧП-3,
к быстрорастущим отнесен F. mоniliforme АП.

Следует отметить общую для всех штаммов тенденцию: по мере увеличения воз-
раста культуры и диаметра колоний происходит снижение скорости роста микроми-
цетов, что обусловлено, очевидно, истощением питательной среды, а также действи-
ем грибных метаболитов. Замедление скорости роста наблюдалось как на среде без
добавления гумата калия, так и на среде в его присутствии. Гуминовый препарат не
менял кинетического типа исследованных штаммов, однако способствовал переходу
некоторых культур микромицетов в другие классы Kr.

Скорость роста культуры Mycelia sterilia КП-2 на среде Чапека без внесения гуми-
нового препарата, соответствующую 3-му классу Kr, отмечали на 2-е и 6-е сутки; на
4-е и 8-е сутки эксперимента фиксировали снижение скорости до 2-го класса Kr. Ско-
рость роста данного штамма на среде с гуматом соответствовала более высокому
уровню класса Kr. Так, на 4-е сутки эксперимента отмечали следующие значения ра-
диальной скорости роста Mycelia sterilia: 0.108 ± 0.018 мм/ч — на среде Чапека,
0.132 ± 0.009 мм/ч — на среде Чапека с 0.02 % гумата, 0.135 ± 0.019 мм/ч — на среде
Чапека с 0.1 % гумата (рис. 2, а). Темноокрашенная культура A. alternatа ЧП-1 в при-
сутствии 0.1 % гуминового препарата в течение эксперимента росла со скоростью
3-го класса Kr, тогда как на средах без гумата и при 0.02%-й концентрации гумата
данный штамм рос в течение 8 суток со скоростью 4-го класса Kr. На 6-е сутки экспе-
римента скорость роста A. alternatа на среде без гумата составляла 0.173 ± 0.017 мм/ч,
при 0.02 % гумата — 0.164 ± 0.07 мм/ч, при 0.1 % гумата — 0.123 ± 0.004 мм/ч
(рис. 2, б). Культуры G. pannorum КП-1, C. cladosporioides ЧП-2 и P. glomerata ЧП-3
не реагировали на присутствие гуминового препарата в среде. Скорость роста штам-
мов G. pannorum и C. cladosporioides во всех случаях соответствовала 1-му классу Kr,
P. glomerata — 4-му классу. Скорость роста непигментированной культуры F. monili-
forme АП также оставалась в пределах одних и тех же классов Kr независимо от нали-
чия в среде гумата калия (рис. 2, в).

Таким образом, ростовые характеристики исследованных микромицетов при раз-
ном уровне гуминовых веществ в среде меняются в неодинаковой степени. Из этого
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Кинетические градации микромицетов
по радиальной скорости роста колоний

Кинетический тип
Классы

Kr
Скорость роста,

мм/ч

Медленнорастущие 11 0.00—0.05
12 0.06—0.10
13 0.11—0.15
14 0.16—0.20

Быстрорастущие 15 0.21—0.25
16 0.26—0.30
17 0.31—0.35
18 0.36—0.40
19 0.41—0.45
10 0.46—0.50
11 0.51—0.55
12 0.56—0.60



следует, что при оценке функционального разнообразия грибов на основе рангового
распределения выделяемых колоний соответственно классам Kr одни и те же сообще-
ства, имеющие в своем составе пигментированные микромицеты, в природных средах
разной гумусированности будут иметь различающиеся показатели разнообразия. Гу-
миновые вещества, влияя на скорость роста мицелия пигментированных грибов, ве-
роятно, могут влиять на частоту их выделения и соответственно на долю меланизиро-
ванного мицелия в почве.

Исследование спектральных характеристик пяти штаммов (C. cladosporioides,
A. alternatа, Mycelia sterilia, G. pannorum и F. moniliforme) выявило отличия в спект-
рах поглощения микромицетов разной пигментации.

Спектры поглощения культуральной жидкости всех культур показали уменьшаю-
щиеся значения оптической плотности при увеличении длины волны от 200 до 700 нм.
В спектрах поглощения культуральной жидкости на фоне убывающих значений опти-
ческой плотности выделяются отдельные пики поглощения специфических соединений
грибов: полоса в УФ-области с максимумом 290—300 нм, обусловленная присутствием
простых фенольных соединений, обнаружена у A. alternatа и G. pannorum (рис. 3, а, в);
широкая полоса в области 400—500 нм, которую предположительно можно объяснить
наличием пигментов-каротиноидов, характерна для Mycelia sterilia (рис. 3, а).

В ходе исследований показана неодинаковая реакция грибов на добавление гума-
та. Так, пик поглощения 290 нм, характерный для A. alternatа и G. pannorum, при вы-
ращивании штаммов на среде Чапека с гуматом (рис. 3, б, г), выражен слабее, чем без
гумата (рис. 3, а, в). То же касается и широкой полосы в области 400—500 нм, харак-
терной для Mycelia sterilia (рис. 3, а, б).

В спектрах поглощения C. cladosporioides и F. moniliforme не выявлено специфи-
ческих для них пиков (рис. 3, в). При этом оптическая плотность культуральной жид-
кости темноокрашенного штамма была более высокой по сравнению с неокрашенным
F. moniliforme, что может свидетельствовать о присутствии в среде роста пигмен-
тов-меланинов C. cladosporioides. Поскольку спектры поглощения меланинов похожи
по форме на типичные спектры поглощения гуминовых соединений, спектральные
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Рис. 2. Динамика скорости роста колонии микромицетов различной пигментации на среде без гумата и с до-
бавлением гумата калия.

а – Mycelia sterilia КП-2, б – Alternaria alternatа ЧП-1, в – Fusarium moniliforme АП. Черта — граница между 2-м
и 3-м (а), 3-м и 4-м (б), 4-м и 5-м (в) классом Kr. I — без гумата, II — 0.02 %, III — 0.1 % гумата.



характеристики этих грибов при выращивании штамма на среде с внесением гумино-
вого препарата и без него не различались (рис. 3, г).

Таким образом, гумат калия по-разному влиял на физиологические характеристи-
ки исследуемых штаммов грибов. Присутствие гуминового вещества снижало кине-
тические показатели некоторых темноокрашенных штаммов A. alternatа ЧП-1 и P. glo-
merata ЧП-3, стимулировало рост штамма Mycelia sterilia КП-2 с мицелием коричне-
вого цвета и практически не влияло на скорость роста непигментированного штамма
F. moniliforme АП. Влияние гумата калия на спектральные характеристики некоторых
окрашенных культур (A. alternatа, G. pannorum КП-1 и Mycelia sterilia) проявлялось
в сглаживании в спектрах поглощения пиков, характерных при выращивании в отсут-
ствие гумата. Гумат калия не оказывал влияния на характер спектра поглощения куль-
туральной жидкости гиалиновой культуры F. moniliforme. Выявленные различия рос-
товых и спектральных характеристик у окрашенных и неокрашенных культур грибов,
видимо, обусловлены взаимодействием гуминовых веществ с грибными метаболита-
ми пигментированных видов. Мы полагаем, что продемонстрированные особенности
физиологических реакций исследуемых штаммов грибов на присутствие в среде рос-
та гуминовых веществ могут влиять на их экологические функции. Это влияние мо-
жет в первую очередь сказываться на различии в адаптационных возможностях гри-
бов в биотопах с разным содержанием гумуса.
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Рис. 3. Спектры поглощения среды Чапека и культуральной жидкости микромицетов различной пигмен-
тации на среде без гумата (а, в) и с добавлением гумата калия (б, г).

а, б: 1 — Mycelia sterilia, 2 — Alternaria alternatа, 3 — среда Чапека; в, г: 4 — Cladosporium cladosporioides, 5 — Geomyces
pannorum, 6 — Fusarium moniliforme.
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Р Е З Ю М Е

Влияние гумата калия на некоторые физиологические характеристики микроскопических

грибов исследовали на 6 штаммах с разной пигментацией мицелия. Показано, что скорость рос-

та колоний на среде Чапека, содержащей 0.1 или 0.02 % гумата калия, по сравнению с контро-

лем на среде без гумата снижалась у темноокрашенных колоний (Alternaria alternatа, Phoma

glomerata, в меньшей степени — у Cladosporium cladosporioides) и в основном повышалась

у светлоокрашенных колоний изученных микромицетов (Mycelia sterilia, в меньшей степени —

у Geomyces pannorum). Скорость роста непигментированного штамма Fusarium moniliforme за-

метно не изменилась. Специфические особенности спектров поглощения культуральных сред,

как показано, зависели от пигментации мицелия. Исчезновение пиков поглощения при 290

и 400—500 нм, типичное для контрольных вариантов опыта (без гумата калия), наблюдалось

на культуральных средах пигментированных грибов Alternaria alternatа, Geomyces pannorum

и Mycelia sterilia, выращенных в присутствии гумата. Не выявлены изменения спектров погло-

щения у непигментированного Fusarium moniliforme. Полученные данные свидетельствуют

о специфическом взаимодействии между гуматом и метаболитами пигментированных грибов.

Это может влиять на экологическую стратегию исследованных пигментированных грибов и их

устойчивость к различным факторам окружающей среды с разным содержанием гуминовых ве-

ществ.

Ключевые слова: гумат калия, микроскопические грибы, пигментация мицелия, спектры

поглощения.

S U M M A R Y

The effect of potassium humate on some physiological characteristics of microscopic fungi has

been studied on 6 strains with different-pigmented mycelium. It was shown that growth rate of the co-

lony grown on Chapek agar medium containing 0.1 or 0.02 % of potassium humate in relation to that

of the control colony grown on medium without humate decreased for black and deep-brown colonies

(Alternaria alternatа, Phoma glomerata and in a less exent Cladosporium cladosporioides) and pre-

dominantly ed for light-colored colonies of studied micromycetes (Mycelia sterilia and in a less extent

Geomyces pannorum). Growth rate of non-pigmented strain of Fusarium moniliforme did not show

noticeable changes. The specific features in absorption spectra of fungal cultural medium were found

corresponding to mycelium pigmentation. The elimination of the absorption peaks at 290 and

400—500 nm typical for control variants (grown without potassium humate) was observed for the cul-

tural media of pigmented fungi Alternaria alternatа, Geomyces pannorum, and Mycelia sterilia

grown in presence of humate. The change in the absorption spectrа of non-pigmented Fusarium moni-

liforme wasn’t revealed. The data suggest specific interaction between humate and metabolites of pig-

mented fungi. It can affect the ecological strategy of investigated pigmented fungi and their tolerance

to adverse factors of environment with different content of humic substances.

Key words: potassium humate, microscopic fungi, mycelium pigmentation, absorption spectra.
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